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La investigaclén objeto del presente trabajo, forma parte de un pro-
grama, que se viene desarrollando en el Departamento de Ingenleria Quimica
de la Facultad de Clenclas Quimlcas de la Universidad Complutense de Ma-
drid, mobre el aprovechamiento de la blomasa como fuente alternatliva de

energia,

La tradicién agricola y forestal de nuestro pals, permlite disponer de
grandes cantidades de residuos lignocelulésicos, como paja de cereales,
residuos de poda, étc. Una de las posibilidades de aprovechamiento de es-
tos materiales consiste en su transformacién via hidrélisis enzimatlca,
para obtener azucares reductores fécilmente fermentables a etanol, buta-

nol, acido acético, acetona, Acido lactico, etc.

La hidrélisis enzimatica exige una etapa previa consistente en la ob-
tenclén del complejo enzimdtico celulasas por fermentacidén de diferentes

microorganismos, principalmente hongos.
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Las celulasas constituyen un complejo enzimatico formado por tres
componenetes principales: B—-1, 4-endoglucanasa, -1, 4-exoglucanasa Yy
B-glucosidasa. Esta ultima enzima cataliza la transformacién de celoblosa

en glucosa.

Aungue son muchos los microorganismos productores de dicho comple jo
enzimatico, las investigaciones hasta ahora reallzadas colnclden en
sefialar al hongo Trichoderma reesel como el principal productor del mismo.
Sin embargo este hongo presenta el inconvenlente de que sus caldos de fer-
mentacién proporcionan bajos niveles de la enzima B-glucosidasa, por lo
que para evitar problemas de 1nhibién debido a altos nlveles de celobiosa
en el medio, seria recomendable la adiclén de B-glucosidasa suplementaria
al medio de reaccién para mejorar la hidrélisis enzimatica de los residuos

lignoceluldsicos.

Entre las posibles soluclones, la inmovilizacién de la enzima
B-glucosidasa presenta determinadas ventajas entre las que se encuentran
la posibilidad de reutllizar la enzlma en diferentes sacarificaclones y el
hecho frecuente de que la inmovilizaclén conduce a un aumento de la esta-

bilidad térmica y del tlempo de vida medlo de la enzima,

Por elloc se considerd interesante el estudlo de la hidréllisis de
celobiosa mediante pB-glucosidasa de diferentes origenes inmovilizada
sobre diferentes soportes, compardndose los resultados con los obtenidos

en la hidrélisis de celobiosa con 3-glucosidasa libre,

El programa de investigaclén planteado en el presente trabajo fue el

siguiente:

1. Seleccién del método de inmovilizacién y del soporte mis adecuados

para llevar a cabo la inmovilizacién de pB-glucosidasa,

2. Estudlo de la influencia del origen de la B-glucosidasa empleada

en la inmovilizacioén

7. Estudio de la influencia de las variables de inmovilizacién.
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4, Estudio de la desactivacién térmica de la enzima, tanto libre como

inmovilizada.

5. Estudio de la hidrélisis enzimitica de celobliosa, tanto con la en-
zima libre como con la enzima 1inmovilizada. Concretamente se

estudié la influencia de las sigulentes variables:

Temperatura
Concentracién iniclal de celoblosa
Concenlkracién inicial de glucosa

Actividad enzimdtica inicial

pH

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

libre e inmovilizada.

A partir de los resultados obtenidos se selecclonaron las sigulentes

condiciones de inmovilizaclén:

- Origen de la fB-glucoslidasa: Penlcillium funiculosum

- Soporte: Nylon en polvo

- Aclivacién del soporte: Mediante o-alquilacién durante 15 minutos
con tetrafluoruro de trietiloxonio al 12.5 % en diclorometano, posterlor
aminoactivacion durante 120 minutos con etilendiamina y activaclén final
con glutaraldehido al 5 % en agua destilada durante 15 minutes,

- Inmovilizacién propiamente dicha: a 25 °C durante 15 horas emplean-

do una disolucldn enzimdtica de acktlvidad 1.17 UI/ml.

Empleando estas condiclones de actlvaclén e inmovilizaclén se obtiens
un soporte con una retencién activa del 70 % y una elevada estabillidad

térmica a 50 °C {97.6 % de la Inlcial al cabo de 25 horas).

La inmovilizacién en las condiciones Indicadas aumenta notablemente
la establlidad térmica de la enzima a todas las temperaturas estudiadas,
siendo posible deseribir esta desnaturalizacién mediante dos modelos
cinéticos diferentes, uno para la enzima libre, gque supone la formacién de
un complejo intermedio de mayor actividad que la enzima primitiva, que

evoluciona rapidamente hacia la forma lnactiva:
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y otro empirico para la enzima inmovillzada que consiste en el ajuste de

los resultados oblenidos a una ecuacién de tipe hiperbdlico:

Bt

ﬂ(t]=1‘“—c—$-ﬂt’;—'—

pPara la hidrélisis de celoblosa con f-glucosidasa tanlo libre como
inmovilizada, se ha propuesto el siguiente mecanismo de reacciones que im-
plica efectos de inhibicién por sustrate y por producto (de tipo compe-
titivo):

k1 k2
M————E ES - - E + 2P
k
-1
ks
S + ES mm——————» ES
k
-3
ka
E+ P 3 » [P
k
-4
K,
ES + P.g = [PS
k
-5

Fste mecanismo conduce a la sigulente ecuacién de velocidad:

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

La energia obtenida de la bilomasa ha sido, con diferencia, la mds
utilizada por el hombre hasta el siglo XIX, a partir del cual empleza a
ser progresivamente reemplazada por el carbén y el petréleo, de tal forma
que, a medlados del presente siglo, si bien seguia slendo la principal
fuente de energia del tercer mundo, su aportacién a la estructura

energética de los paises desarrollados era practicamente nula,

Tal y como indlca el profesor Ferndndez (1989) se suele aplicar en un
sentido estricto el términco "biomasa" al "grupo de productos energéticos y
materias primas de tipo renovable que se originan a partir de la materla
organica formada por via biolégica". En este sentlido, la biomasa compren-

de, ademas de la producida en los ecosistemas naturales, la de origen re-
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sidual constituida principalmenle por los residuos forestales, agricolas y
los residuos liquidos ganaderos, urbanos y algunos industriales, cuya car-

ga orgdnica es de origen blolégico.

En el afio 1973, con la primera crisis del petrdleo, crece el lnterés
por la sustituclén de éste por otras fuentes de energia alternativas que
pudieran suponer una mayor Iindependencla de la socledad respecto de los
productos energéticos féslles, Es entonces cuando la biomasa vuelve a re-
velarse como una de las allternatlvas mAs factibles a corto plazo y de ma-
yor potencial, para realizar la deseada sustitucidén. Asi, la aportacldn de
la biomasa a la energia total consumida en los palses Industrializados,
vuelve a alcanzar cotas significativas, prediciéndose una evolucion cre-
ciente de la misma hasta el horizonte del afio 2000 (tabla 2,1],

El primer gran paso en lo referente a la promocién de la blomasa
frente a los combustibles fésiles lo dio Brasil con el establecimlento, en
el afio 1975, del denominade Programa Proalcohol. Su obletivo era llegar a
sustituir la gasolina consumida en el pais por etanol, obtenido por la

fermentacién del jugo de cafia de azucar.

TABLA 2.1

APORTAGCION AL CONSUMO ENERGETICO DE LA BIOMASA. PANORAMA INTERNACIONAL

(Fuente: Agencia Internacional de la Energfa, 1983)

CONSUMO BIOMASA

PAISES ENE?gggICO CONSUNG UTILTZABLE

ACTUAL A0 2000
* * ®

MTEC MTEC p MTEC ,
CANADA 362 6.700 1.8 22.000 | 6.0
DINAMARCA 27 0.041 0.2 1.200 | 4.4
ALEMANIA 388 2. 060 0.5 |  mmmen ——
ITALIA 203 3. 840 1.9 10,000 | 5.0
NORUEGA 34 0.810 2.4 1.700 | 5.0
PORTUGAL 15 0.780 5.2 1.400 | 9.3
SUECTA 68 3,770 5.5 6,200 | 9.1
U.S. A, | 2s83 | 36.000 2.0 | 204,000 | 8.0
ESPARA 104 2. 600 2.4 8.000 | 7.7

¥ MTEC: Miles de Toneladas de carbdn equivalentes
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Por otra parte, a partir de los primeros afios de la década de los 80,
nuevas situacicnes surgidas en el contexto internacional y en este momento
la actual crisis del Golfo Pérsico, han afiadido un Interés renovado por la
producclén y uso de la biomasa con fines energéticos. En lo referente al
medio ambiente, la utllizacién de la biomasa y productos derivados de ella
como combustibles presenta una serie de ventajas frente al carbén y al pe-
tréleo, entre las que cabe cltar el muy bajo o nulo contenide en azufre de
los produclos biomidsicos (por lo general inferior al 0.1 % de su peso se-
co) y el heche de que el CO2 formado en su cgombustién no contribuya a
aumentar la concentracidén de este producto en la biosfera, por provenlr de
una fijaclén previa de este CD2 a cargo de las plantas verdes, durante el

proceso de la fotosintesis,

Otra clrecunstancia que determina, directa o indirectamente, el cre-
clente interés por los usos energéticos de la blomasa son los enormes con-
tingentes de excedentes agricolas generados por muchos paises, especial-
mente los mas industrializados, como EEUU y la CEE. A fin de reducir los
tremendos costes que supone la gestidén de tales excedentes, los goblernos
de estos paises han adoptado politicas diferentes, pero todas ellas con-
templan el posible papel de la blomasa como fuente de energia y de produc-

tos de ulilidad industrial (Instituto de la Ingenlieria de Espafia, 1981).

Ademés del caso de Brasil antes citado, en Estados Unidos se ha adop-
tado un extenso programa para la transformacién de los excedentes de ce-
reales en bioetancl, que se utiliza en mezclas con gasolina. Estos progra-
mas estan teniendo una incldencia favorable sobre el medlo ambiente, debl-
do a las excelentes cualidades del etanol como combustible, tanto en forma
pura como en mezclas con gasolina, en las que dado su elevado Indlce de

octano, evita la utilizacién de plomo como agente antidetonante,

En nuestro pais puede aflrmarse que, en lineas generales, la
evolucién de la situacién en lo referente a la utilizacién de la biomasa
como fuente de energia ha sido comparable a la de otros palses de la CEE,

si blen dicha evolucién se ha producido, en cada etapa, con un evidente

retraso.

Fntre los residuos quimico-energéticos renovables derivados de la

biomasa, adquieren una particular importancia, por su constitucién y dis- -
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ponibilidad, los residuos lignoceluldsicos. Entre ellos destacan:

Paja de cereales (trigo, cebada, avena, arroz, etc,)

Cafia de maiz

Residuos forestales

Residuos de cultivos industrliales (algodén, cafia de azucar...)

Residuos sdlidos urbanos
2.2. LLDS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

L.os residuos lignocelulésicos estdan constituidos principalmente por
tres tipos de componentes: celulesa, hemicelulosa y lignina, agrupéndose
los dos primeros bajo el nombre de holocelulosa, si bien, hay grandes di-
ferenclas entre ellos, en lo que a estructura y reactividad quimlca se re-

fiere,

Estos tres componentes suponen aproximadamente el 90 % del material
lignoceluldsico, Incluyéndose en el 10 % restante, cenlzas, humedad Yy

otros productos quimicos.
2.2.1. HIDROLISIS DE LOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS:

La hidrélisis de los residuos lignocelulésicos tiene como finalidad
la transformacién de los polisacaridos que estos contienen en azicares
senclllos, fermentables a su vez a distintos productos de interés Indus-
trial, como etanol, acetona, butanol, etc., Esta hidréllisls puede llevarse

a cabo tanto por via quimica como por via enzimdtica.

a) Hidrélisis guimica:

Puede realizarse mediante alcalis a presién (hidrélisis alcalina), en
cuyo caso el proceso parece ser que transcurre a través de radicales li-
bres, pudiendo aumentarse su velocidad mediante la adiclién de catalizado-
res, ltales como magnesio y cobalto (Hagglund, 1951; Calbin, 1957; Wenzl,
1970},

También pueden emplearse Adcidos, concentrades o diluldos, a tempera-

tura relativamente elevada (150-250 °C). La hldrélisis acida tiene el ln-
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conveniente de que los oligosacaridos obtenidos pueden hidrolizarse a su
vez por la accién de los acidos y a una velocldad mayor que la propia ce-
lulosa, por lo que el rendimiento en azicares reductores suele ser muy pe-
quefic (Saeman, 1945 y 1979; Wilke, 1981; Knapper, 1981).

L) Hidrélisis enzimdtica:

Durante la década de los 70, comenzaron a desarrollarse procesos de
hidrélisis de celulosa basados en la actuacién de un complejo enzimatlico
denominado genéricamente celulasas {(Suzukl, 1977; Emert, 1980), obtenido

por fermentacién de diversos microorganlismos producteres del mismo.

La hidrélisls enzimdtica de la celulosa es una reacclon catalfitica
heterogénea, caracterizada por un reactivo insocluble (celulosa) y un cala-
lizador soluble (complejo celulasas); la velocldad de reacclén estd in-
fluenciada tanto por la estructura de la celulosa como por el modo de ac-

tuaclén de las enzimas,

La hidrélisis enzimdtlca presenta como principales ventajas (Martin,

1986):
- Condiciones suaves de temperatura (30-50 °C) y presién atmosférica.
-~ La no utilizacién de agentes quimicos enérgicos, eviténdose asi la

corrosién de los equipos y la degradacién de los azlcares producl-

dos. Tamblén se elimina la necesldad de recuperacién de los mismos.

- Alta especificidad.

Existen, sin embargo, una serie de dificultades que han motivado que
este proceso no se. aplique todavia a escala industrial, entre las que se

encuentran:

- La baja actividad especifica de las enzimas,

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

tos celuldésicos nativos.
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- La necesidad de recuperacién de las enzimas del medlo de reaccién.

2.2.2. EL COMPLEJO ENZIMATICO CELULASAS:

El complejo enzimdtico celulasas esta constituide por un conjunto de
enzimas extracelulares pertenecientes al grupo de las carbohidrolasas, en-
zimas capaces de degradar losg enlaces gllicosi{dlcos de los polisacaridos,

liberando al medic glucosa y otros monosacéridos.

Esta constltulde al menos por catorce componentes, de los cuales des-

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

- fB~1,4-glucanohidrolasa (Fndoglucanasa):

Hidroliza al azar los enlaces B-1,4-gllicosidicos de la celulosa, con-
siguiendo una rapida reduccién del grado de polimerlizacién, pero obtenien-
do baja produccién de azicares reducltores, Este sistema se 1nhibe compeli-

tivamente o no por la celoblosa y glucosa formadas.

- B-1,4-celobichidrolasa (Exoglucanasa):

Actlla sobre la celulosa dando lugar a unidades de celoblosa a partir
del extreme no reducter de la cadena. Su acclén es fundamental para la hi-
drélisis de las zonas cristalinas de la celulosa., Es inhibida competitiva-
mente o no, tanto por la celcbiosa formada como por la glucosa exlstente

en el medio.

—~ B=glucosidasa (celobiasa):

Hidroliza especificamente la celoblosa para dar lugar a glucosa,

slendo inhibida por esta y por la celoblosa presente en el medio.

Existen varias teorias sobre el mecanismo de actuacidén del complejo
celulasas, la mayoria de ellas basadas en la acclén conjunta de las enzi-
mas antes indicadas. E1 més aceptado en la actualidad es el propuesto por

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

Cadena de celulosa

Fragmentos de la cadena

de celulosa

Fragmenlos de celobliosa

Glucosa
R~-GLUCOSTDASA

Figura 2.1. Esquema de Montenecourt de actuacién del complejo enzimatico

celulasas

Otra teoria sobre la actuacién del complejo enzlmatlco celulasas man-
tiene una accién diferenciada y sinérglca, de forma que es el conjunto del
complejo enzimidtico el que solublliza la celulosa, La endoglucanasa y la
exoglucanasa hidrollizan las cadenas celuldsicas en el interlor o desde los
extremos, respectivamente, produciendo finalmente celoblosa scbre la dque
actua la B-glucosidasa liberando las moléculas de glucosa. El esquema del

procesc se detalla en la figura 2.2 (Lee, 1980; Tyu, 1980).
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Endoglucanasa
Celulosa » Celulosa susceptible
Exog lucanasa Endoglucanasa
Exoglucanasa
Celobiosa Celoblosa + Glucosa
\\\\\<::f:glucosidasa\\
Glucosa

Figura 2.2. Esquema de actuacién del complejo celulasas

2.2.3. MICROORGANISMOS PRODUCTORES DEL COMPLEJO CELULASAS:

Aunque son muchos los microorganismos (bacterlas, actinomicetos y
hongos) capaces de degradar materiales llgnocelulédsicos, son pocos los
cultivos filtrados de los mismos que poseen actividad celulolitica (Man-
dels, 1978). En la tabla 2.2 se muestran los microorganismos mds importan-

tes productores de enzimas celulolitlicas.

Los rendimientos en celulasas que se obtienen utilizando hongos, son
superiores a los conseguidos con bacterias, por ello, gran parte de las
investigaciones se centran en la produccién del complejo enzimatlice a par-
tir de hongos, principalmente de las especles Trichoderma, Asperglillus 'y

Streptomyces.

La comparacién entre los datos properclonados por diferentes autores
sobre la produccién de enzimas es slempre diffcil y mds ain en el caso de
las celulasas ya que los ensayos de medidas de actividad no estdn estanda-
rizados y cada método de andlisis indivldual responde sélo a clertas enzl-
mas, Aun teniendo gsto en cuenta, parece ser que es en los cultlivos del
hongo Trichoderma reesel donde se han alcanzado los mads altos niveles de

actividad celulolitica {Mandels, 1969).

Se ha conseguido aumentar la actividad enzimdtica de los caldos de
cultivoe con la seleccién de mutantes de la cepa salvaje del Trichoderma
reesei QM-6a. Entre ellos cabe destacar el QM-9414, NG-14, Rut C-30 y MCG-

77, cuyas actividades celulasicas se detallan en la tabla 2.3 (Andreottl,

1980).
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TABLA 2.2

PRINCIPALES MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE CELULASAS

BACTERIAS:

Cellvibrle fulvus
Cellvibrio vulgaris
Cellulomonas

Pseudomonas fluorescens

Clostridium thermocellulaseum

ACTINOMICETOS:

Streptomyces
Thermoactinomycete
Thermonospora curvata

Thermonospera fusca

HONGOS:

Aspergillus niger
Pestalotiopsls mesterdl jkiil
Peniclllium friensis
Penicillium funiculosum
Polyporus tulipiferse
Fusarium solani

Trichoderma reesel
Trichoderma lignorum
Trichoderma koningii
Neurospora crassa
Sporotriéhum pulverulentus
Sporotrichum pruinosum
Sporotrichum dimorphosporum
Sporotrichum thermofilum

Thermoascus aurantiacus

Aercoblo
Aeroblo
Aerobilo
Aerobio

Anaeroblo

Aerobio
Aerobio
Aeroblo
Aeroblo

Aeroblo
Aeroblo
Aeroblo
Aercbio
Aeroblo
Aerobio
Aeroblo
Aeroblo
Aeroblo
Aeroblo
Aeroblo
Aeroblo
Aeroblo
Aeroblo
Aerobio

Mesdéfilo
Mesdéfilo
Mesdfilo
Mesdfilo
Terméfilo

Meséfilo

Terméfilo
Terméfilo
Terméfilo

Mesdfilo
Meséfilo
Mesdéfilo
Mesdfilo
Mesdéflilo
Mesdfilo
Mesdéfilo
Meséfila
Mesdéfilo
Mesdfilo
Terméfilo
Terméfllo
Terméfilo
Terméfilo
Terméfilo
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TABLA 2.3

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LOS CALDOS DE DIFERENTES CEPAS DEL

HONGO TRICHODERMA REESEI

Cepa Sustrato Proteina soluble Actividad celulasica
6 % mg/ml CMC UI/ml

Lactosa 8
QM-6a Pulpa molida 76
Algodon 88
Lactosa 10
QM-9414 Pulpa molida 178
Algoddn 13.6 109
Lactosa 36
MCG-77 Pulpa molida 125
Algodén 16.2 104

Rutgers Pulpa melida 14.4 No presenta actividad
MG-14 Algodén 21.2 133
Lactosa 3. 27
Rutgers | puipa molida 17.8 116
€-30 Algodén 20,8 181

Sin embargo, aunque estos microorganismos producen altos niveles de

actividad celulolitica, los niveles de B-glucosidasa extramlcelial produ-

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

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

tar la inhibicién que provocaria una elevada concentracién de celoblosa,

es preciso complementar el complejo con B-glucosidasa obtenida a partlr de

otros microorganismos o incluso de fibras vegetales. Esta B-glucosidasa

puede ser adiclonada al medio tanto en forma libre como inmovilizada.
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2.2.4, PRODUCCION DE B-GLUCOSIDASA:

Los estudios hasta ahora realizados sobre la produccién de
f-glucosidasa por diferentes organismos se han centrado en la busqueda de
aquellos microorganismos capaces de producir altas cantidades de esta en-

zlma recuperables del medio de cultivo.

El hongo Aspergillus niger es superior a muchos otros microorganis-
mos, incluldo el Trichoderma reesel, en lo que se reflere a la produccién
de fB-glucosidasa extracelular. Ademas la f-glucosidasa preoducida por 4.
niger es particularmente atractiva por su elevada actividad frente a la

celobiosa (Sternberg, 1977).

También se han detectado altos niveles de B-glucosidasa en los culti-
vos del hongo Penicillium funiculosum (Lachke, 1983; 1986) y del hongo
Neurospora crassa, en cuyos cultivos puede ser inducida por celoblosa 1 mM
{Eberhart, 1973) o por concentraclones de celulosa cristalina superlores

al 20% (Woodward, 1990),

Sin embargo, la obtencién a escala industrial de f-glucosidasa suele
realizarse, habitualmente, a partir de las almendras dulces. La
B-glucosidasa de almendras es facil de purificar pues no se presenta acom-
pafiada de las restantes enzimas celuloliticas exlistentes en los sistemas
comentades anterlormente, pero posee una estabilidad térmica muy baja ¥

escasa afinidad por la celoblosa como sustrato.

También se ha intentado aumentar la proporcién de f-glucosidasa del
complejo celulasas producido por el hongoe T, reesei, mediante el empleo de
inductores cemo la Sepharosa, logrédndose un aumento de hasta el 45 % de
actividad extramicelial empleando concentraciones de Sepharosa entre 1072

y 107 M (Mandels, 1960; Nisizawa, 1971).
2.3. HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELOBIOSA
2.3.1, CATALISIS ENZIMATICA

Las enzimas son catalizadores blolégicos especificos y estédn sujetas

a las mismas restricclones cinétlicas y termodindmicas que los catallzado-
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res quimicos, es decir, modifican la velocidad a la que tiene lugar una
reacclién pero no el punto final del equilibrio entre el sustrato y el pro-

ducto,

A lo largo de una reaccién enzimatica, generalmente es posible dis-
tinguir tres etapas. En la primera, que es practicamente instanténea, la
concentracién de enzima libre cae bruscamente, debide a que la mayor parte
de la misma se combina con el sustrate para formar un complejo enzima-
sustrato. En la segunda etapa, se alcanza la maxima actividad enzimitica,
yva que una vez transformada la molécula de suslrate, la enzima puede unir-
se rapidamente a otra mdlecula del wmismoe formando un nuevo conmplejo
enzima-sustrato, Esta etapa continua mientras la concentracidn de sustrato
en el medlo es superior a la concentracidén de enzima. En la dltima etapa
de la reacclén, la concentracidén de sustrato aparece apreciablemente dis-
minuida y por esta razdn la velocidad de reaccién cae asintéticamente. Es-
ta fase es especlalmente importante en algunos procesos Industriales en
los gque se busca la conversién total con el fin de hacer maxima la produc-
cién y la concentracién de producto obtenidas, por lo que la interacclén
entre variables como la concentracién de sustrato y producte y las condi-
ciones de reaccién es muy Importante, Esta dltima fase suele ocupar la ma-

yor parte del tiempo de reaccidn.

La actividad catalitica de las enzimas depende, fundamentalmente de
dos factores: la forma en gue se lleve a cabo la unlén entre la enzima y
el sustrato para dar lugar al complejo enzima-sustrato y la naturaleza po-
lifuncional de su centroe activo en el que diferentes grupos funcionales
(carboxilo, hidroxilo, sulfhldrile, amino e imidazol) Junto con algunos
ligandos metdllcos, participan, de forma combinada, en la unién entre la
enzima y el sustrato. Cada uno de estos grupos funclonales es, individual-
mente, un agente bastante pobre, sin embargo su accién se ve facllitada
primero por la hidrofebidad del centro activo de la enzima que tlende a
expulsar el agua para aumentar la veloclidad de la reaccién, de naturaleza
orgédnica, que tiene lugar; segundo, por la capacldad de la enzima para
atraer las moléculas de sustrato aumentandé su concentracién en la =zona
préxima al centro active y, por tanto, aumentando la velocidad de

reacciodn.
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Otra dificultad importante en el estudio de la catdllsis enzimatics,
es que la reaccidén tlene lugar en el centro activo de la enzima, por lo
que eg necesario que el sustrato llegue a este punto y se una, coﬁalente-
mente, con los grupos activos que en el existen, pasando a formar parte de
la propia melécula, por lo que ademds de la reaccién proplamente dicha es
necesario tener en cuenta otros pasos que pueden modificar de forma impor-

tante la velocidad de reaccidn.

2,3.2, CINETICA ENZIMATICA

Para explicar la conversién de un sustrato en un Unico producto por
la accidén de una enzima, se suele aplicar el sigulente esquema general de

reaccidn:

ES E+P

w0
+
2
1
Y

| |

Cuando la concentracién de sustrato es mucho mayor que la de enzima,
la velocidad de reaccidén es de orden cero con respecto a los reactivoes, es
decir, depende Unicamenle de la concentracién de enzlma presente. De esta
forma, la velocidad de reacclén permanece practicamente constante hasta
que la mayor parte del sustrato se ha consumide; a partir de este momento,
la velocidad pasa a ser dependiente de la concentracidén de sustrato exis-

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

La cinética enzimdtica puede describirse por la bien conoclda
ecuacién de Michaelis-Menten que tiene en cuenta la formacién de un com-

plejo intermedio enzima-sustrato:

ka[E][S]
r = ——[—S—]—I——"‘ [2: 1]
m
k Wt k2
donde Km = -——17?———— y representa la concentracién de sustrato que pro-

1
porciona una velocidad de reacclén igual a la mitad de la velocldad de

reaccién maxima. Esta velocidad maxima sera por tanto:



2. INTRODUCCION 20

r =k _[E] [2.21
X 2

ma

Los valores de los parametros Km 2 . pueden determinarse medlante

la linearizacién de la ecuacién de Michaelis-Menten:

r r r [s] [2.3]

Este tipo de representacién se denomina de l.ineweaver-Burk (figura

2.3).

1/r

/7 e
max P
-
-
-
>

Figura 2.3. Linearizaclidn de Lineweaver-Burk

Algunas veces es mé&s sencillo utilizar una versién adimensional de la

ecuacién de Michaells,
g (2. 4]

donde ¥y = r/r y ¢ = [Sl/K
max m



2. INTRODUCCION 21

Generalmente la etapa controlante suele ser, la de descomposicidén del
complejo enzima-sustrato para dar enzima llbre y moléculas de producto. En
estos casos, la constante k2 es muy pequefia y Km es aproximadamente igual
a kq/k1 y por tante igual a Ks, constante de disocliacién del complejo
enzima-sustrato. Puesto que bajo estas condiclones, k2 controla la velocli-
dad de reaccidn, a menudo se denomina kcat (constante catalitica) y repre-
senta el numero de turnover de la enzima, que es una medida de su activi-
dad frente a una determinada reaccién a temperatura ambiente v que se mlde

en moles de suslratoe/centro activo/tliempo.

La cinética de Michaelis-Menten supone que tanto enzima como sustrato
gon solubles en el medlio de reacclién, sin embarge esto no slempre ocurre
en los procesos industriales, donde a menude se utillizan sustratos sélidos

o liquidos muy viscosos o concentrados,

L.a presencia de varios sustratos y productes particlipando en la reac-
cién conducen a mayores complicaciones en la descripeclén cinética de las
reacciones enzimdticas. En estos casos, aungue la cinética estd basada en
la ecuacién de Michaelis-Menten, las expresiones a que se llega se hacen
muy complejas, no siende posible el calcule de los parametros
caracteristicos medlante linerizaclones del tipo Lineweaver-Burk, requi-
riendo, a menudo, el uso de técnicas matemdticas mucho mds complejas. Sin
embargo, en el caso de que uno de los sustratos se encuentre en gran exce-
so respecto del resto, se simplifica el tratamiento, ya que esta concen-
traclén se convierte en el factor limltante de la velocidad de reaccidn,
pudiendose despreciar el efecto que sobre la velocldad ejercen los restan-

Les sustratos presentes en el medio.

Van Slyke y Cullen en 1914 propusleron un nuevo mecanismo, cuya prin-
cipal diferencia radica en considerar el primer paso del proceso como una
reaccidén irreversihle, segin el esquema de reacciones:

k k

E+ S = ES 2w E+P

que proporcionan una ecuacién de velocidad lgual a la de Michaelis-Menten

pero con un significado diferente de Km:
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kz
Km = '§§" [2.5]
Un Ultimo mecanlsmo mas general, basado en la analogia de las enzimas
con los catalizadores sélidos utllizados habitualmente en reacciones hete-~
rogéneas, incluye un paso de adsorcién y otro de desorclén, ambos reversi-
bles, mientras que la reaccién proplamente dicha se considera irreversi-
ble. Este mecanismo basado en los propuestos por Langmuir-Hinshelwood
(1940) y Hounge-Watson (1947), estd constltuido por el sigulente esquema

de reacciones:

k‘l ka kS
k k
-1 -3

r = max [2,6]

donde

kl
K = ...k_ =T [2.7]

K o= - [2.8]

2.3.3. INHIBICION ENZIMATICA

La presencia de sustancias extrafias o inclusoc de elevadas concentra-
clones de sustrato'o producto en el medlo de reaccidn, puede provocar una
disminucidén de la actividad enzimatica e Incluso su total desapariclén,
Este efecto de pérdida de actividad se denomina inhibicidn, y la sustancia

que lo provoca inhibidor,

La inhibicién de una enzima puede ser reversible o irreverslble,
Cuande la inhibicién es reversible, la actividad inicial de la enzima pue-

de recuperarse eliminando el inhibidor por métodos fisicos (didlisis, fil-
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tracién mediante un gel, etc.), ya que se trata simplemente de un equili-
brio quimico entre la cnzima y el inhibidor que puede ser desplazado a fa-
vor de la primera. Sin embargo, la inhiblclén irreversible consiste en la
pérdida definitiva de la actividad de la enzima Lras un periodo de tiempo
en presencia del Inhibidor. No es posible recuperar la actividad
enzimatlca mediante tratamientos fisicos, sin embargo puede ser posible su
recuperacién medlante tratamlentos quimicos adecuados. A continuacidén nos
ocuparemos, unicamente de la inhibicién reversible dentro de la cual pue-

den distinguirse varios tipos:
1) Inhibicidn compelitiva:

También 1lamada "inhibicién por afinidad” ya que inhibidor y sustra-
to compiten por un mismo centro activo de la enzima. Generalmenite el inhi-
bidor presenta imporlantes seme janzas eslructurales con el sustrato
especifico de la enzima, pero no se une a esta sl su centro activo esta
ocupado por una molécula de susltrato. El mecanismo puede describirse por

el sigulente esquema de reacclones:

k X
[+ Sogrriee BS ————=- [ + P
k
-1
k"!
L+ gt
k-:]

y la expreslén para la velocidad de reaccién toma la forma:

r (8] _
— max [2,9]
(1]
Km(l +-—E—) + [S]
1
donde:
[EI[I] kh3
KI = = [2. 10]
[FI] k

i1i) Inhiblclén acompetlitiva:

Fste tipo de inhibicién se presenta cuando el inhibidor sélo se une
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al complejo enzima-sustrato. El mecanismo de reacciones propuesto seria el

siguiente:

k k
E + S mm— ES ——=—»E + P

Para este sistema es senclllo demostrar que:

r (3]
max [2.11]

K + (s] {1+ ([I]/KI)}

donde KI tiene el mismo slgnificado que en el Apartado anterior.

iii) Inhibicién no competitliva:

También denominada "inhlbicién sin afinidad" ya que el inhibidor ne
se une al centro activo de la enzlma sino a algin otro punto de la misma.
Este inhibidor se puede unir tanto a la enzima libre como al complejo en-

zima~sustrato para dar los complejos EI y ESI. Este proceso puede descri-

birse segin el sigulente mecanismo:
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k k
E + Sgm—— [§ ——2—F + P

con una velocidad de reaccidn expresada por:

r S]
ro= max [2‘ 12]
{1+ ([I]/KI)} [Ks'l- (s

donde:

s
il
-

/K [2,13]
11

~
]

k /k, =k /k [2.14]
3 -4" 4

Iv) Inhibicién por sustrato:

Puede tener lugar cuando existen allas concenlraclones de sustrato en
el medio de reacclén y se debe a la unlén del complejo enzima-susbtrato con
una molécula de sustrato formandose un complejo sustrato-enzima-sustrale
improductive, El esquema de reacciones para este mecanismo seria de la

forma;

k k
F 4§t S ——2F + P
k—-l
kB
ES + § gom————— S
K
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con una velocidad de reaccidn:

r [8]
max

r = 3 . [2.15]
[S] + K+ [SI"/K_

donde:

K, = k_/k [2.16]
v) Inhibicién por producto:

La presencla de elevadas concentracliones del producto resultante de
una determinada reaccién enzimdtica, puede provocar la inhibicién de 1la
enzima medlante cualquiera de los tipos de inhibicién anteriormente cita-
dos, con la uUnica diferencia de gque el inhlibldor I es ahora el preducto P.
Ademas existe otro posible mecanismc de inhibiclién mediante la formacién
de un complejo enzima-producto en equillbrio con el producto final. El me-

canlismo de reacclones seria entonces:

En este caso se obtlene una expresién para la velocidad mucho mas

compleja que en los anleriores tipos de inhiblclén estudiados:

r' {IS1-(IPI/K )}
. max eq [2.17]

Ks + [S] + (KS/KP)[P]

donde:

o= [2.18]

K = L "2 [2.19]
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k—lk-z *k 1k3 * k2k3
K = — & [2.20]

k (k +k +k )
-3 -1 2 2

KP
K = —
eq KS

[2.21]
Si se intenta ajustar una reaccién enzimdtlca con inhibicién a 1la
ecuacién de Michaelis-Menten, los efectos observados segin el tipo de

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

~ Si la inhiblcidén es competitiva ze obtliene un valor aparente de Km

mayor del esperado.

= Si la inhibicién es acompetitiva se obtienen valores aparentes di-
ferentes de los esperados para ambos parametros, pero manteniéndose siem-

pre una relacldén constante entre ambos,

- 51 la inhibicién es no competitiva se obtienen valores aparentes de
Km mayores de lo esperado y valores aparentes de r menores de lo
™,

ax
esperado.

- 581 la Iinhibleién es por sustrato, se observa una disminucién
drastica de la velocldad para valores grandes de S, sin cambios aprecia-

bles a bajos valores de S.

2.3.4. YARIABLES QUL INFLUYEN SORBRE LA CINETICA ENZIMATICA: pil Y TEMPERA-
TURA

i) Efecto del pli:

En general las enzimas poseen un pH éptime de actuacién bien defini-
do, ya que, como otras proteinas, poseen muchos grupos lonizables por lo
que los cambiocs de pH pueden alterar su conformacién, y por lo tanto se
modifican los grupes funcionales de los centros activoes, lo que puede re-
percutir en el tipo de unidén enzima-sustrate. Estos efectos pueden provo-
car cambiocs en la velocidad maxima de reaccién (rmax), en la afinidad de
la enzima por el sustrato (Km) o en la establlidad de la enzima, [sla

Ultima alteracién dependera del tlempo de contacto de la enzlima con el me-



2. INTROBUCCION 28

dlo de pH desfavorable y puede llegar a ser permanente sl este tiempo es

gsuficlentemente elevado.
ii) Efecto de la temperatura:

Las reacciones catalizadas por enzimas, al igual que otras reacclones
quimicas, aumentan su velocidad con la temperatura, Este efecto se puede

describir mediante la ecuacién de Arrhenius:

k = A g Ca/RT (2.22]

donde k es la congtante de velocldad de reacclén, A el factor preexponen-
clal, Ea la energia de activaclién, R la constante de los gases y T la tem—
peratura abscluta, Las energias de actlvacién para las reacclones catall-
zadas por enzimas estan normalmente denlro del intervale 4-20 keal/mol. La
lemperatura también Influye sohre la establlidad de la enzima cuyas
enargias de desactlvacién (energia de activacidén de las reacclones de des-
naturalizacién térmica de proteinas) oscilan entre 40-130 kcal/mel por lo
que la temperatura dptima estari determinada en cada casc por la resultan-~

te de estos dos efectos,

2.3.5, HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON R-GLUCOSIDASA LIBRE E INMOVILIZADA:

Dada la gran variedad de procedencias para la enzima B-glucosidasa
(hongos, bacterlas y tejldos vegetales}, asi como la abundante informacidn
bibliografica publicada durante los dGltimos afies, resulta dificil unifi-

carla y obtener concluslones de validez general.

A modo de ejemplo, en la tabla 2.4, se presenta un resumen de los pa-
rametros caracteristicos correspondientes a f-glucosidasa de diferentes

origenes, pudiéndose observar lasg notables diferenclas en sus valores.

Asi, se observa que el pH dptimo estd comprendido entre 3 y 7, y la
temperatura éptima entre 50 y 70 °C, siendo la primera la mas frecuente,
l.a afinidad frente a la celoblosa, medlda por el parametro cinétice Km,
varia ampliamente segin la 8-glucosldasa utilizada. La velocidad maxima de

reaccién, r , varia también de forma apreciable aunque estas varlaclones

méx
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ENZIMA LIBRE:

HONGOS:

reesel
reesei
reesef
reeseli
reeseli
etchellsii
pullulous
funiculosum
phoenicis
phoenicis
niger
niger
fumigatus

DEEERTHTAN SN

BACTERIAS:

T. ethanolicus
C. thermocellum
B, succinogenes

TEJIDOS VEGETALES:

Almendras

pHopt

4.75
4,80
6,50
4.80
6.50

4.50
3-4
3.5-6

5~7
6.00
6. 80

5,50
5.60
5.50

ENZIMA INMOVILIZADA:

HONGOS:

etchellsii
puliulous
funiculosum
phoenicis
phoenlcis
niger

Sl e

A, niger

TEJIDOS VEGETALES:

Almendras

pHopt.

4,50
3-4
3.5-6

5.5-6.5
5.80
5.50

TABLA 2.4
PARAMETROS CARACTERISTICOS DE B~-GLUCOSIDASA

opt

50.0
50.0
50.0
50.0

60.0

70.0
65.0

opt

75.0

=

31.

Z216.

—_
OR~DONUNRLOIN -
QO e ] 0000 O I OO LN

[o))
N s e NN
e e BN e R el

4]

Yo

max

1.33
1.90
0. 40
1.60
0.29
20.83

3.17
4.17
6. 88

max

1.05
0.79
0.16
1.03
0. 22
0.11
G.10
10. 33
5.40

0.29
1.70
1.30

REFERENCIA

Sternberg, 1976
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Sarkar, 1983
Miyairi, 1979
Vernardos, 1980
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no siempre concuerdan con las observadas en Km. Para la enzima inmoviliza-

da se observa que, en general Km aumenta tras la inmovilizacién perc en

diferente proporcién segin el origen de la enzima. Por el contrario r
max

disminuye en todos los casos.

Por otra parte, los resultados obtenldos por otros autores parecen
indicar que la importancia de la inhibicién por sustrato estd determinada
por la procedencia y pureza de la enzima. Asi, Gong y col. (1977) aislaron
tres fracciones de enzima procedente de T, reesei y encontraron que sélo
una de ellas parece presentar inhiblcién por sustrato a concentraciones de

celoblosa superiores a 20 mM,

Sternberg (1976) observé que las preparaclones crudas procedentes de
T. reesel no presentan inhibicién por sustrato, y si cuando se purifican

posteriormente.

Bisset y col. (1978 a) y Sternberg (1977) indican que en el caso de
la enzima obtenida a partir del hongo A. phoenicis se detecta inhibicién

por sustrato a concentraciones superiores a 10 mM.

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

enzima procedente de T. reesel para concentraclones de celoblosa inferlo-

res a 20 mM,

También el mecanismo para expllcar la inhibiclién por producto parece
depender de la procedencia de la enzima. Asi, Gong y col. (1977) y Hong ¥
col. (1981) encontraron que la inhibicién es de tipo no competitivo, uti-
lizando B-glucosidasa procedente de T, reesel. A la misma conclusién lle-
gan Jain y col. (1984) para la enzima procedente de Pitchia etchellsid,
mientras que Bisset y col. (1978 b) con respecto a la enzlima procedente
del A. phoenicls y. Woodward y col. (1981) con la de T. reesel determinan
que la inhibiclén por producto es competitlva.

El estudio cinético realizado por Camacho y col. (1987) suglere inhl-
bicién débil por sustrato e inhibicién por producto de tipo parabdlico que

se describe segln un mecanismo diferente a los clasicos anteriormente men-

cionados.
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2.4. DESNATURALIZACION ENZIMATICA

Una de las carateristicas blotecnolégicas mas importantes de una en-
zima es su estabilidad. Puesto que las condiciones en los reactores
enzimdticos pueden ser desfavorables para las enzimas (temperatura, pH,
presencia de impurezas inactivantes, abrasién, etc.}, la mayor parte de
ellas no son suficientemente estables en las condiciones de operacién. Sin
embargo, se conoce relativamente poco sobre les mecanismos de
desactivacidén, por lo que encontrar métodos para aumentar la estabilidad

resulta frecuentemente tarea compleja.

Entre las posibles causas de la pérdida de actividad enzimatica el
calor es, con diferencia, la principal en los reactores industriales, ya
que, a menudo, es necesario operar a elevadas temperaturas, con el fin de
aumentar la conversién y evitar la contaminacién microblana, Aunque los
detalles del mecanismo de desnaturalizacidén térmica de las enzimas no
estédn totalmente esclareclidos, si se conocen determinados aspectos, Por
eJemplo, no exlste ninguna duda de que la inactivacién térmica implica im-
portantes cambios conformacionales en las moléculas de protelna debido a
la ruptura de parte de los enlaces de hidrégenc y a veces, incluso de los
enlaces sulfuro, que contribuyen al mantenimiento de las estructuras se-~
cundaria y terciaria, y cuando la poseen, de la cuaternaria y que son res-
ponsables de su acltlvidad especifica. A consecuencia de estos camblos las
moléculas de protelna resultan parcialmente deformadas como se observa en
la flgura 2.4 {Kllbanov, 1983}, Por el -contrarlo, tras la
desnaturalizacidén térmica no suelen presentarse importantes cambios en los
enlaces covalentes que forman la base de la proteina. 51 una disolucidn
caliente de proteina se enfria lentamente, hasta su temperatura biolégica
habitual, puede tener lugar el proceso Iinverso o renaturalizaclén, con

restauracién de la funcidén de la enzima,

La c¢lnética del proceso de desnaturallzacién puede describirse
mediante diferentes mecanismos, mas o menos complelos. Los mas senclllos
consisten en suponer un paso directo desde un estado inicial, con una de-
terminada estructura activa, hasta una final, totalmente inactiva. La
cinética de este tipo de proceso es, generalmente, irreversible y de pri-

mer orden, segin una expresidén de la forma:
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dE _
i = KE [2.23]

donde E representa la actividad de la enzima y kd la constante clnétlica de
desactivacién. Este tipo de mecanlismo, "en un paso", resulta adecuado para
describir la desactlvacién de moléculas de enzima que posean una Unica
configuracién actliva, por lo que su destruccién es suficlente para hacer

desaparecer la actividad enzimidtica (Relner, 1969).

DESNATURALIZACION

Configuracién original

(forma activa) Secuencia de aminodcidos

(estructura primaria)

Configuracidn original

(forma activa)

RENATURALIZACION

Figura 2.4. Esquema de desnaturalizaclion y renaturalizacién de una enzima

En ocasiones, debido a la compleja naturaleza de las moléculas de en-
zima, la constante de desactivaclén, kd, del procesc de primer orden pro-
puesto, no permanece constante, pudiendo aumentar o disminuir con el tiem-

po (Cardoso, 1978; 0O’Malley, 1973; Lemputten, 1974; Sadana, 16801).

Recientemente se ha demostrade (Glanfreda, 1984; Greco, 1985) que la
desnaturalizacién puede ocurrir tamblén a través de una serle de mecanis-
mos que Iimplican la existencla de una estructura nativa que otorga a la
enzima su actividad, una intermedia, de actividad variable, y una final,
totalmente degradada. La estructura intermedia no es unica, sino que esta
constituida por una distribucién de diferentes estructuras actlvas en
eduilibrio. Ademas, la actividad especifica total de estas estructuras in-

termedias puede ser tanto mayor como menor que la de la enzima inicial.
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2.5, INMOVILIZACION DE ENZIMAS

lLas enzimas inmovilizadas se definen come enzimas confinadas
fisicamente o localizadas en una determinada regidén del espaclo con reten-
cién de su actividad catalitica y que pueden ser utilizadas repetidamente

y de forma continuada.

Existen diferentes formas de clasificar los distintos tipos de enzi-
mas lnmovilizadas. Kennedy y Cabral (1983), proponen una clasificacién ba-
sada en una combinacién de la naturaleza de la interaccién responsable de
la inmovilizacién y la naturaleza del soporte que se presenta en la flgura
2.5, en la que aparecen los métodos de inmovilizacién mds cominmente uti-

lizados.

2,5,1. METODOS PARA LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS:

Durante los dltimos afios el nuimero de métodos para la inmovilizacién
de enzimas ha aumentado de forma espectacular. A continuaciédn se describen

los mas habltuales.
i) Atrapamiento:

El método de inmovlilizacién por atrapamiento se basa en la oclusién
de la enzima en el interior de una membrana o matriz de polimero con el
fin de impedir la pérdida de proteina permitiendo la entrada de sustrato y
sallda de producto, Esto restringe la aplicacién del método a reacclones

que impllican moléculas de sustrato y producto relatlvamente pequefias.

Puesto que la enzima no se une a la membrana o matriz, el método se
puede aplicar a cualquler tipo de enzima sin pérdida apreciable de sus
propiedades y escasa destruccién de su actlvidad biclégica. El atrapamien-
to se puede subdividir en atrapamlento en un gel, atrapamiento en fibra y

microencapsulacién.

a) Atrapamiento en un gel:

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

atrapamiento de la misma en el interlor de los espacios intersticlales du-
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rante la formacién de un gel de polimero. El bloque de gel resultante pue-
de dispersarse posteriormente wmediante tratamientos mecéanicos en

particulas del tamafio deseado (figura 2.6 a).

b) Atrapamiento en fibra:

Este método constituye el atrapamiento de la enzima en las microcavi-
dades de fibras sintéticas. Presenta algunas ventajas sobre el atrapamien-
to en gel. El usc de fibras muy finas proporclona grandes guperficies es-
pecificas para la unién de la enzima, las flbras son resistentes a los
4cidos y bases fuertes, a las altas fuerzas idnicas y a algunos disolven-
tes organicos y, en funcién del polimero utilizado, presentan alta resis-

tencia al ataque de los microorganismos (figura 2.6 by c).

¢} Microencapsulacion;

Las enzimas microencapsuladas se forman confinando las enzlmas en
membranas semipermeables de polimero con forma esférica y diametros en el

intervalo entre 1-100 um.

Este método de inmovilizacién presenta dos desventajas Ilmportantes:
la posible inactivaclén de la enzima durante la microencapsulacidn y 15
necesidad de altas concentraciones de enzima. Las principales ventajas del
método son: gran superficle especifica y posiblilidad de inmovilizacidn si-

multédnea de varias enzlmas en un paso Unlco (figura 2.6 dJ.
ii) Immovilizacién sobre soportes séllidos:

La unién de una enzima a un soporte sdildo es el métedo mas antiguo y
mas utilizado para la inmovilizacidén de enzimas. Dependiendo de la forma
en que se lleve a cabo la unién entre la enzima y el soperte, puede subdi-
vidirse en: adsorcién fisica, enlace iénico, quelacidén o enlace metédllico vy
unién covalente. En cualquiera de estos métodos la seleccién del tipo de
enlace asi como del soporte insoluble empleado es de gran importanclia. FEl
soporte ideal para una aplicacién determinada seria aquel capaz de facilll-
tar la formacién del complejo enzima-sustrato, de dismlnuir la inhiblcién
por producto, de modificar el pH 6ptimo al valor deseado, de aumentar ia
estabilidad térmica de la enzima y de permitir que la enzima inmovilizada

sea facllmente recuperable para su reutilizacion.
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a) Adsorcién fisica:

La adsorcién fisica fue el primer método artificial empleado para ln-
movilizar enzimas (Nelson y Griffin, 1916). Constituye la técnica de inmo-
vilizacién mas sencilla y esta bhasada en la adsorcién fisica de las
moléculas de enzima sobre la superflcle de la matriz sélida empleada come

soporte (figura 2.6 el.

Al no existir reaccién gquimica, los cambios configuraciconales obser-
vados en la enzima tras el proceso de inmovilizacidén son practicamente nu-
los obteniéndose una especle inmovilizada que conserva gran parte de la

actividad de la disoluclén enzimidtica empleada para la inmevilizaciodn,

El factor que influye de manera mas importante sobre la cantidad de
enzima inmovilizada es la concentracién de enzima puesta en contacto con
cada unidad de superficlie de soporte durante el proceso de inmovilizacidn.
La actividad inmovilizada aumenta al hacerlo la concentraclén de enzima
acercandose a un valor asintético que indica la saturaclén del soporte pa-
ra valores elevados de concentracién enzimatica, El tiempo y la temperatu-r
ra son tamblién parametros importantes en este proceso de inmovilizacldn,
particularmente cuando se emplean soportes porosos en los que la difusién

ejerce un papel importante en el proceso de inmovillzacidn.

Entre las principales desventajas de este tlpo de procesc destaca la
desorcién de la proteina durante su utllizacién debido a las déblles fuer-
zas que unen enzima y soporte (enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der
Waals, Interacclones hidroféblcas, etc.), Esta desorclén provoca una Iim-
portante pérdida de actividad catalitica y contaminacién de los productos.
La velocidad de desorcién aumenta con el contenido en sales o la concen-

tracidén de sustrato.

b) Enlace iénico:

La inmovillzacién via enlace iénlco se basa en la unién de moléculas
de enzima a soportes séllidos que contengan residuos de intercambio idénice,
La principal diferencia entre el enlace iénico y la adsorcién fisica es la
fuerza con la gue la enzima se une al soporte, mucho mayor en el caso del

enlace idnico aunque menor que en el covalente.
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Puesto que este método de inmovilizacién requlere condiciones suaves
de pH y temperatura, los camblos conformacionales producidos en la protel-

na sonh escasos, obteniéndose altas actividades 1nmovilizadas.

c} Quelacién o unidn metalica:

Una técnica relativamente nueva de Inmovilizaclén consiste en la uti-
lizacién de compuestos de metales de Lransiclén para actlvar la superficle
del soporte y unirlo directamente a la enzlma, sin prevlia derivatizacién

del soporte activado, mediante la formacién de quelatos.

Este método fue desarrollado por Kennedy y Doyle (1973), utilizando
goportes de diferente naturaleza como celulesa, gelatina, alginato
calcico, sillce, etc, Los metales empleados incluyen titanio (III y IV) y

circonio (IV) que son capaces de formar dxidos e hidréxides poliméricos.

Aunque este método se define como una quelacién o por algunos autores
como la formacién parcial de un enlace covalente, puede existlr desorclén
al ser sometido el complejo a las condiciones de operacién o a un largo

periodo de almacenamiento.

d) Enlace covalente:

Se basa en la unlén covalente de las enzimas a matrices Insoclubles y
constituye la técnica mds utilizada y por lo tanto una de las mas investi-
gadas en lo que se reflere a la inmovillzacién, La seleccién de las condi-
ciones de inmovilizacién por enlace covalente es mds dificll que en los
otros métodos descritos y, a menudo, implica técnicas mds complicadas y
condiciones menos suaves, sin embargo, las preparaciones enzimatlicas son
muy estables y no existen practicamente pérdidas de enzima al medlo en
presencia de sustrato o de solucliones con alta concentracién iénica (figu-

ra 2.6 ).

- La inmovilizacién de una enzlma por unién covalente a un soporte debhe
implicar sdlo grupos funcionales de la enzima que no sean esenclales para
su accién catalitica, ademds, no se pueden utilizar agentes que puedan

afectar a su unién al sustrato o a los centros activos de la enzima, Se ha
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descrito un gran numero de métodos para alcanzar grandes actividades de la
preparacién de enzima inmovilizada resultante, evitando las reacclones de
inactivacién con los residuos aminoédcidos de los centros activos. Entre

ellos se pueden destacar:

1- Unién covalente de la enzima en presencia de un inhibldor competi-

tivo o de sustrato.

2- Formacidén de un complejo enzima-inhibidor reverslble que se une

covalentemente a la matriz.

3- Modificacién quimica de la enzima soluble cuya unién a la matriz

se realiza a través de los nuevos residucs incorporados.
4- Fmpleo de un zimdgeno precursor,

La amplia variedad de reacciones de unién y de portadores con grupo
funcional capaces de llevar a cabe una unién covalente, o de ser activades
para dar alguno de estos grupos, lo convierten en un método de inmoviliza-
cién aplicable de forma general, Sin embargo, la complejidad de la compo-
sicién y la estructura de las protelnas no permite, salvo en casos espe-
ciales, la aplicacién de recetas generales o la posibilidad de selecclonar

previamente el método mads adecuado en cada caso,

LLag enzimas son heteropolimeros constituldos por mis de veinte
aminodcidos diferentes, la mayor parte de los cuales poseen grupos funclo-
nales que pueden ser utilizados para su unién con la matriz soporte (tabla
2.5). Sin embargo, aun cuande la lnmovilizacién se reallce a través de uno
de estos residuos, pueden produclirse modificacliones en la estructura de

las protelnas, con pérdida de la actividad enzimatica.

Los grupos funcionales de los portadores que pueden reacclonar direc-
tamente con la enzima aparecen en la tabla 2.6, Jjunto con el grupo de la
enzima con el que pueden reacclonar. Sin embargo, la mayor parte de los
soportes utilizados no poseen estos grupos reactivos pero tlenen grupos
hidroxilo, amino, amida o carboxilo que requieren una activacién tras la
cual pueden ser utilizados en la inmovilizacién. Las reacciones desarro-

1ladas para llevar a cabo la actlvaclén de los soportes se pueden clasifi-
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car en los sigulentes grupos:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7}
8)

9)

Diazotaclén

Formacién de un enlace amida

Alquilacién y arilaclén

Fofmacién de una base de Schiff

Reaccidn de Ugl

Reacclones de amidinacién

Intercambic tiol-disulfureo

Interacciones mercurio-enzima

Acoplamiento inducldo por radiacién ¥

TABLA 2.5

RESIDUOS REACTIVOS DE LAS PROTEINAS

Residuo

Aminodcido original

’_Nl['l
—5H
—{00H

CH,—8—
—CL1,0I

e-Amino de la L-lisina y N-terminal del grup
Tiol de la L-cistelna

Carboxileo del L.~aspartato vy L—gluLamato y
C-terminal del grupo carboxllo

Grupo fendélico de la L-tirosina

Grupo guanidine del L-arginato

Grupo imidazol de la L-histidlna
Disulfuro de la L~cistelna
Grupo indol del L-triptéfano

Grupo tiloéter de la L-metionina
Hidroxilo de la L-serina y L-treonina

o amino
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TABLA 2.6
GRUPOS FUNCIONALES DE LOS PORTADORES QUE PUEDEN REACCIONAR DIRECTAMENTE
CON LA ENZIMA Y GRUPO DE ESTA CON EL QUE REACCIONAN

Lespa reanl lvg Girupn roncl v Henesdan Grupo renct jva tirupe ¢ anellve flenreban
de | portadar dio La analimn ta winddon dnl por bpdor tn In enzlaa e unl b
M, i
S NI -NI, Foimacidan e un
Unlén diaze ; . onince ambia
U1 e
Gal de disdenln 'T‘“
“ \ n*
)] Farmnelon de un O-actiigouren
PRY: ity onlagn amida ARy U UHCO-HIL b
Anhdr lde deledn F 1én o
Formathén da un
NI, -NI, )
AN, Sl \ onlace amlca
— “ormac Lon do un
Azbda delda _ / \ M-
#1N] milico amlda Inrivaido k ded
—( renclivo do Hoodward
/l.’v-Nll M, Furmnclén de un f
- anlace anbila / \ —
Lo Likbogarbonile . N N1l Arltacian
. . Y a
H-NEY NI, Formachdn dn un t
inollochanale anlnce am)dn G=Cluor-2, 4-dinltroanl bina

-(/ \)-NCU NI, Formncldn de un o -
anlacn umlda U‘(P R
M=
¢l

Isoclimale ‘NH, Arbinclén
CHgtad M1y Formac! dn do un
Clorare de aelite onlneo amldn Triazinlie
-t
)\,; . ) . AU Ml
““/ Ny Formacién do up
enlaee amlde o Aloul Inel i
Carbouate ¢lullen X NI UL si
OO SO0 e 1 oy i
A FETR T .
L 1 -5 Alqullacisn
VinlleniFonl o ol
irgc S Int én o
o E nloracelén anzln marcurlo
NI
: Derlvaide da moreuria
| [ -5l Artlueton
O Wl Inducién ol enlace
M® " por radincidn ¥
Nattical«mntriz Aodicnl-enzima
Yinklaalona
Nl Nl
: AR ) y
eI A Formacldn de wuna Aminn 1 Formacien da un endnee nnlda.
! bake da Schlff - {en preasncin <o apgenlen
Alduhide CONIINH, NI, e condensnclén)
. ~Cuyll
I Acil hidrazine
N 0O .
ST . -Nil, Rancglon e Ugl
1y
Fl"l NI H tén o i 14
! [
Loeay, 1 oaccldén de wmidinaclén
tmido anlar
N sNIly  Reaccldn de nmldinnclon

Clumiro -

—.\'—S@ S Tntareambilo Llel=diau)firo,
M=

Noalduo dlaulfure
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iii) Entrecruzamiento:

Este método se basa en la formacién de enlaces covalentes entre las
moléculas de enzima, mediante el empleo de agentes bi o multifunclonales
que conducen a agregados entrecruzados de tres dimensiones, totalmente in-
solubles en agua por lo que no es necesario el empleo de soportes insolu-
bles. Este método implica la adicidén de la cantidad adecuada de agente de
entrecruzamiento a una disolucién de enzima en las condiciones que conduz-
can a la formacién del mayor nimero de enlaces covalentes multiples., Las
condiciones éptimas para obtener la maxima insolubilidad con la maxima re-
tencién de actividad deben determinarse por el método de prueba y error ya
(que es poco frecuente el conocimiento de las estructuras primaria, secun-
daria y terciaria de las enzimas para predecir las mejores condiciones que
produzcan la minima alteracidén de las mismas durante su reaccién para for-

mar el complejo insoluble (figura 2.6 gJ.

El agente utilizado en el entrecruzamiento debe poseer dos grupes
funcionales idénticos (agente homobifuncional) o dos o mds grupes funcle-
nales diferentes (agente heteroblo o heteromultifuncional) siendo los se-
gundos mas frecuentes en la unién de enzimas a soportes insolubles que en
las reacciones de entrecruzamiento intermolecular. Los principales agentes

empledos contienen:

1) Grupos funcionales carboxilo que reaccionan con residuocs L-lisina

mediante la formaclién de bases de Schiff.

2) Grupos diazo que reaccionan con residuos L-lisina, L-histidina,
L-tirosina, L-arginina o L-cisteilna por reacciones de acoplamiento

diazo.

3) Grupos isoclanato que reaccilonan con reslducs bésicos de los aml-

noadcldos mediante la formacién de un enlace amida.

4) Derivados alquilyodados que reaccionan con residuos nuclecfilos

mediante reacciones de alguilacidn.

5) Yodoacetamidas que reacclonan con residuos L-cistelna,
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Las principales desventajas del método de entrecruzamiento, que limi-
tan de forma importante su utilizacién, son: las dificultades para contro-
lar la reaccién, la necesidad de grandes cantlidades de enzima, gran parte
de la cual pierde su actividad por reaccliones que tienen lugar en su cen-

tro activo y la naturaleza gelatinosa del producto final.

2.5.2. SELECCION DEL METODO DE INMOVILIZACION:

Aunque se han desarrollado numerosas técnicas de inmovilizacidn para
gran variedad de enzlimas, se puede afirmar que no existe un método que
pueda ser considerado el método universal para todas las aplicaclones y
todas las enzimas. Esto es debido a las grandes diferencias de composiciédn
y caracteristicas quimicas entre ellas; diferentes propiedades de los pro-
ductos y sustratos y los muy distintos usos a los que el producto de la
inmovilizacién puede ser destinado. Sin embargo, para cada aplicacidn de
una enzima inmovilizada es preciso encontrar un procedimiento sencillo y
barato que conduzca a un producto con buena retencién de actividad y alta

estabilidad operacional.

A pesar de ello, dada la abundante informaclién existente sobre las
caracteristicas de las matrices soporte y sobre los efectos de los métodos
de inmovilizacién utilizados, es posible hacer algunas generallzaclones
que pueden ser utilizadas como base para la seleccién de un método que
pueda ser aplicable para un caso especifico, sin que puedan darse
garantias de éxito. Ademds es frecuente que sea necesarlo ensayar mas de
un método antes de consegulr el proceso mis eficaz. En la tabla 2.7 se
presenta un breve resumen de las ventajas y desventajas de los métodos de

inmovilizacién més habituales.

Cuando la inmovilizacién va acompafiada de reaccién quimica, como en
el caso de entrecruzamiento o enlace covalente, los camblos conformaciona-
les en la molécula de proteina deben minimizarse para evitar la parcial
desactivacién debida a la participacién del centro activo en la reaccion
de inmovilizacién. Esto requiere la utilizacién de las condiciones mas
suaves posibles para llevar a cabo la inmovilizacién. Sin embargo, una vez
que una enzima ha sido inmovilizada con éxito mediante un método quimico,
la estabilidad operaciohal del producto es alta, debido a la fuerza de los

enlaces entre las moléculas de enzima (en el caso del entrecruzamiente) o



TABLA 2.7

COMPARACION ENTRE LAS DIFERENTES TECNICAS DE INMOVILIZACION

Caracteristica

Entrecruzamien.

Adsorcisdn

Enl. iénico Quelacién Enl. covalente Atrapamiento
Preparacion Intermedia Simple Simple Simpie Difieil Dificil
Fuerza enlace Fuerte Débil Intermedia Intermedia Fuerte Intermedia
Actividad enzim. Baja Intermedia Alta Alta Klta 8z ja
Regenerab. soporie imposible Posible Posible Posible Rara Imposible
Coste immoviliz. Intermedio Bajo Bajo Intermedio Alto Intermedia
Estabiliidad Alta Intermedia Intermedia Intermedia Alta Alta
Aplicabilidad No si St 51 ‘Ko si
PTOt?CCié? atagque Posible No No No No Si
microbiano

‘2

NOIJJNUOU.LINI

144
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entre la enzima y el soporte (en el caso del enlace covalente). El entre-
cruzamiento no es un método recomendable para aplicaciones industriales a

gran escala, debido a la escasa estabilidad mecénica del producto final.

La adsorcidén fisica, el enlace 1iénico y la quelacidén o unidn metalica
son mas atractivos para la inmovilizacidén enzimadtica debide a las suaves
condiciones que implica la reaccidén de unidén. Sin embargo, como las fuer-
zas de enlace son, generalmente, mis déblles que en los métodos quimices
de enlace, la estabilidad operacional es baja debido a la pérdlda de enzi-
ma al medie por cambios en la concentraclén lidnica, el pH, la
concentracién de sustrato o la temperatura del medio de reaccién. Por olra
parte, utilizando estas técnicas de inmovilizacldn puede ser viable la re-

cuperacién del soparte.

Cuando se emplea el método de immovilizaciédn por atrapamiento, se al-
canzan elevadas retenciones activas, ya que no existe enlace entre la en-
zima y el soporte, pero pueden existir importantes limitaciones debidas a
problemas difusionales con sustratos y/o productos de gran tamaflo. Por es-
ta razén el uso de este método debe limitarse a reacclones que impliquen

moléculas de sustrato y produclo de pequefio tamafio,

2.5.3. SELECCION DEL SOPORTE

En la seleccién del soporte deben considerarse su composicién, morfo-
logia (tipo de superficie y estructura interna) y el método de inmoviliza-
cién que vaya a ser empleado, con el fin de conseguir que la enzima lnmo-
vilizada posea la maxima actividad en el medio de reaccién. En la tabla
2.8 se recogen los princlpales soportes empleados en la inmovillizacidn en-

zimatica, clasificados segin su morfologia y su compogicidén quimica.

La morfologia del soporte es muy importante, especialmente en lo que
concierne a la superficie especifica y al tamafio y geometria de los poros.
Asi, los soportes no porosos tienen un area especifica pequefia, pero no
presentan problemas difusionales. Por el contrarlo, los soportes porosos
tienen un 4rea especifica mucho mayor pero gran parte de esta superficle
es interna, y dado que los sustratos suelen ser macromoléculas organicas,
1a difusién interna puede ser la etapa controlante del proceso. Sin embar-

go, las enzimas retenidas en la superflcie interna de los poros se encuen-
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TABLA 2.8
PRINCIPALES SOPORTES EMPLEADOS EN LA INMOVILZIACION ENZIMATICA

- CLASIFICACION MORFOLOGICA:
# SOPORTES NG POROSOS
# SOPORTES POROSO0S

- CLASIFICACION QUIMICA:
# SOPORTES ORGANICOS:

i) Polimeros naturales:
- Polisacaridos: celulosa, remolacha, dextranc, agar y aga-
rosa, alginato, carraginato, chitina y chitosan.
- Proteinas: colédgeno, gelatina, alblimina, seda.

- Minerales de carbdn

1i) Polimeros sintéticos:
- Poliestireno
- Tipo poliacrilate: pollacrilatos y polimetacrllates, po-
liacrilamida, hldroxialquilmetacrilatos, glicidilmetacri-
latos, poliamidas

- Otros tipos: polimeros de anhidrido maléico, polimeros de

vinilo.
# SOPORTES INORGANICOS:

i} Minerales:
~ Arcillas: atapulglta, bentonita

- Piedra pdmez

ii) Materiales manufacturados:
- Cristales: tamafio de poro controlado, no porosos

- Metales: 6xidos de tamafio de poro controlado

- Ceramicos
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tran mids protegidas de las condiciones ambientales y del ataque microbla-

no.

También deben consliderarse las caracteristicas intrinsecas del sopor-
te v de su naturaleza organica o inorginica. Los soportes Inorgdnicos son
muy rigidos y practicamente no existe posibilidad de deformacién, ademas,
existe rilesgo de abrasién en reactores agitados o tubulares, Los soportes
organicos son mas flexibles y eldsticos, pudiendo resistir mejor a la
abrasién. Por el contrario son mas susceptibles al ataque micrebiane que

los inorganicos.

La influencia del método de inmovilizacién es decisiva, principalmen-
te cuando se requieren grupos funclonales especificos para la formacidn de
un determinado enlace. De ligual forma, la utilizacién de adsorcién fislca
requiere soportes porosos de tamafio de porco suficientemente elevadc para

aumentar su eficacia.

2.5.4. EFECTO DEL METODO DL INMOVILIZACION SOBRE LA CINETICA Y LAS PROPIE-
DADES ENZIMATICAS

El proceso de inmovilizacidén puede modificar tanto la cinétlica como
otras propiedades de las enzimas, provocando habitualmente una disminucién
de la actividad especifica de las mismas. Estos cambios en la actividad

enzimatica pueden considerarse debides a diferentes factores:

a) Efectos conformacionales: cuando se producen camblos conformaclo-

nales en las moléculas de enzima, debido a modificaciones de 1los
aminoacidos que constituyen el centro active de la misma; cambios en la

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

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

afectar a la interacclén entre ellos,

c) Efectos particionales: relacionados con la naturaleza quimica del
soporte empleado como matriz, el cual puede provocar interacciones elec-
trostaticas o hidrofébicas entre la matriz y especies de bajo peso molecu-

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

te del sustrato desde el seno de la disolucidén hasta los centros actlvos y
con la difusién de los productos de reaccidén hasta la disolucidn., Estas
resistencias difusicnales se pueden clasificar en: efectos de transferen-
cia de materia intraparticular o interna, cuando la enzima esta Iinmovili-
zada sobre una matriz porosa, o efectos de transferencla de materia inter-
particular o externa, cuando se produce entre el seno de la disolucién y

la superficie externa de la particula,

Los cambios observados en las propledades enzimdtlcas son el resulta-
do de la combinacién de estos factores, sl blen, es dificil determinar la

medida exacta en que influye cada unc de ellos.

Entre loz cambios mas impertantes producidos por la inmovilizacién

enzimidtica cabe sefialar:

i) Modificacidn de los parametros clndticos: Constante de Michaelis y ve-

locidad méxima de reaccion:

La constante de Michaelis, Km, puede verse modificada por la inmovi-
lizacién de la enzima, aumentando o disminuyendo dependiendo del método
empleado para la inmovilizacién. El primer efecto es el mas frecuente de-
bido generalmente a la aparicién de efeclos difusionales tanto externos
como internos, a problemas de impedimento estérico y a camblos conforma-
cionales, siendo estos ultimos mas frecuentes en las técnicas de inmovill-
zaclén por formaclén de enlace covalente en las que se produce la modifi-

caclén gquimica de la enzima,

La velocidad méxima de reacclén, T ot S€ modifica menos frecuente-
mente que la constante de Michaelis si blen se han observado disminuclones

de la misma de hasta 1/10 (Usami, 1973).
ii) Perfil de actividad frente al pH:

Cuando una enzima se inmoviliza sobre un determinado soporte pueden
aparecer o no cambios tanto en su pH éptimo como en su perfil de actividad
frente al pH. Estos cambios dependen de la carga eléctrica de la proteina

que constituye la enzima y/o de la carga del soporte. En el método de in-
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movilizacién por formacién de un enlace, el comportamiento de la enzima
puede verse modificado aunque no exista resistencia a la transferencla de
materia, debido a efectos particionales causados por diferencias de con-
centracién de las especies con carga existentes en el medio, causadas por
interacciones electrostaticas con las cargas fljadas sobre el soporte, Una
de las principales consecuencias de estos efectos de particidén es un des-
plazamientc del pH é6ptime y del perfll de pH hacia valores mas alcalinos o
mas acidos para matrices con carga negativa o positiva, respectivamente
(Goldstein, 1976), Tamblén hay casos en los que no existe modificaclén del
pH éptimo tras la inmovilizacidn pero si variacién en los perfiles de pH,
con un ensanchamiento o un estrechamiento de los mismos (Filipusson, 1970;
Bernfield, 1969). Un ensanchamiente del perfil de pH puede explicarse con-
siderando un aumento de la resistencla de la enzima a los camblos de pll
tras la inmovilizacién. Este fendémeno es habitual en enzimas unidas cova-
lentemente a un soporte o atrapadas en un gel. lLas enzimas atrapadas sobre
polimeros neutros no suelen presentar modificaciones en el pH éptimo ni en

su perfil.

iii) Perfil de actividad frente a la temperatura:

En algunas ocasiones, la inmovilizaclén de una enzima sobre un deter-
minado soporte implica una variacién de la temperatura optima de reaccién
de la misma. La temperatura éptima de las enzimas inmovilizadas por atra-
pamiento en geles y en algunas ocasiones unidas idnica o covalentemente al
soporte puede verse aumentada debido a efectos difusionales en el caso de
soportes porosos, que prolegen a la enzima contra la desnaturalizaclén, ya
que la temperatura en el microentorno de la particula matriz-enzima es me-

nor que en el seno de la disolucién.

Sin embargo, se ha observado también disminucién de la temperatura
4ptima de la enzima (Mori, 1973) e inclusoc con bastante frecuencia ningin

cambio en las mismas (Chibata, 1979),
iv) Estabilidad frente a la temperatura y al almacenamiento:
La influencia de la inmovilizacién sobre la desnaturalizacién térmica

ha sido motivo de abundantes estudios, existiendo todo tipo de resultados

(aumento, disminucién y no modificacién de la misma) siendo un aumento de
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la estabilidad el efecto mas frecuente.

Aunque no es posible establecer una correlaclén entre la establlidad
térmica y el método de inmovilizacidén, se ha observado que los métodos de
enlace covalente y atrapamiento conducen en general a especles inmovillza-
das con un Importante aumento de establlidad térmica, mientras que la ma-
yor parte de las enzimas inmovilizadas por adsorcién fisica y enlace

iénico presentan una disminucién de la misma.

La estabilidad térmica a bajas temperaturas (menores de 4 °C) se co-
noce como estabilidad al almacenamiento y es un parametro muy importante
en lo que se refiere al disefilo de sistemas enzimdticos inmovilizados. La
mayor parte de las enzimas Inmovlilizadas por enlace covalente presentan un
importante aumento de su establlidad al almacenamiento, debido probable-
mente, a la fuerza de los enlaces establecldos entre el soporte y la enzi-

ma.

2.5.5. INMOVILIZACION DE LA ENZIMA B-GLUCOSIDASA

Como se ha comentado en apartados anteriores, la B-glucosidasa es el
componente minoritario del complejo celulasas producido por el hongo
Trichoderma reesei. Por ello, y a fin de evitar la inhibicldn que provoca-
ria una elevada concentracién de celobiosa en el medio de reaccidén y de
aumentar la conversién del proceso de sacarificaclén, es preciso comple-
mentar dicho complejo celulasas con fB-glucosidasa obtenida a partir de
olros organismos, ya comentados con anterioridad, en forma libre o inmovi-
lizada. La B-glucosidasa presenta la ventaja, frente al resto de las enzi-
mas del complejo celulasas, de atacar a un sustrato soluble (celoblosa)
siendo por tanto adecuada para la inmovilizacién porque tanto producto co-
mo sustrato pueden difundirse a través de la matriz soporte. Ademas el uso
de B-glucosidasa inmovilizada permite su reutilizacién en diferentes pro-
cesos de sacarificacién. Por otra parte, un método de inmovilizaclén ade-

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

Existe un gran numero de trabajos publicados sobre inmovilizaclén de

f-glucosidasa. A continuacién se han considerado los de mayor interés,
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Rao vy col, (1983) inmovilizaron B-glucosidasa del hongo Penicillium
funiculosum sobre poliamida utilizando glutaraldehido como agente de an-
claje, obteniendo retenciones activas préximas al 50%, Actividades inmovi-
lizadas mucho mas bajas (1-10%) alcanzaron Bissett y col. (1978 a) al in-
movilizar fi-glucosidasa de Aspergillus niger sobre chitosan utilizando
también glutaraldehido como agente de anclaje, sin embargo, la enzima in-
movilizada presentd un importante aumento de estabilidad térmica. Utili-
zando la misma enzima sobre diferentes soportes poroscs, Woeodward y Welh-
part (1982) lograron inmovilizar el 80% de la actividad enzimatica, con un
importante aumento de la estabilidad térmica. Este aumento fue cobservado
también, al inmovilizar la enzima sobre membranas de ultrafiltracién y gel
de poliamida (Alfani, 1987} pero con retenciones activas mucho mas bajas,

del 2 y 26%, respectivamante,

La inmovlilizacién por microencapsulacién en particulas de alginato,
proporclona soportes de alta estabilidad térmica y al almacenamiento (Mat-

teau, 1982 a y b).

Inmovilizando todo el complejo celulasas procedente de Trichoderma
reesel sobre diferentes soportes porosos (Sepharosa, particulas de cristal
de tamafio de poro controlade) activados con CNBr, Fadda y col. (1984) ob-
tuvieron retenciones activas variables segin la concentracidén de enzima en
el medio, comprendidas entre 75 y 90% para bajas concentraciones y 34 y

41% para altas,

Empleando un método de entrecruzamiento por via fotoquimica, Miyairi
(1978) consiguié inmovilizar el 40% de la actividad p-glucosidasa de al-
mendras en laminas de alcohol polivinilico. Dicha enzima inmovilizada pre-
sentaba modificaciones en su pH 6ptimo y en su estabilidad térmica a 60
°C, que aumentaba en un 50% (del 14 al 21% de actividad resldual tras 30
minutos de incubacién)} respecto de la enzima libre. Al utilizar glutaral-
dehido como agente de anclaje (Miyairi, 1979) observé un ligero aumento de
la retencidén activa (del 40 al 46%) y las mismas medificaciones anteriores
del pH 6ptimo y la establlidad. Barker y col. (1971) comprobé que al utl-
lizar celulosa microcristalina como soporte para la inmovilizacién de
B-glucosidasa de almendras, la actividad inmovilizada dependia del pH al
que la inmovilizacién tenia lugar. La enzima asi inmovilizada presentaba

un importante aumento de la estabilidad térmica a 37 °C ya que tras cuatro
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dias de incubacién mantenia un 38% de su actividad inicial mientras que la
enzima libre la habia perdido en su tolalidad. Bajas actividades inmovili-
zadas obtuvieron también Saddler y col. (1982) al inmovilizar esta misma
enzima sobre geles de alginato cdlcico mediante formacidén de un enlace co-

valente (retencién activa entre 0.88 y 12%).

El empleo del método de quelaciédn para la inmovilizacién de
B-glucosidasa de almendras proporciona resultados variables dependiendo
del compuesto metalico empleade en la activacidon del soperte poroso uti-
lizado. Kennedy y col. (1976 a y b) observaron que los mejores resultados
se obtenian al emplear compuestos de Fe(III) como agente activante (44% de
retencién activa) siendo los mids desfavorables los compuestos de Sn(II} y

de V(III) que sdlo retenian un 11% de la actividad inicial,

Johanson y Mosbach (1974) describen distintas formas de inmovilizar
la B-glucosidasa en polimeros acrilicos, tanto por confinamiento de la en-
zima en el polimerc como por la formacldén de enlaces covalentes. Medlante
este Ultimo procedimiento llevaron a cabo la inmovilizacldn de la enzima
sobre poliacrilamida ubtilizando glutaraldehido, sobre copolimeros acrila-
mida-2-hidroxietilmetacrilate utilizande bromuro de ciandgeno, asi como
polimeros de acrilamida-dcido acrilico utllizandeo carbodiimida soluble en

agua,

Sarkar y Burns (1983) inmovilizaron B-gluccsidasa pura y copolimeri-
zada con resorcinol sobre tres soportes: k-carragenate, DEAE-celulosa y
membranas de utltrafiltracién, obteniende mayores actividades cuando se

inmovilizaba la enzima copolimerizada.

Gray y Livinstone (1977) utilizaron un método denominado diaminocazo-
tacién para inmovilizar B-glucosidasa, basado en el tratamiento del m-
diaminobenceno con una disclucldén éclida de nitrito sédleco, formandose un
sélido marrén-rojizo, llamado marrén Bismark. Este tratamlento provoca la
creaclién de enlaces entre los grupos dlazo y la enzima, no observandose
variacién notable en el perfil de actividades frente al pH y obteniéndose

porcentajes de retencién activa préximos al 60%.
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2.6 OBJETO Y ALCANCE DE LA FRESENTE INVESTIGACION

En el Departamento de Ingenieria Quimica de la Facultad de Cienclas
Quimicas de la Universidad Complutense de Madrid, se inicié hace algunos
afios una linea de Investigacién sobre el aprovechamiento de residuos lig-
nocelulésicos abundantes en Espafia, come la paja de distintos cereales y

residuos de azucareras, mediante hldrélisis enzimitica,

Dentro de dicha linea se enmarca el presente trabajo que Incluye la
inmovilizacién de B-gluccsidasa sobre diferentes soportes mediante dife-
rentes métodos de inmovilizacién, el estudio de su desnaturalizacién por
efecto de la temperatura y la hidrélisis de celoblesa con dicha enzima

tantc libre como inmovilizada.

El programa de investigacién planteadec incluye las siguientes etapas:

1) Seleccidn del método de inmovilizacidén y del soporte mas adecuado
para la inmovillizacién de B-glucosidasa utilizando como criterios de se-

leccién la retencién de actividad y la establilidad térmica a 50°C.

2) Seleccién de la fuente mas adecuada de la B-glucosidasa.

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

método y la enzima seleccionados previamente.

4) Estudio de la estabilidad térmica a diferentes temperaturas tanto

de la enzima libre como de la inmeovilizada.

5) Estudio de las variables que influyen sobre la hidrélisis de celo-

biosa con B-glucosidasa tanto libre como inmovilizada:
- Temperatura
- pH
- Concentracion de glucosa y celoblosa
- Agitacidn

- Actlividad de la disolucién enzimitica o del complejo enzima-

soporte.
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6) Estudio cinético de la desnaturalizacién térmica.

7) Estudio cinético de la hidrélisis de celcbiosa.
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3.1. INCUBADORA

Los experimentos de desactivacién e hidrélisis tanto de las enzimas
en su forma libre como inmovilizada se llevaron a cabo en una incubadora

termostatizada con agitacién orbital, situando en su interior erlenmeyers

de 250 cm’ de capacidad,
l.a incubadora Consta de los sigulentes elementos:

- Camara de Incubacién:

De dimensiones 56x116X78.5 cm. Las paredes se encuentran aisladas
térmicamente y dispone de un ventilador para favorecer la circulacién in-

terna del aire con el fin de conseguir una temperatura uniforme,
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En su interior lleva acoplada una plataforma con soportes metalicos

intercambiables para matraces de 250 y 1000 e,
~ Sistema de agltacidn:

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

cla, que preduce el movimiento de la plataforma segin una dérbita eliptica.

Dispone de un reostato para controlar la veloclidad de agitacién, que
puede variarse entre 0 y 500 r.p.m., midiéndese dicha velocidad mediante

un tacdmetro.
- Sistema de control de la temperatura:

Incluye los sigulentes elementos: Un elemento calefactor consistente
en una resistencia elécirica, conectado a un termémetro de contacto que
permite controlar la temperatura con una precisién de * 0.5 °C, pudléndo

variarse desde la temperatura amblente hasta 80 °C.

El aparato dispone de un termostato adiclonal de seguridad que entrﬂ
en funclonamiento en caso de averia del principal. Asi mismo, existe un
sistema de alarma que impide que, en caso de averia de ambos termostatos,

la temperatura supere la indicada como consigna para la alarma.

3.2. BANO TERMOSTATICO

Para la medida de las actividades enzimadticas, asi como para la inmo-
vilizaclén de la enzima sobre los diferentes soporteg, se utilizdé un bhafo
termostatico orbital de precisién SELECTA UNITRONIC 320 OR que consta de

los siguientes elementos:
~- Cuerpo del aparato:

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

terior de acero inoxidable, dotado de un grifo de desagilie para el liquido

termostatico.
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- Sistema de agitaciom

Constituido por una cubeta mévil inmersa en el liquido termostatico,
con agitacién por valvén y regulacién electrénica de la velocldad de agl-

tacién entre 0 y 150 r.p.m.

La cubeta dispone de una gradilla con muelles tensores que permiten

adaptar cualquier tipo de frascos y matraces.

- Sistema de calefaccion:

La calefaccién del liquido termostidtico (agua destilada) se realiza

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

inoxidable.

LLa regulacién y control de la temperatura se lleva a cabo mediante un
sistema de termopar y relé, que permite mantener la temperatura del

liquido termostatico en el valor elegido con una precisidén de * 0.2 °C.

Asimismo se dispone de un agltador de turbina impulsado por una bomba
que provoca la turbulencla necesaria para conseguir la homogeneidad de

temperatura en el bafio termostatlico.

Los experimentos realizados a temperaturas comprendidas entre 4 y 20
°C ge llevaron a cabo con ayuda de una unidad de refrigeracién MGW LAUDA
K2R con el fin de mantentener el agua del bafio termostatico a la tempera-
tura deseada. La unidad de refrigeracién consta de una cubeta de refrige-
racién de 4 litros de capacidad, en el interior de la cual se situa el
serpentin encargado de la refrigeracién, por cuye interior circula el
liquido refrigerante, El agua del bafio termostatico es bombeada hasta la

cubeta de refrigeracién donde se enfria devolviéndose nuevamente al bafio.
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4.1. HMATERIALES

i) Enzimas:

Las enzimas comerciales utilizadas fueron:

*
B-glucosidasa de almendras, 6-8 UI /mg sélido. FLUKA

Comple jo eniimético celulasa de Trichoderma viride tipo

0.12 UI**/mg solido, SIGMA.
Complejo enzimdtico celulasa
5.1 UI**/mg s6lido, SIGMA,
Complejo enzimdtico celulasa
4.3 UI**/mg s6lido, SIGMA.

de

de

Aspergillus niger,

1v,

Peniclllium funiculosum,



4. MATERIALES Y PROCEDIMIENTO 61

- Complejo enzimatico celulasa de Neurospora crassa cell-1,
* ¥
3.1 Ul /mg sdélido, cedida por la Unidad de Bioltecnologia de la
Universidad de Leeds (U.X.)

ii)}) Soportes:

- Zeolita 5A, SUPELCO

- Zeolita 13X, QUIMIDROGA, S.A.

-~ Zeolita Y, sintetizada y caracterlzada en nuestros laboratorios.

- Sepiolita coloidal, TOLSA.

- Gel de silice, para cromatografia. MERCK.

- Silice precipitada, Silicagel-60, tamafio de particula 80-200 pum.
MERCK,

- Poliamlda 11, para cromaltografia en capa fina., MERCK.
i1f) Otros reactivos:
Tetrafluoroborato de trietiloxonio, puro 95%. FLUKA.

Etilendiamina, 99.9%. SIGMA.
- Acldo citrico, Nermapur. PROLABO.

p-Nitrofenil-g-D-glucésido {PNPG), pureza superior al 98%. SIGMA,

Glutaraldehido, solucién acuosa al 25% para sintesis. MERCK

Telracloruro de titanio, quimicamente puro. MERCK

Hidréxide sédico, quimicamente puro. PANREAC.

{

Diclorometano, para cromatografia liquida, rigqueza minima 99.8%,
PANREAC

Acetonitrilo, para cromatografia liquida, riqueza minima 99.7%.
SCHARLAU,

Celobiosa, para fines bioquimicos. MERCK.

- Glucosa anhidra (dextrosa), quimicamente pura. PROBUS.

* La Unidad Internacienal (UI} de actividad [B-glucosidasa se deflne co-~

mo el ndmerc de Mmoles de p-nitrofenol liberados por unidad de tiempe utl-
lizando como sustrato p—nitrof‘enll—ﬁ—D—glucésldo a pH 4.8 y 80 "C.

*¥ la Unidad Internaclonal (UI} de actividad celuldsica se define como el

nimere de Hmoles de glucosa liberades por wunidad de tiempo utillizande como

susktrato celulesa a pH 5 y 37 °C.
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4.2. PROCEDIMIENTO

4.2.1, INMOVILIZACION POR ADSORCION:

El proceso de inmovilizacién por adsorcién de las enzimas sobre los

diferentes soportes incluye las sigulentes etapas:

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

en tampén citrato 0.1 M (pH=4.8}.

2) Se introducen en un matraz de 250 cm3 0.5 gramos del scoporte, 10
cm® de tampon citrato 0,1 M y 2.5 em® de la solucién enzimitica previamen-

te preparada.

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

temperatura constante.

4) Transcurrido el tiempo de inmovilizacién se separa la enzima inmo-
vilizada por filtracién utilizando una placa porosa de 0.45 pm de tamafio
de poro. Se lava repetidamente con tampén citrato hasta que las aguas de

lavado no presenten actividad enzimédtica.

5) Mediante el método descrito en el apartade 9.1 del apéndice se mi-
de la actividad enzimitica tanto de la enzima inmovilizada como de las

aguas de lavado.

4.2.2. INMOVILIZACION POR ENTRECRUZAMIENTO CON GLUTARALDEHIDO

El método de inmovilizacién sobre los diferentes soportes por entre-
cruzamiento incluye los mismos pasos que el de adsorcion, con la unica va-
riacién de la adicién de 0.5 ml de una disolucién acuosa de glutaraldehido

al 25% en el segundo paso.

4.2.3. INMOVILIZACION SOBRE SILICA GEL-60 POR FORMACION DE UNION METALICA
CON TiCl : '

La inmovilizacién de las enzimas sobre Silicagel-60 mediante la for-
maclién de un enlace metalico se llevd a cabo en dos pasos segun el método

descrito por Kennedy (1982), que se detalla a continuacién:
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1) Activacidn del soporte:

Se disuelven 0.5 g de soporte en 5 ml de TiCl4 y se aglitan a tempera-
tura ambiente. Se introduce la mezcla en un desecador con hidréxido sédico
durante 30 minutos y posteriormente se lleva a sequedad total en un horno

a 45 °C (24 horas aproximadamente).

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

lada para elimlnar el metal no reaccionado.

Posteriormente se pone en contacto dicho soporte con una disoluclén
de glutaraldehido al 5% en volumen en tampén citrate (5 ml/g soporte) a

temperatura ambiente durante 1 hora.

El soporte se lava repetidamente con tampén clitrato hasta eliminar

todo el glutaraldehido no reacclionado.
2) Unidn de la enzima al soporte activado:

El derivado carbonilo formado en el paso anterlor se pone en contacto
con 2.5 ml de disolucidén enzimatica de actividad conocida y 10 ml de
tampén citrato a 4 °C durante 2 horas. Finalizado el tiempo de inmoviliza~-
cién la enzima se separa por filtracién como en el caso de inmovilizacidn
por adsorclién midiéndose la actividad tanto de la enzima inmovilizada como

de las aguas de lavado.

4.2.4. INMOVILIZACION MEDIANTE FORMACION DE UN ENLACE COVALENTE SOBRE
NYLON EN POLVO:

La inmovilizacién de las diferentes enzlmas sobre nylon en polvo se
llevé a cabo mediante un método basado en el desarrollade por Morris
(1975) para la inmovilizacién de hexoquinasa v glucosa—-6-
fosfatodeshidrogenasa sobre tubo de nylon 6:6. El procedimiento implica

las siguientes etapas:
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1) O-alquilacidn:

Se pesan 0.5 g de nylon en polve y se lavan con acetona con el fin de
eliminar la posible humedad. Se mezclan con 2.5 ml de tetraflucrchborate de
trietiloxonio al 12.5% en diclorometano y se agita durante 15 minutcs a
tempertaura ambiente. El soporte 0O-alquilade se lava repetidamente con di-

clorometano.
2) Amino-activacidn:

Se adiclonan al soporte o-alquilade 5 ml de etilendiamina agltdndose
a temperatura ambiente durante el tiempo necesario para la total aminoac-
tivacién del mismo. Se filtra con placa porosa y se lava repetldamente con

agua destilada.
3) Activacidn con glutaraldehido:

Sobre el soporte aminoactivado se adicionan 5 ml de disolucién de
glutaraldehido en tampén citrato de concentracién conocida y se agita a
temperatura ambiente durante el tiempo necesarlio. Transcurrido este, y con
el fin de eliminar el glutaraldehido no reacclonado, se lava bilen el so-

porte con tampén citrato quedando asi preparado para la inmovillzacién.
4) Inmovilizacidn de la enzima:

Para inmovilizar la enzima sobre el soporte activado se adiclonan 2.5
ml de disolucién enzimatica y 10 ml de tampén cltrato en un matraz de 250
em>. Se incuba en un bafio termostatizado a temperatura constante durante
un clerto tiempo. Posteriormente, la enzima inmovilizada se separa por
filtracién y se lava repetldamente con tampdn citratc hasta ausencia total

de actividad enzimadtica en las aguas de lavade.

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

lavado se mide mediante el procedimiento indicado en el apartado 9.1 del

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

Para llevar a cabo el estudlo de la estabilldad térmica tanto de las

enzimas libres como inmovilizadas se siguléd el sigulente procedimiento:

Se suspenden 100 mg de la enzima libre (0.5 g de soprte con enzima
inmovilizada en el sepundo caso) en 100 ml de tampdén citrato en un erlen-
meyer de 250 cm’. Se anallza la disolucién enzimitica tal y como se des-
cribe en el apartado 9.1 del apéndice con el fin de conocer su actividad
inicial. Se mantiene a temperatura y agllacidn conslantes en una lncubado-
ra orbital. A tiempos determinados se toman muestras de 0.5 ml y se mide
su actlivldad B-glucosidasa tal y como se describe en el apartado 9.1, del

Apéndice.

4.2.6., HIDROLISIS ENZIMATICA:

El proceso de hidrélisls enzimatica de celoblosa se lleva a cabo

segliin las sigulentes etapas:

1- Se preparan 100 ml de una disolucién enzimatica en tampén cltrato
de actividad conoclda en un erlenmeyer de 250 em>. En el caso de utilizar

enzimas lnmovilizadas se suspende el soporte de actividad conoclda en 100

ml de lampén citrato.

2- Se adicliona la canlidad de celoblosa necesarla para lograr la con-

centracioén inicial de celobiosa deseada,

3- Se introduce el erlenmeyer en una incubadora orbital,
manteniéndose constantes lanto la velocldad de agitacién come la tempera-

tura,

4- A tiempos determinados se exltraen muestras de 1 ml en las que se
determinan las concenlraclones de gluccsa y celoblosa medlante cromatogra-

fia de liquidos de alta presién, tal y como se describe en el apartado 9.2

del Apéndice.
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

En los resultados experimenlales que se presentan en esle apartado,

se utllizan las siguientes expresiones para la actividad:

Actividad de fB-glucosidasa libre (A): Representa la actividad
enzimdtica de la B-glucosidasa disuelta en un medio liquido. Se ex-

presa en Unidades Internacionales por ml de disolucién (UI/ml),

Actividad de B-gluccosidasa Inmovilizada LArlL Representa la actlvidad

enzimdtica de la B-glucogidasa retenida sobre el soporte tras la In-
movilizacidén., Se expresa en Unldades Internacionales por gramo de so-

porte (Ul/g)
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Actividad especifica {a): Acltividad B-glucosidasa expresada en UI

presente en cada mg de proteina (complejo enzimdtico celulasa)

Retencién activa (R): Representa el tanto por clento de la actividad

de la disolucidén inicial retenido sobre el soporte:

A*C
1 s

A

R(%) * 100 [5.11]

1t

donde CS representa la concentracién de soporte en g/ml

Dichas actividades enzimadticas se han determinado utilizando p-
nitrofenilglucésido como sustrato, como se describe en el Apéndice, apar-

Lado 9.1.
5.1. EXPERIMENTOS PREVIOS

5.1.1. SELECCION DEL SOPORTE Y DE LA TECNICA DE INMOVILIZACION

Se llevaron a cabo experimentos de inmovilizacién de f-~glucosidasa
pura de almendras consislentes en la fijacidén de esta enzima sobre un lo-
tal de dlez soportes diferentes ubilizando las técnicas de adsorcién y en-

trecruzamiento empleande glutaraldehido como agente de anclaje.

Asimlismo, se llevaron a cabo experimentos de inmovillzacidén de
fi-glucosidasa sobre silice precipitada por formacién de una unién metalica

con TiCl4 y sobre nylon en polvo por formacidn de un enlace covalente,

Los resultados obtenidos en todos estos experimentos se resumen en
las tablas 5.1. a 5.3, en las que se indican las condiciones de inmovili-

zacién empleadas,

Con el fin de Ltener mayor informacién a la hora de selecclonar el so-
porte v el método de inmovillzacién mids adecuados para la f-glucosidasa, y
dade el interés industrial que presenta la estabilidad de la enzima duran-
te largoes perlodos de tlempo para poder reultlilizarla en procesos de
hidrélisis de celobiosa, se realizaron experimentos.de establilidad térmica

a 50 °C con los dos soportes que presentaban una mayor retenclén activa,
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silice preclpitada y nylon en polvo, obtenlidos por los diferentes métodos
de inmovilizacién empleados. Los resultados obtenidos as{ como las condil-
ciones de 1inmovilizacién empleadas en cada experimento, se presentan en
las tablas 5.4 a 5.6. En la tabla 5.4 se presentan, asimlsmo, los resulta-
dos obtenidos al estudiar la desactivacién térmica a 50 °C de 1la

B-glucosidasa de almendras libre.

5.1.2. INFLUENCIA DEL QRIGEN DE LA A-GIUCOSTDASA EMPIEADA EN LA INMOVILI-
ZACION

Con el fin de estudiar el efecto que un camblio en el tipo de
B-glucosidasa empleada podria tener sobre la inmovilizacién, se realizé
una serie de cinco experimentos de estabilidad térmica a 50 °*C, inmovili-
zando B-glucoslidasa pura de almendras dulces y el complejo celulasas de
los hongos Trichoderma reesel, Neurospora crassa, Penicillium funiculosum
y Aspergillus niger, si blen en estos dltimos casos sélo se conslderé la

varlacién de la actividad f-glucosidasa,

l.os resultados obtenidos as{ como las condiclones de inmovilizacién

empleadas se presentan en la tabla 5,7.

5.2. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE Penicilliun funiculosum SOBRE NY-
LON EN POLVO

5.2.1. INELUENCIA DE LAS VARTABLES DE TNMOVILIZACION

Una vez seleccionados el soporte y el método de inmovillzaclén asi
como la fuente de B-glucosidasa (complejo celulasas de Penicillium funicu-
losum) que proporcionan los mejores resultados en la inmovilizaclén, se
realizé una serie de experlimentos sobre la Influencia de las distintas va-
rlables en los procesos de activacién del soporte y de inmovilizacién pro-

plamente dicha.

5.2.1.1. Repetitividad de resultados:

En primer lugar, se reallzaron cuatro experimentos en los que se man-
tuvieron constantes todas las variables de operacién con el fin de compro-

bar la reproducibilidad de los resultados obtenldos al Inmovilizar
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B-glucosidasa sobre nylon en polvo.

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

nes de inmovilizacién utilizadas.

5.2.1.2. Activacién del soporte:
I) AMINOACTIVACION:

Se llevaron a caboc un total de doce experimentos destlnados a estu-
diar la influencia del tiempo de aminoactivacién y de la concentracién de
etilendiamina ultllizados sobre 1la actividad inmovilizada y la retencién

activa.

Los resultados oblenidos y las condiclones de inmovilizacién utiliza-

das en cada caso, se presentan en las tablas 5.9 y 5.10.
I11) ACTIVACTON CON GLUTARALDEHIDO:

Se realizaron un total de ocho experimentos con el fin de estudiar la
influencia del tiempo y de la concentracién de glutaraldehido utllizadas

en la activacién, manteniendo constantes el resto de las varlables.

Los resultados obtenidos y las condiciones empleadas en la inmovili-

zaclén se presentan en las tablas 511 y 5,12,

5.2.1.3. Inmovilizacién propiamente dicha:

Se realizaron experlmentos destinados a conocer la influencia de las
variables mds Importanles sobre el proceso de inmovilizaclén. Las varia-
bles estudiadas fueron el tiempo, la temperatura y la actividad inicial de

la digolucién enzimatlica,

Los resultados oblenidos en los diferentes experimentos, as{ como las
condiclones de inmovilizacién utilizadas, se presentan en las tablas 5.13

a 5.15,
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A partir de los resultados anterlores se eligleron las slgulentes
condiciones de inmovilirzacién como Sptimas, mantenléndose constantes en el

resto de la experimentacién:
- Activacién del soporte:

O-algquilacion:

TEMPERATURA, TTT: Ambiente

VOLUMEN TETRAFLUOROBORATO DE TRIETILOXONIO, VTT: 2.5 ml

TIEMPO DE ACTIVACION, LTT: 15 min. 7

CONCEN. TETRAFLUOROBORATC DEL TRIETILOXONIO, CTT: 12.5% v/v en C12CH2

Amino-activacidn:

TEMPERATURA, TEDA: Amblenle

VOLUMEN DE ETILENDIAMINA, mez 5 ml
TIEMIPO DE ACTIVACION, tmmz 120 min.
CONCENTRACION DE ETILENDIAMINA, CEDA: 100%

1

Activacidn con glutaraldehido:
TEMPERATURA, TGLU: Amblenle

VOLUMEN BE GLUTARALDERIDO, Vouf 5 ml
TIEMPO DE ACTIVACION, tmu: 15 min.

-~ CONCENTRACION DE GLUTARALDEHIDO, CMM: 12.5% v/v en agua

~ Inmovilizacidén propiamente dicha:

TEMPERATURA, TI: 25 °C

VOLUMEN DE DISOLUCION, VI: 12.5 ml

TIEMPO DE INMOVILIZACION, tI: 15 horas

ACTIVIDAD DE LA DISOLUCION ENZIMATICA, AO: 1.036 Ul/ml

i

I

5.3. ESTABILIDAD TERMICA DE LA B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

5.3.1. DESACTIVACION TERMICA DE LA ENZIMA LIBRE:

Se llevé a cabo un conjunto de ocho experimentos de una duraclén
aproximada de 24 horas a temperaturas comprendidas entre 30 y 70 °C, En
dichos experimentos se utilizé B-glucosidasa disuelta en tampon cltrato,
determinandose la variacién de la actividad de f-glucosldasa del complejo

celulasas de Penicillium funiculosum de las mismas a lo largo del tlempo.
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Los resultados experimentales se presentan en las tablas 5.16 a 5.23.

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

Se llevaron a cabo cinco experimentos de una duracién aproximada de
24 horas a temperaturas comprendidas entre 30 y 70 °C, en los que se estu-
dié la variacion con el tlempo de la actividad de pB-glucosidasa inmovili-

zada,

Los resultados alcanzados se resumen en las tablas 5.24 a 5,28,

5.4, HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium

fFuniculosum

5.4.1. HIDROLISIS CON B-GLUCOSIDASA LIBRE:

1) INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA:

Con objeto de estudiar la influencia de la temperatura de operacién
sobre la hidrolisis enzimatica de celoblosa con f-glucosldasa libre se
llevé a cabo una serie de cinco experimentos, a temperaturas comprendidas

entre 30 y 70 °C.

En las lablag 5.29 a 5.33 se detallan los resultados obtenidos asi

como las variables de operaclén utilizadas en los experimentos
II) INFLUENGIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CELOBIOSA:

Se realizaron cinco experimentos de hidrélisis a 60 °C en los que se
varié la concentracian inicial de celobiosa en el medlo de reaccién entre

2y 25 mM,

Los resultados obtenidos se presentan en las tablas 5.32 y 5.34 a

5,37,
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II1T) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE GLUCOSA:

Con el fin de determinar la influencia que la presencla de glucosa en
el medio ejerce sobre la hidrdlisis enzimatica, =se realizaron cuatro expe-
rimentos en los que se varid la concentraclén inicial de glucesa en el me-

dio entre 0 y 20 mM.

En las tablas 5.32 y 5.38 a 5.40 se presentan los resultados obtenl-
dos, asi como las condiciones en gque se realizé cada uno de los experimen-

Los.
IV) INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD DE B-GLUCOSIDASA:

Se realizé una serie de cuatro experimentos en los que se varld la
actividad B-glucosidasa inicial de la disolucidn enzimdtica afladida al me-
dio de reaccidn entre 0.3 y 4 Ul/ml.

Los resultados obtenidos y las condiclcnes en las que se llevé a cabo

cada experimento se detallan en las tablas 5,32 y 5.41 a 5.43.

V) INFLUENCIA DEL pil:

Con el fin de estudiar la influencla del pH del medio sobre la velo-
cldad de reaccién, se realizaron tres experimentos en los que se varid el

pH entre 3.5 y 6.3,

En las tablas 5.32, 5.44 y 5,45 se presentan los resultados obtenldos
y las condiciones de operacién en las que se llevaron a cabo los experi-

mentos de hidrdélisis.

5.4,2. HIDROLISIS CON B-GLUCOSIDASA INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO:

1) INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE AGITACION:

En primer lugar y debido a que en el caso de la hidrélisis con enzima
inmovilizada esta se encuentra retenida scbre un soporte sélido, es posi-

ble que existan problemas de difusién externa de los reactivos o de los
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productos y por lo tanto que la velocidad de agitacidén pueda influlr sobre
la cinética de hidrélisis, A fin de determlnar esta influencia, se reali-
zaron tres experimentos, uno de ellos sin agitacién y los otros dos con

una velocidad de agitacién de 200 y 400 r.p.m.

En las tablas 5.46 a 5.48 se detallan los resultados obtenidos mante-~

niéndo constantes las restantes condiciones de operacién.

I7) INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA:

Con objeto de estudiar la influencia de la temperatura de operacidn
sobre la hidrélisis enzimabica de celoblosa con 8-glucosidasa inmovilizada
sobre nylon en polvoe se llevéd a cabo una serile de cinco experimentos, a

Lemperaturas comprendidas entre 30 y 70 °C.

Fn las tablas 5.47 y 5.49 a 5,52 se detallan tanto los resultados ob-
tenidos como las restantes variables de operacidn utilizadas en los expe-

rimentos.

TTT) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CELOBIOSA:

Se realizaron cincoe experimentos de hidrélisis a 60 °C en los que se
varlé la concentracién iniclal de celoblosa en el medio de reaccién entre

2y 25 mM,

Los resultados obtenides se presentan en las tablas 5.47 y 5.583 a

5. 56.

IV) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE GLUCOSA:

Con el fin de determinar la influencla que la presencla de glucosa en
el medio ejerce sobre la hidrélisis enzimatica, se realizaron cuatro expe-
rimentos a 60 °C en los que se varié la concentracién iniclal de glucosa

en el medio entre 0 y 20 mM,

FEn las tablas 5.47 y 5.57 a 5,59 se presentan los resultados obteni-
dos, as! como las condiciones en que se realizd cada uno de los experimen-

tos.
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V) INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL DE B-GLUCOSIDASA:

Se realizaron tres experimentos en los que, con el fin de estudiar la
influencia de la actividad enzimatica inmovilizada sobre el proceso de hi-
drélisis , se varié la concentracidén de soporte, de actividad 17.5 Ul/gr

entre 0.06 y 0,24 g de sopoertesml de disolucidn.

Los resultados obtenldos y las condiciones en las que se llevé a cabo

cada experimento se detallan en las tablas 5.47, $5.60 y 5.61.

VI) INFLUENCIA DEL piH:

Con el fin de estudiar la influencia del pH del medic sobre la velo-
cidad de reaccidn, se reallizaron tres experimentos en los que se varid el

pH entre 3.5 y 6, 3.

En las tablas 5.47, 5,62 y 5.63 se presentan los resultadeos obtenidos
y las condiclones de operacién en las que se llevaron a cabe los experi-

mentos de hidrélisis.
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1

TABLA 5.
INMOVILIZACION DE S-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS POR ADSORCION
SOBRE DIFERENTES SOPORTES

1

Temperatura de inmovilizacién: 25 °C

pH: 4.8

Actividad inicial de la disolucién enzimdtica: 1.125 UIl/ml

Concentracion de soporte (CS): 40 g/1

SOPORTE AI {(UL/g) R (%)
Sepiclita 9. 366 33.3
Gel de silice 3.713 13.2
Alumina 2.728 9.7
Almidén 0.000 0.0
Zeolita SA 2.363 8.4
Zeolita 13X 5. 456 19.4
Zeolita 4A 0. 000 0.0
Zeolita Y 6. 497 23.1
Silice precipitada 14, 288 50.8
Nylon en polvo 5. 541 19.7




5. RESULTADOS EXPERIMENTALES 77

TABLA 5.2
INMOVILIZACION DE 3-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS PCOR ENTRECRUZAMIENTO
CON GLUTARALDEHIDO SOBRE DIFERENTES SOPORTES

Temperatura de inmovilizacidn: 25 °C

- pH: 4.8

Actividad inicial de la disolucién enzimatica: 1.125 Ul/ml

Concentracién de soporte (Cs): 40 g/1

Concentracién de glutaraldehido: 0.5 % v/v en agua

SOPORTE AI (Ul/g) R (%)
Sepiolita | 9.788 34.8
Gel de silice 10. 997 39.1
AlUimina 2.700 9.6
Almidén 0. 000 0.0
Zeollita 5A 5.569 15.5
Zeolita 13X 4,359 19.8
Zeollita 4A 0. 000 0.0
Zeolita Y 10.884 38.7
Silice precipitada 13,838 49, 2
Nylon en polveo 13,275 47, 2
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TABLA 5.3
INMOVILIZACION DE S~GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS SOBRE DIFERENTES
SOPORTES POR FORMACION DE UN ENLACE ENZIMA-SOFPORTE

CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA LA SILICE PRECIPITADA:

- ACTIVACION DEL SOPORTE: ~ INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- TSECADD: 45 °C - TI: 4 °C
-t s 24 horas -t : 2 horas
SECADO I
- C : 15 %4 v/v en HCl
TiCl

4
CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA EL NYLON EN POLVO:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:

- O-ALQUILACION: - AMINOACTIVACTON: ~ ACTIVACION CON GLUTARAL:
# C = 12.5% v/v C1 CH #C =100 % # C = 54 v/v agua
7 2 2 EDA GLU
# t = 1353 min. tt = 120 min. # t =15 min,
1T EDA GLU
VvV _=2.5mnml BV _=15ml ¥V, =5ml
TT EDA GLU
-~ INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- TI= 4 °C - Ao: 1.125 Ui/ml
- pH: 4.8 - C.: 40 g/)
SOPORTE AI(UI/g) R (4)
Silice precipitada 15. 609 55.5
Nylon en polvo 17. 156 61.0
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TABLA 5.4

DESACTIVACION TERMICA DE B-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS INMOVILIZADA
POR ADSORCION SOBRE SILICE PRECIPITADA Y NYLON EN POLVO

CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- Temperatura: 25 °C

- pH: 4.8

- Actividad inicial de la disolucidn enzimdtica: 1.125 Ul/ml

- Concentracién del soporte: 40 g/l
CONDICIONES DE DESACTIVACION:

=~ Temperatura: 50 °C

- pH: 4.8

~ Concentracidn del complejo enzima-soporte {silice): 0.075 g/ml

- Concentracidén del complejo enzima-soporte (nylon): 0.20 g/ml
Actividad del comple jo enzima-soporte (silice): 14.29 Ul/g
Actividad del comple jo enzima-soporte (nylon): 5.54 Ul/g

% ACTIVIDAD INICIAL
t (horas)
Enzima libre Soporte: Silice Soporte: HNylon
0.0 100.0 100.0 100.0
2.0 98.5 85.0 80.0
4.0 96.0 48.5 59.0
10.0 39.5 20.2 40.0
24.0 8.0 13.0 22.0
30.0 4.0 12.8 21.6
410.0 0.0 12.7 21.4
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TABLA 5.5

DESACTIVACION TERMICA DE 3-GLUCOSIDASA INMOVILIZADA POR ENTRECRUZAMIENTO
CON GLUTARALDEHIDO SOBRE SILICE PRECIPITADA Y NYLON EN POLVO

CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- Temperatura: 25 °C

- pH: 4.8

~ Actividad inicial de la disoclucidén enzimdtica: 1.125 Ul/ml

- Concentracién del soporte: 40 g/1

-~ Concentracién de glutaraldehido: 0.5 ¥ v/v en agua
CONDICIONES DE DESACTIVACION:

- Temperatura: 50 °C

- pH: 4.8

- Concentracién del complejo enzima-soporte (sflice): 0.08 g/ml

~- Concentracidén del complejo enzima-soporte (nylon): 0.083 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte (silice): 13.84 Ul/g

~ Actividad del complejo enzima-smoporte (nylon): 13.28 Ul/g

% ACTIVIDAD INICIAL
t (horas)
Soporte: Silice Soporte: Nylon
0.0 100.0 100.0
2.0 87.0 92.0
4.0 66.5 81.5
10.0 51.8 62.0
24.0 42,0 61.0
30.0 40,0 61.0
40.0 39.5 60.8
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TABLA 5.6

DESACTIVACION TERMICA DE B-GLUCOSIDASA INMOVILIZADA SOBRE
SILICE PRECIPITADA Y NYLON EN POLVO
POR FORMACION DE UN ENLACE ENTRE EL SOPORTE Y LA ENZIMA

CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA LA SILICE PRECIPITADA:

- ACTIVACION DEL SOPORTE: ~ INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- T : 45 °C -T: 4 °C
SECADD I
-t : 24 horas - t: 2 horas
SECADO I
- C : 15 %4 en HCI]
Ticl,

CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA EL NYLON EN POLVO:
- ACTIVACION DEL SOPORTE:

- O-ALQUILACION: - AMINOACTIVACION: - ACTIVACION CON GLUTARAL:
# C = 12.5% v/v Cl1_CH # C =100 % ¥ C = 5% v/v agua
TT 2 2 EDA GLU
#t =15 min. #t = 120 min. #t =15 min.
TT EDA GLU
#V_ =2.5ml # v _=5ml #V._ =5ml
TT EDA GLU

~ INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- T=4a°C ~ A s 1.125 Ul/ml
- pH: 4.8 - C: 40 g/1

CONDICIONES DE DESACTIVACION:
~ Temperatura: 50 °C
- pH: 4.8
« Concentracién del complejo enzima-soporte (silice): 0.07 g/ml
- Concentracién del complejo enzima-soporte (nylon): 0,064 g/ml
- Actividad del complejo enzima-soporte (silice): 15.61 Ul/g
- Actividad del complejo enzima-soporte (nylon): 17,16 Ul/g

% ACTIVIDAD INICIAL
t (horas)
Soporte: Silice Soporte: Nylon
0.0 100.0 100.0
2.0 90.0 98.5
4.0 80.0 96.0
10.0 76,5 94.5
24.0 72.0 90.5
30.0 71.8 89.4
40.0 71.9 86.4 |
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TABLA 5.7
ESTABILIDAD TERMICA DE B-GLUCOSIDASA PROCEDENTE DE DIFERENTES
FUENTES INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA EL NYLON EN POLVO:
- ACTIVACION DEl. SOPORTE:

- O-ALQUILACION: -~ AMINOACTIVACION: - ACTIVACION CON GLUTARAL:
# C_ = 12.5% v/v C1 CH # C = 100 % # C_ = 5% v/v agua
TT 2 2 EDA GLU
bt = 15 min. # Lt =120 min, # bt =15 min.
TT EDA GLU
¥V = 2,5 ml # V. _=35ml #V =35ml
TT EDA GLU
- INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- TI= 4 °C - Ab: 1.125 UI/ml
- pH: 4.8 - CS: 40 g/1

CONDICIONES DE DESACTIVACION:
- Temperatura: 50 °C
- pH: 4.8
- Concentracién del complejo enzima-soporte {nylon): 0.064 g/ml
- Actividad del complejo enzima-soporte (nylon): 17.16 Ul/g

% ACTIVIDAD INICIAL
t (horas)
T. reesei N. crassa A, niger P. funi.
0.0 100.0 100.0 100.0 100.0
1.5 60, 5 101.6 91.3 98.3
2.5 51,0 99,2 79.6 98.5
3.5 47.8 100.0 79.6 98.1
24,0 39.6 98.9 75.6 98.2
26.5 38.2 97.5 74.5 97.2
44.0 . 1.5 94.0 74.9 97.1
46.0 31.7 93,0 73.8 96.7
50.5 30.6 93.0 74.2 96.9
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TABLA 5.8
INMOVILIZACION DE 3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
SOBRE NYLON EN POLVO: REPETITIVIDAD DE RESULTADOS

CONDICIONES DE OPERACION:
- ACTIVACION DEL SOPORTE:

- Temperatura: Temperatura ambiente
1) O-algquilacidn:

— Tiempo, tTT: 15 minutos
- Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, CTT: 12.5% v/v en CIBCH2

11) Aminocactivacidn:

- Tiempo, t : 120 minutos
EDA

— Concentracidén de etilendiamina, Cmm= 100%

111) Activacidn con glutaraldehido:

= Tiempo, t_: 15 minutos
GLU

~ Concentracién de glutaraldehido, CGLU: 5% v/v en agua

~ INMOVILIZACTON:

- Tiempo, tI: 15 horas
~ Temperatura, TI: 25 °C

- Actividad disolucién enzimatica inicial, AO: 0,626 Ul/ml

CARACTERISTICAS DEL SOPORTE:

- Masa de soporte: 0.5 g
~ Concentracidén del soporte, CS: 40 p/1

Experimento AI(UI/gr) R (%)
1 7.5949 48. 53
2 7.6105 48. 63
3 7.6747 49,04
4 T.5589 48, 30
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TABLA 5.9
INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE AMINOACTIVACION

CONDICIONES DE OPERACION:
- ACTIVACION DEL SOPORTE:

- Temperatura: Temperatura ambiente
1)} O-alquilacién:

-~ Tiempo, tTT: 15 minutos
- Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, CTT: 12. 5% v/v en C12CH2

11) Amincactivacidén:

- Tiempo, t__: 120 minutos
EDA

111) Actlivacidn con glutaraldehido:
- Tiempo, t_ : 15 minutos
oLy

- Concentracidén de glutaraldehido, Cmﬂ: 5% v/v en agua

~ INMOVILTIZACION:

- Tiempo, tI: 15 horas
- Temperatura, TI: 25 °C
- Actividad disolucién enzimatica inicial, AO: 0.626 UIl/ml

CARACTERISTICAS DEL SOPORTE:

- Masa de soporte: 0.5 g
- Concentracidén del soporte, Cs: 10 g/l

tEDA(minutos) AI(UI/gr) R (%)
0.0 5.5448 35, 43
60.0 5.1066 32.63
90;0 6.6888 42.74
120.0 7.6105 48,63
130.0 6. 9705 44,54
180.0 3.5103 22.34
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TABLA 5.10

INMOVILIZACION DE S-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ETILENDIAMINA

CONDICIONES DE OPERACION:
- ACTIVACION DEL SOPORTE:

- Temperatura: Temperatura amblente
1) O-alquilacién:

- Tiempo, tTT: 15 minutos
- Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, CTT: 12. 5% v/v en C12CH2

11) Amincactivacion:

- Tiempo, t_ : 120 minutos
EDA

111) Activacién con glutaraldehido:

- Tiempo, t_: 15 minutos
cLU

- Concentracién de glutaraldehido, Cnuf 5% v/v en agua

-~ INMOVILIZACION:

- Tiempo, tl: 15 horas
-~ Temperatura, TI: 25 °C
- Actividad disolucién enzimédtica inicial, AO: 0.626 Ul/ml

CARACTERISTICAS DEL SOPORTE:

- Masa de soporte: 0.5 g
- Concentracién del soporte, CS: 40 g/l

c (0 | A (ui/gn) R (%)

0.0 5.5448 35.43
20.0 4, 8765 31.26
40.0 5.5980 35.77
60,0 6.3539 40,63
80.0 6.5339 41,75
100.0 7.6105 48, 63
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TABLA 5.11

INMOVILIZACION DE B-GLUCQOSIDASA DE Penicillium funiculosum
SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ACTIVACION
CON GLUTARALDEHIDO

CONDICIONES DE OPERACION:
- ACTIVACION DEL SOPORTE:;

- Temperatura: Temperatura amblente
1) O-alquilacion:

~ Tiempo, tTT: 15 minutos
-~ Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, CTT: 12. 5% v/v en ClBCH2

11) Amincactivacidn:

- Tiempo, tEDA: 120 minutos

- Concentracién de etilendiamina, Cmm: 100%

111) Activacidn con glutaraldehido:

- Concentracién de glutaraldehido, CGLU: 8% v/v en agua

- INMOVILIZACION:

- Tiempo, tI: 15 horas
- Temperatura, TI: 25 °C

- Actividad disolucidén enzimatica inicial, AO: 0.626 Ul/ml

CARACTERISTICAS DEL SOPORTE:

- Masa de soporte: 0.5 g
- Concentracién del soporte, CS: 40 g/l

tGLU(minutos) AI(UI/gr) R (X)
0.0 6.7452 43,13
15.0 7.6105 48, 63
30.0 4,7419 30.34
60.0 1.5963 10. 20
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TABLA 5.12

INMOVILIZACION DE S-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE GLUTARALDEHIDO

CONDICIONES DE OPERACION:
- ACTIVACION DEIL. SOPORTE:

- Temperatura: Temperatura ambiente
1) O-alquilacidn:

- Tiempo, tTT: 15 minutos
- Concen, tetrafluorcborato de trietiloxonio, CTT: 12.5% v/v en C12CH2
11) Aminoactivacidn:

- Tiempo, t__: 120 minutes
EDA

- Concentracién de etilendiamina, CEDA: 100%

111) Activacidn con glularaldehido:

- Tiempeo, t_: 15 minutos
GLU

— INMOVILIZACION:

- Tiempo, tI: 15 horas
- Temperatura, TI: 25 °C
- Actividad disclucién enzimdtica inicial, AD: 0.626 Ul/ml

CARACTERISTICAS DEL SOPORTE:

~ Masa de soporte: 0.5 g
-~ Concentracién del soporte, CS: 40 g/1

CGLU(%) AI(UI/gr) R (%)
0.0 6. 7452 43,13
5.0 7.5589 48.30

12.5 8, 8203 56.36

23.0 T7.2882 46,47
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TABLA 5.13

INMOVILIZACION DE S-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE INMOVILIZACICN

CONDICIONES DE OPERACION:
- ACTIVACION DEL SOPORTE:

~ Temperatura: Temperatura ambiente
1) O-alquilacidn:
- Tiempo, tTT: 15 minutos

- Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, CTT: 12.5% v/v en C12CH2

11) Aminocactivacidén:
- Tiempo, t__ : 120 minutos
EDA
- Concentracién de etilendiamina, cmm= 100%
111) Activaclon con glutaraldehido:
- Tiempo, t_ : 15 minutos
GLU

-~ Concentracién de glutaraldehido, Ccuf 12.5% v/v en agua

- INMOVILIZACION;

- Tiempo, tI: 15 horas
- Actividad disolucién enzimdtica inicial, AO: 0.626 Ul/ml

CARACTERISTICAS DEL SOPORTE:

~ Masa de soporte: 0.5 g
- Concentracidén del soporte, Cs: 40 g/1

TI('C) AI(UI/gr) R (%)
4 4,5229 28.90
15 6.5261 41.70
25 17,6105 48,63
35 7. 4964 47.90
45 3. 1457 20.1
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TABLA 5.14

INMOVILIZACION DE 3-GLUCOSIDASA DE Peniciilium funiculosum
SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INMOVILIZACION

CONDICIONES DE OPERACION:
- ACTIVACION DEL SOPORTE:

~ Temperatura: Temperatura ambiente
1) 0O-alquilacidn:

- Tiempo, tTT: 15 minutos
~ Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, CTT: 12.5% v/v en C12C[-Ia

11) Aminoactlivacidn:
- Tiempo, t__: 120 minulos
EDA
- Concentracién de etilendiamina, Cmm: 100%
111) Activacidén con glutaraldehido:

- Tiempo, t_: 15 minutos
GLU

- Concentracidén de glutaraldehido, CGLU: 12.5% v/v en agua

- INMOVILIZACION:

— Temperatura, TI: 25 °C

- Actividad disclucién enzimatica inicial, AO: 0.626 Ul/ml

CARACTERISTICAS DEL SOPORTE:

- Masa de soporte: 0.5 g
-~ Concentracién del soporte, CS: 40 g/l

tI(horas) AI(UI/gr) R (%)
2 3.8843 24.82
4 4.5072 28.80
8 6.7529 43,15
10 7.6231 48.71
15 7.6105 48,63




5, RESULTADOS EXPERIMENTALES 90

TABLA 5.15
INMOVILIZACION DE S-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL DE LA
DISOLUCION ENZIMATICA

CONDICIONES DE OPERACION:

~ ACTIVACION DEL SOPORTE:

- Temperatura: Temperatura ambiente
1) O-alquilacion:

~ Tiempo, tTT: 15 minutos
- Concen. tetraflucroborato de trietiloxonio, CTT: 12.5% v/v en Clacﬂ2

11) Aminoactivacion:

- Tiempo, t__ : 120 minutos
EDA

- Concentracién de etilendiamina, CHM: 100%
111) Activacion con glutaraldehido:

- Tiempo, t__: 15 minutos
GLU

-~ Concentracién de glutaraldehido, CmU: 5% v/v en agua

~ INMOVILIZACION:

~ Tiempo, tI: 15 horas
-~ Temperatura, TI: 25 °C

CARACTERISTICAS DEL SOPORTE:

- Ma=a de soporte: 0.5 g
- Concentracidén del soporte, CS: 40 g/l

AD(UI/ml) AI(UI/gr) R (%)
0, 3836 2.2265 23.22
0. 6260 7.6105 A8.63
0.7688 9.2833 48,50
1.0359 17,2633 66,66
1.2648 17.6835 55.93
1.9754 17. 2006 34.83
2.9525 17.6434 23.90
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ESTABILIDAD TERMICA DE LA 3-GLUCOSIDASA

pH: 4.8

TABLA 5.16

DE Penicillium funiculosum LIBRE

Actividad B~glucosidasa de la disolucién enzimatica: 1.04 UI/ml

Actividad especifica:

1.17 Ul/mg de proteina

Temperatura: 30 °C
MUESTRA t{minutos) A (UI/ml} | Act. Residual (%)
0 0 1.040 100.00
1 15 1,062 102,15
2 30 1.076 103.42
3 A5 1. 094 105,22
4 60 1,141 109.69
5 120 1. 156 111.11
6 180 1.123 108, 00
7 455 1.102 106. 00
8 1420 0.999 96. 15
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t

1

ESTABILIDAD TERMICA DE LA -GLUCOSTDASA

pH: 4.8

TABLA 5.17

DE Penicillium funiculosum LIBRE

Actividad B-glucosidasa de la disolucién enzimdtica: 1.04 UI/ml

Actividad especifica:

1.17 Ul/mg de proteina

Temperatura: 40 °C
MUESTRA t{minutos) A (UI/ml) | Act. Residual (%)
0 0 1.040 100. 00
1 15 1. 087 104.50
2 30 1.108 106. 50
3 45 1.101 105.95
4 60 1.095 105. 27
5 120 1.079 103,74
6 180 1.066 102. 54
7 455 0,948 91.16
8 1420 0.693 66. 66
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TABLA 5.18

ESTABILIDAD TERMICA DE LA B-GLUCOSIDASA
DE Penicillium funiculosum LIBRE

pH: 4.8

Actividad f8-glucosidasa de la disolucidén enzimdtica: 1.04 Ul/ml

Actividad especifica:

Temperatura: 45 °C

1.17 Ul/mg de proteina

MUESTRA t (minutos) A (UL/ml) | Act. Residual (%)
0 0 1.040 100. 00
1 15 1.065 102., 44
2 30 1.Q70 102.88
3 45 1. 065 102. 24
4 60 1.059 101, 90
5 120 1.105 100.97
6 180 1. 001 96, 27
7 455 0. 869 83.56
3 1420 0.564 54,22
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- pH: 4.8

- Actividad fi-glucosidasa de la disolucién enzimdtica: 1.04 Ul/ml

- Actividad especifica:

ESTABILIDAD TERMICA DE LA $3-GLUCDSIDASA

TABLA 5.19

DE Peniciliium funiculosum LIBRE

-~ Temperatura: 50 °C

1.17 Ul/mg de proteina

HUESTRA t{minutos) A (UI/ml} | Act. Residual (%)
0 o 1.040 100. 00
1 15 1,044 100. 43
2 30 1.043 100. 27
3 45 1.032 99, 27
4 60 0,993 95, 48
3 120 0.977 93,91
6 180 0, 922 88.64
7 455 0,822 79.04
8 1420 0. 399 38. 42
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I

TABLA 5.20

ESTABILIDAD TERMICA DE LA S~GLUCOSIDASA
DE Penicillium funiculosum LIBRE

pH: 4.8
Actividad B-glucosidasa de la disolucién enzimdtica: 1.04 UI/ml
Actividad especifica: 1.17 Ul/mg de proteina

Temperatura: 55 °C

MUESTRA t{minutos) A (UI/ml) | Act. Residual (%)
4] 0 | 1.040 100, 00
1 15 1.041 100. 16
2 30 1.002 96, 34
3 45 0.978 94. 06
4 60 0.937 90, 06
5 120 0.912 87.67
5] 180 0.852 81.91
7 455 0. 669 64,41
3 1420 0. 268 24.83
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ESTABILIDAD TERMICA DE LA S-GLUCOSIDASA

pH: 4.8

TABLA 5.21

DE Penicillium funiculosum LIBRE

Actividad B-glucosidasa de la disolucién enzimdtica: 1.04 Ul/ml

Actividad especifica:

1.17 Ul/mg de protelna

Temperatura: 60 *C

MUESTRA t(minutos) A (UI/ml) | Act. Residual (%)
o 0 1.040 100. 00
1 15 1,012 97.30
2 30 0. 896 86,19
3 45 0.871 83.75
4 60 0. 809 77.84
5 120 0. 696 66,95
6 180 0. 646 62,16
7 455 0.249 23.90
3 1420 0. 000 0. 00
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ESTABILIDAD TERMICA DE LA B~GLUCOSIDASA

pH: 4.8

TABLA 5.22

DE Penicillium funiculosum LIBRE

Actividad B-glucosidasa de la disolucién enzimatica: 1.04 UI/ml

Actividad especifica:

1.17 Ul/mg de proteina

Temperatura: 65 °C

MUESTRA t{minutos) A (UI/ml) | Act. Residual (%)
0 0 1.040 100. 00
1 15 0. 889 85.45
2 30 0.819 78.74
3 45 0.770 74,08
4 60 0.653 62.76
5 120 0. 463 44,51
6 180 0. 359 34.54
7 455 0. 056 0. 54
8 1420 0. 000 0.00
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ESTABILIDAD TERMICA DE LA 3-GLUCOSIDASA

pH: 4.8

TABLA 5.23

BE Penicillium funiculesum LIBRE

Actividad B-glucosidasa de la disolucién enzimatica: 1.04 UI/ml

Actividad especifica:

1,17 Ul/mg de proteina

Temperatura: 70 °C

MUESTRA t (minutos) A (UI/ml) | Act. Residual (%)
0 0 1.040 100. 00
1 15 0.812 78,05
2 30 0. 587 56. 47
3 45 0. 536 51.58
4 60 0. 245 23.60
3 120 0, 000 0. 00
6 180 0, 000 0.00
7 455 {0,000 0. 00
g 1420 0. 000 0.00




5. RESULTADOS EXPERIMENTALES 99

TABLA 5.24

ESTABILIDAD TERMICA DE LA S-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

pH: 4.8

;

Actividad inicial del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/g

Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

Temperatura: 30 °C

MUESTRA t (minutos) AI(UI/g) Act. Residual (%)
0 0 17.510 100. 00
1 15 17.729 101.25
2 30 17.758 101, 42
3 60 17.725 101.23
4, 120 17.981 102. 69
5 500 17.582 100, 41
6 720 17. 802 101, 67
7 1500 17. 685 101.00
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TABLA 5.25

ESTABILIDAD TERMICA DE LA B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

pH: 4.8

Actividad inicial del complejo enzima-soporte:

17.5 Ul/g

Concentracién del complejo enzima-soporte: 0,06 g/ml

Temperatura: 40 °C

MUESTRA t(minutos) AI(UI/g) Act, Residual (%)
0 o 17.510 100. 00
1 15 18.018 102. 90
> 30 17.878 102. 10
3 60 18. 051 103. 09
A 120 17, 482 99. 84
5 500 18. 240 104. 17
6 720 17.545 100, 20
7 1500 17.837 101, 87
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TABLA 5.26

ESTABILIDAD TERMICA DE LA B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

1

pH: 4.8

Actividad inicial del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/g

Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

Temperatura: 50 °C

MUESTRA t{minutos) AI(UI/g) Act. Residual (%4}
0 0 17.510 100. 00
1 15 17.510 100. 00
2 30 17.545 100. 22
3 60 17.212 98,30
4 120 17, 247 98. 50
5 500 17.179 98, 11
6 720 17.102 97. 67
7 1500 17.099 97. 65
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TABLA 5.27

ESTABILIDAD TERMICA DE LA B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

pH: 4.8

Actividad inicial del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/g

Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

Temperatura: 60 °C

MUESTRA t({minutos) AI(UI/g) Act. Residual (%)
Q 0 17,510 100. 00
1 i5 16,727 95.53
2 30 16,183 92,42
3 60 15,274 87.23
4 120 14, 479 82.69
5 500 13.082 T4.71
6 720 12,882 73. 57
7 1500 12,607 72.00
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TABLA 5.28

ESTARILIDAD TERMICA DE LA B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

)

1

pH: 4.8

Actividad inicial del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/g

Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

Temperatura: 70 °C

MUESTRA t(minutos) AI (UI/g) Act. Residual (%)
0 0 17.510 100, 00
1 15 17.729 86.75
2 30 17.758 78.82
3 60 17.725 70.23
4 120 17,981 62.69
5 500 17.582 53.41
6 720 17.802 52.67
7 1500 17.685 50.65
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TABLA 5.29

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 30 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracidén inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

~ Actividad inicial de la disolucién enzimatica: 1.13 Ul/ml

MUESTRA t (minutos) Ccelob.(mM) quuco(mM) CONVERSION
0 0 10. 000 0.000 0. 000
1 30 9,607 0. 806 0. 040
2 60 9,242 1.521 0.076
3 120 8.196 3.604 0. 180
4 180 7.247 5.437 0.273
5 300 5,539 8.917 0. 446
6 480 3.711 12. 601 0. 629
7 600 2,761 14, 420 0.724
8 720 1.966 16.079 0.804
9 1000 0.906 18.211 0,909
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TABLA 5.30

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON S-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

Temperatura: 40 °C
- Volumen total: 100 ml
- pH: 4.8

- Concentracidén inicial de celobiosa:

10 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacidn: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolucidn enzimatica:

1.13 Ul/ml

MUESTRA t(minutos) | C_ o (mM) | € CONVERS ION
0 0 10. 000 0. 000 0.000
! 30 9.565 0.884 0.044
2 60 8,815 2.326 0.1185
3 120 7.641 4.703 0.236
4 180 6.294 7,419 0.371
5 300 4.501 10. 956 0.549
6 480 2.615 14,787 0.739
7 600 1.665 16. 602 0.834
8 720 1,151 17,701 0.885
9 1000 0.436 19.122 0.956
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TABLA 5,31

HIDROLTSIS DE CELOBTIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

Temperatura: 50 °C

-~ Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM
- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolucién enzimdtica: 1.13 UI/ml

MUESTRA t(minutos} Cce]ob.(mH) gluco CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0.000
1 30 g.212 1.597 0.079
2 60 8.198 3.619 0.180
3 120 6.472 7.003 0.353
4 180 4,759 10. 467 0.524
5 300 2.433 15.143 0.757
6 480 0. 632 18,702 0,937
7 600 0.274 19, 461 0.973
8 720 0.114 : 19.783 0.989
9 1000 0., 000 19.951 1.000
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TABLA 5.32

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE GPERACION:

Temperatura: 60 °C

~ ¥olumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celcbiocsa:r 10 mM
~ Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

~ Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

~ Actividad inicial de la disolucidén enzimdtica: 1,13 Ul/ml

MUESTRA t{minutos) Ccelob.(mH) Cgluco(mM) CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0. 000
1 30 9. 065 1.836 0.0935
2 60 7.542 4.965 0.246
3 120 5.521 8,921 0. 448
4 180 3.769 12.502 0.623
5 300 1. 447 17. 106 0.855
6 480 0.243 19,522 0,976
7 600 0. 079 19, 906 0.992
8 720 0. 022 19,997 0.998
9 1000 C. 000 20. 051 1.000
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TABLA 5.

33

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B~GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCTA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 70 °C
- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

~ Concentracidn inicial de celobiosa:

10 mM

- Concentracidén inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacidén: 200 r,p.m.

- Actividad inicial de la discolucién enzimatica:

1.13 Ul/ml

MUESTRA t {minutos) celob‘(m}l) gluceo CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0, 000
1 30 9.076 1. 851 0.092
2 60 8.085 3. 842 0.192
3 120 6.932 6. 156 0.307
4 180 6.474 7.082 0.353
5 300 6.143 7.714 0.386
6 A80 6.098 7.901 0.3%90
7 600 6.061 7.920 .394
8 720 6. 051 7.942 0,395
9 1000 6.05] 7.951 0.395
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TABLA 5.34

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CELOBIOSA

CONBICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 2 mM
- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolucién enzimatica: 1.15 UI/ml

MUESTRA t(minutos) Ccelob.(mM) Cgluco(mM) CONVERSION
0 0 2.000 0. 000 0. 000
1 30 1.436 1,122 0. 282
P 60 0.850 2,353 0,573
3 120 0. 237 3,528 0.882
4 180 0.076 3.876 0,962
L 300 0, 007 3.984 0. 997
6 480 0. 000 4, 009 1. 000
7 600 0. 000 3.999 1,000
8 720 0,000 4,008 1,000
S 1000 0, 000 4,007 1,000
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TABLA 5.35

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculesum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

= Temperatura: 60 °C
= Veolumen total: 100 ml
- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 5 mM

~ Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la discolucidn enzimdtieca: 1.15 Ul/ml

MUESTRA t(minutos} ce]ob.(mﬁ) gluco CONVERSION
0 0 5.000 g, 000 0. 000
1 30 1,136 1. 780 0.173
2 60 3.050 3.918 0. 390
3 120 1,567 6. 878 0.687
4 180 0. 656 8,753 0.869
5 300 0. 160 9. 800 0. 980
6 480 0. 008 10. 002 0.999
7 600 0.002 10. 0G0 0.999
8 720 0. 000 10.004 1.000
9 1000 0. 000 10. 000 1.000
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TABLA 5,36

HIDROLISIS DE CELOBRIOSA CON B-GLUCOSTIDASA DE Penicillium funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

Temperatura: 60 °C

Volumen total: 100 ml

pH: 4.8

Concentracidén inicial de celobkiosa: 15 mM
Concentracién inicial de glucosa: 0 mM
Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

Actividad inicial de la disolucidn enzimatiea: 1.15 Ul/ml

MUESTRA t(minutos) Ccelob.(mM) Cgluco(mM) CONVERSION
0 0 15,000 0. 000 0. 000
1 30 14,190 1.611 0.054
2 60 12.970 4, 098 0.135
3 120 10,740 8,524 0.284
4 180 8.714 12. 575 0.419
5 300 5.981 18,017 0.601
6 480 2.801 24,396 0.813
7 600 1.544 26,910 0.897
8 720 0. 802 28, 412 ' 0.947
9 1000 0.164 29. 708 0.989
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TABLA 5.37

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penicililium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 25 mM
- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m,

- Actividad inicial de la disolucidén enzimdtica: 1.15 Ul/ml

MUESTRA t(minutos) Coelobl(mM) aluco CONVERSION
0] O 25.000 0. 000 0. 000
1 30 24.490 1.0M 0,020
2 60 23.475 3. 000 0. 060
3 120 22.045 5,968 0.118
4 180 20,710 8,610 0.172
5 300 18,380 13. 255 0.265
6 480 15,015 19. 913 0,399
7 600 13. 445 23, 110 0.462
8 720 12. 420 25,118 0.503
9 1000 7.156 35, 605 0.714
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TABLA 5.38

HIDROLISIS DE CELCBIOSA CON (-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracidén inicial de celobiosa: 10 mM
~ Concentracidn inicial de glucosa: 5 mM

-~ Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolucién enzimatica: 1.13 UIl/ml

MUESTRA t {minutos) Ccelob'(mﬂ) quuco CONVERSION
0 0 10. 000 5. 000 0. 000
1 30 9. 265 6. 400 0.074
2 60 8.142 8. 740 0.186
3 120 6.110 12,780 0.389
4 180 4, 480 16.040 0.552
5 300 2.170 20. 666 0.783
6 480 0,512 23.810 0.944
7 600 0.174 24,720 0.936
8 720 0,070 24. 840 0.993
9 1000 0, 600 25. 000 1.000
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TABLA 5.39

HIDROLISIS NDE CELOBIOSA CON f3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE GLUCOSA

CONDIGCIONES DE OPERACION:

~ Temperalura: 60 °C
~ Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracidén inicial de glucosa: 10 mM

-~ Velocidad de agitacién: 200 r,p.m.

~ Actividad inicial de la disolucién enzimdtica: 1.13 Ul/ml

]
MUESTRA t (minutos) (mM) C(mbf) CONVERSION
celob, gluco

0 0 10.000 10. 000 0. 000
1 30 9. 465 11.085 0. 054
2 60 8.342 13.325 0. 1866
3 120 6,512 16,982 0. 349
4 180 5.030 19,949 0. 497
5 300 2.870 24, 268 0,713
6 480 0.914 28,185 0. 909
7 600 0. 377 29. 250 0. 962
8 720 0,143 29,736 0. 986
9 1000 0. 024 29,976 D.998




5, RESULTADOS EXPERIMENTALES 115

TABLA 5.40

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracidén inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 20 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolucién enzimdtica: 1.13 UI/ml

MUESTRA t (minutos) Ccelob.(mﬂ) Cgluco(mM) CONVERSION|
0 0 10, 000 20. 000 0.000
1 30 9,565 20. 887 0.044
2 60 8.742 22,540 0. 126
3 120 7.212 25, 585 0.279
4 180 6. 230 27.540 0. 377
] 300 3.870 32, 267 0.613
6 480 1.763 36. 460 0. 823
7 600 1.077 37, 862 0. 892
8 720 0.546 38, 928 0.946
9 1000 0. 200 39. 608 0.980
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TABLA 5.41

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL DE f-GLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERAGION;

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

~ Actividad inicial de la diselucién enzimadtica: 0.32 UI/ml

MUESTRA t{minutos) Ccelob.(mﬂ) Cgluco(mM) CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0.000
1 30 9. 867 0. 266 0.013
2 60 9,348 1,304 0. 065
3 120 8. 987 2.030 0. 101
4 180 7.998 4,006 0.200
5 300 6.751 6.498 0. 325
6 480 5.631 8.740 0. 437
7 600 4,879 10. 240 0.512
8 720 4.173 11,653 0. 583
9 1000 3.568 12. 862 0. 643
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TABLA 5,42

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON R-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL DE B-GLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

-~ Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM
- Concentracidén inicial de glucosa: O mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolucién enzimatica: 2.07 UIl/ml

MUESTRA t (minutos) Ccalob.(mﬂ) Cglueo(mH] CONVERSION
0 0 10, 000 0. 000 0. 000
1 30 9. 265 1.486 0.074
2 &0 7. 742 4.520 0. 226
3 120 5.210 9,580 0.479
4 180 3.582 12. 846 0.642
5 300 1.072 17. 840 0,892
6 480 0. 084 19. 820 0.992
7 600 0.016 19,960 0. 998
B 720 0. 000 19,993 1. 000
9 1000 0. 000 20.002 1.000
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TABLA 5.43

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL DE B-GLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Valumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM
- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolucién enzimatica: 4.00 UI/ml

MUESTRA t (minutos) Ccelob.(mﬂ) Cgluco(mM) CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 . 000
1 30 B, 265 3. 478 0,174
2 60 5,842 8.320 C. 416
3 120 2.210 15.582 0.779
4 180 0. 421 19. 161 0. 958
5 300 0. 006 19. 880 0, 994
6 480 0. 000 19,995 1. 000
7 600 Gg. 000 19.998 1,000
8 720 0. 000 20,002 1,000
2 1000 0, 000 20,003 1.000
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TABLA 5, 44

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DEL pH

CONDICIONES DE OPERACION:

-~ Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 3.5

- Concentracidén inicial de celoblosa: 10 mM
- Concentracién inicial de glucosa: 0O mM

~ Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolucién enzimatica: 1.15 Ul/g

MUESTRA t (minutos) Ccelob.(mM) gluco CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0. 000
1 30 9.765 0. 476 G, 024
2 60 9.142 1.720 0. 086
3 120 8. 510 2.980 0.149
4 180 7.589 4,824 0.241
5 300 6.577 6.840 0.342
6 480 5. 423 9, 166 0, 458
7 600 4.577 10.836 0, 542
2] 720 3.872 12,257 0.613
g 1000 2.860 14,820 0.741
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TABLA 5.45
HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON S-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
LIBRE: INFLUENCIA DEL pH

CONDICIONES DE OPERACION:

Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 6.3

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM
-~ Concentracidén inicial de glucosa: 0 mM

~ Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m,

~ Actividad inicial de la disclucién enzimatica: 1.15 Ul/g

MUESTRA t(minutos) | C__ = (mM) | € (mM) | CONVERSION
0 0 10. 000 0.000 0. 000
1 30 9.765 0. 480 0.024
2 60 8. 542 2.920 0.146
3 120 7.210 5. 580 0.279
4 180 5.589 8.824 0. 441
5 300 3. 377 13. 240 0. 662
6 480 2.023 15. 956 0,798
7 600 1.277 17. 446 0. 872
8 720 0.872 18.257 0.913
9 1000 0. 366 19.265 0. 963
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TABLA 5.46

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON S-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO:

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

~ Concentracidn inicial de celobiosa:

10 mM

~- Concentracién inicial de glucosa: O mM

~ Velocidad de agitacidén: O r.p.m.

~ Concentracidén del complejo enzima-soprte: 0,06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte:

17.5 Ul/g

MUESTRA t(minutos) celob.(mM) g1uco CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0.000
1 30 9. 607 0.786 0,039
2 60 8. 165 3.670 0,184
3 120 6.514 6.970 0. 349
4 180 5.486 9.046 0. 451
5 300 3. 416 13,168 0, 658
& 480 1. 560 16,820 0, 844
7 600 0.873 18, 260 0.913
8 720 0. 460 19. 083 g, 954
9 1000 0,125 19,752 0. 988

INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE AGITACION
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TABLA 5.47

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON 3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO:

CONDICIONES DE OPERACION:

INFLUENCTIA DE LA VELCCIDAD DE AGITACICN

Temperatura: 60 °C

Volumen total: 100 ml

pH: 4.8

Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM
Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m.

Concentracién del complejo enzima soporte: 0.06 g/ml

Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/g

MUESTRA t(minutos) Ccelob'(mﬁ) Cg‘uco(mﬂ) CONVERSION

0 0 10. 000 0.000 . 000

30 9,207 1.578 0.079
2 60 8.165 3.687 0.184
3 120 6.514 6. 980 0. 349
4 180 4. 987 10. 025 0.501
5 300 2.416 15.160 0,758
6 480 0. 960 18. 076 0.904
7 600 0.473 19,060 0.953
8 720 0.160 19.865 0.984
9 1000 0.025 19.958 0.998
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TABLA 5.48

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE AGITACION

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM

~ Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacién: 400 r.p.m,

- Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t (minutos) Ccelob.(mH) Cgluco(mH) CONVERSION
0 0 10, 600 0. 000 0, 000
1 30 9. 357 1.308 0. 065
2 60 8.183 3. 620 0,182
3 120 6. 451 7.070 0. 355
1 180 4,976 10. 046 0. 503
5 300 2,100 15. 868 0,788
6 480 0. 658 18. 080 0.9%04
7 600 0,373 19. 060 0.963
] 720 0. 180 19,683 0.984
9 1000 0.004 20,003 0,998
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TABLA 5.49

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 30 °C

- Volumen total: 100 ml

~ pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM

~ Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

-~ Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m.

- Concentracidén del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t (minutos) Cce]ob.(mH) cgluco(mu) CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0. 000
1 30 9. 607 0.788 0. 039
2 60 9,442 1.117 0. 056
3 120 9,196 1, 600 0. 080
4 180 8,274 3, 455 0,173
5 300 6.539 6.920 0. 346
6 480 5.711 9. 786 0. 489
7 600 4,761 10. 480 0,524
8 720 3. 960 12,085 0, 604
9 1000 2. 906 14,178 0.709
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TABLA 5,50

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

~ Temperatura: 40 °C

~ Volumen total: 100 ml

~ pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

-~ Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m.

~ Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t (minutos) Ccelob.(mM) Cgluco(mﬂ) CONVERSION
0 0 10, 000 0. 000 0. 000
1 30 9,787 0.418 a.021
2 60 9,242 1.517 0,076
3 120 8. 465 3,000 0.154
4 180 7.514 4,985 0, 249
5 300 5.686 8. 620 0.431
& 480 3. 416 - 13,166 0. 658
7 600 2.221 15, 560 0.778
8 720 1. 660 16,685 0.834
9 1000 0,676 18, 648 0.932
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TABLA 5.51

HIDROLISIS DE CELOBIDSA CON B3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 50 °C

- Volumen total: 100 ml

-~ pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracidén inicial de glucosa: O mM

- Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m.

~ Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t.(minutos) Ccelob.(mM) Cg}uco(mM) CONVERSION
0 0 10, 000 0. 000 0. 000
1 30 9,511 0.988 0,049
2 60 8,465 3.077 0.154
3 120 7.514 4,980 G. 249
a4 180 5. 286 9.415 0. 471
5 300 2.916 14. 160 0.708
6 480 1,161 17. 686 0,884
T 600 0.576 18. 840 0.942
8 720 0,276 19, 445 - 0,972
9 1000 0. 050 19,900 0.995
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TABLA 5.52

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO:

CONDICIONES DE OPERACION:

~ Temperatura: 70 °C
~ Volumen total: 100 ml

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

- pH: 4.8

-~ Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

-~ Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

~ Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t (minutos) {mM) CONVERSION

celob, gluco

0 0 10. 000 0. 000 0.000
1 30 9,116 1,758 0.088
2 60 8. 165 3.677 0.184
3 120 6.514 6. 980 0. 349
4 180 4,986 10,025 0. 501
5 300 2.916 14.160 0.708
6 480 1,261 17,486 0.874
7 600 0.564 18. 880 0.944
8 720 0. 260 19, 485 0.974
9 1000 0, 043 19,921 0,996
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TABLA 5.53
HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON S—-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
INTCIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE QPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiocsa: 2 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m.

~ Concentracidén del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t (minutos) Ccelob.(mﬂ) Cgluco(mﬂ) CONVERSION
0 0 2.000 0. 000 0. 000
1 30 1.607 0,788 0.197
2 60 1.265 1. 479 0. 368
3 120 0.774 2. 483 0,613
4 180 0,544 2.910 0,728
5 300 0.184 3.633 0.908
6 480 0.039 3.923 0. 981
7 gOO 0,013 3.976 0. 994
8 720 0. 004 4.000. 0, 998
9 1000 0. 000 4, 002 1. 000




5. RESULTADOS EXPERIMENTALES 129

TABLA 5.54
HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON 3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracidén inicial de celobiosa: 7 mM

- Concentracidn inicial de glucosa: O mM

- Velocidad de agitacidn: 200 r.p.m.

- Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

-~ Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t (minutos) ccelob.(mM) Cgluco(mH) CONVERSION
0 0 7. 000 0, 000 0. 000
1 30 6. 265 1. 468 0,105
2 60 5.774 2,451 0.175
3 120 3.844 6. 341 0, 451
4 180 2,984 8,022 0.573
5 300 1.346 11,313 0. 808
6 480 0. 345 13,314 0.951
7 600 0. 143 13, 706 0.979
8 720 0. 064 13, 870 0.991
9 1000 0. 008 14. 002 0,999
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TABLA 5.55
HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON -GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 15 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m,

- Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t(minutos) | C_  _ (mM) €. oo (M) CONVERSION
0 0 15.000 0. 000 0. 000
1 30 14,527 0. 965 0.032
2 60 13.130 3. 749 0.125
3 120 11.550 6.903 0.230
4 180 9,688 10. 610 0.354
5 300 6. 462 17. 075 0.569
6 480 3. 457 23. 073 0.769
7 600 1.693 26.616 0.887
8 720 0,942 28, 110 0. 937
9 1000 0.168 29. 672 0,989
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TABLA 5.56
HIDROLISIS DE CELDBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosumn
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

~ Temperatura: 60 °C

-~ Volumen total; 100 ml

- pH: 4,8

- Concentracién inicial de celobiosa:

25 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacidn: 200 r.p.m.

- Concentracidén del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t(minutos) celob.(mM) sluoo CONVERSION
0 0 25. 000 a. 000 0. 000
1 30 24.330 1.352 0. 027
2 60 23,520 2.959 0. 059
3 120 22,620 4,813 0. 096
4 180 19.883 10. 250 0.205
5 300 16. 083 17.803 0. 356
6 480 12,650 24,700 0. 494
7 600 9.982 30. 006 0. 601
3] 720 7.689 34.610 0. 692
9 1000 3.782 42, 452 0.849
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TABLA 5.57

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON R-GLUCOSIDASA DE Penlicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

INICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

Temperatura: 60 °C

Volumen total: 100 ml

pH: 4.8

Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM
Concentracién inicial de glucosa: 5 mM

Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m.

Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t(minutos) | € = (mM) [ € (mM) | CONVERSION
0 0 10. 000 5. 000 0. 000
1 30 9.222 6.552 0.078
2 60 8.165 8. 681 0.184
3 120 6.614 11.766 0.338
4 180 5.186 14. 616 0. 481
5 300 2.986 19, 008 0.701
6 480 1.176 22. 643 0. 882
7 600 0. 554 23. 902 0.945
8 720 0.280 24. 442 0.972
9 1000 0.036 24.920 0. 996
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TABLA 5,

58

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON f3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

INMOVILIZADA SOBRE NYLCN EN POLVO:

INICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

~ Volumen total:
- pH: 4.8

~ GConcentracidn inicial de celobiosa:

100 ml

- Concentracidn inicial de glucosa:

- Velocidad de agitacidén: 200 r.p.m.

~ Concentracién del complejo enzima-soporte:

~ Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

10 mM
10 mM

0.06 g/ml

MUESTRA t(minutos) celob'(mM) oluco CONVERSION
8] 0 10, 000 10. 000 0. 000
1 30 9.221 11.552 0.078
2 60 8.765 12. 481 0.124
3 120 6.314 17.376 0. 369
4 180 5.486 19.026 Q. 451
5 300 3.386 23,218 0. 661
6 480 1,243 27.523 0. 876
7 600 0.670 28. 662 0.933
8 720 0. 345 29.322 0. 966
9 1000 0,043 29. 920 0. 996

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
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TABLA 5.59
HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON -GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
INICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

~ Volumen total: 100 ml

-~ pH: 4.8

~ Concentracidén inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracidn inicial de glucosa: 20 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

~ Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t(minutos) Ccelob'(mH) Cgluco(mﬂ) CONVERSION
o 0 10, 00O 20. 000 0. 000
1 30 9,412 21.187 0.059
2 60 8.765 22.481 0. 124
3 120 7.411 25,176 0. 259
4 180 5. 876 28. 246 0.412
] 300 3. 987 32. 008 0. 601
6 430 1.865 36. 283 0,814
7 600 1.070 37,862 0. 893
8 720 0.515 38,972 0.949
9 1000 0,103 39,720 0, 987
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TABLA 5.60

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON R~GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICTAL
DE B-GLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

-~ pH: 4.8

~ Concentracién inicial de celcblosa: 10 mM

- Concentracién inicial de glucosa: O mM

- Velocidad de agitacidn: 200 r.p.m,

-~ Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.12 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t(minutos) | C__ . (mM) | C _  (uM) | CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0. 000
1 30 8.671 2. 665 0. 133
2 60 6.745 6. 521 0. 326
3 120 4,245 11,520 0. 576
a 180 2.187 15. 615 0. 781
5 300 0. 567 18. 867 0.943
6 480 0.046 19. 999 0. 995
7 600 0.011 19. 998 0.999
8 720 0.002 20, 004 1. 000
9 1000 0. 000 20. 001 1,000
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TABLA 5.61

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON 3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL
DE B-GLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERACION:

~ Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentracién inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

- Concentracién del complejo enzima-soporte: 0.24 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t{minutos) Ccelob‘(mM) Cgluco(mM) CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0. 000
1 30 6. 986 6,021 0.301
2 60 3.323 12, 961 0.648
3 120 0. 546 18, 920 0. 945
4 180 0. 087 19. 815 0.991
5 300 0.002 19. 997 1. 000
6 480 0. 000 19,999 1. 000
7 600 0. 000 19,998 1. 000
8 .720 0. 000 20,001 1.000
g9 1000 0. 000 20. 006 1. 000
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TABLA 5.62

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON -GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL pH

CONDICIONES DE OPERACION:

~ Temperatura: 60 °C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 3.5

-~ Concentracidén inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacidn: 200 r.p.m

- Concentracién del complejo enzima-sustrato: 0,06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 UL/ml

MUESTRA t(minutos) Cce}ob.(mM) Cgluco(mﬂ) CONVERSION
0 0 10. 000 0. 000 0. 000
1 30 9.814 0.375I 0,019
2 &0 9,234 2.540 0.077
3 120 8.765 2. 485 0.124
4 180 7.543 4. 920 0.246
] 300 6, 086 7.825 Q. 391
6 480 4,198 11. 605 0.580
7 600 3,357 13,275 0. 664
8 720 2.680 14. 638 0.732
9 1000 1,345 17,321 0. 866
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TABLA 5.63

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum
INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL pH

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 °C

~ Volumen total: 100 ml

- pH: 6.3

~ Concentracién inicial de celcbiosa: 10 mM

- Concentracién inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitacién: 200 r.p.m.

- Concentracién del complejo enzima-sustrato: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 Ul/ml

MUESTRA t(minutos) ccelob'(mu) cgluco(mn) CONVERSION
o 0 10. 000 0. 000 0. 000
1 30 9.434 1.145 0.057
2 60 9,198 1.600 0.080
3 120 - 8, 342 3.315 0. 166
4 180 6. 487 7.021 0. 351
5 300 4,598 10. 804 0. 540
6 480 2,765 14,487, 0.724
7 600 ©1.487 17.020 0. 851
8 720 1,056 17.878 0. 894
9 1000 0.431 19.141 0.957
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6.1. EXPERIMENTOS PREVIOS

6.1.1, SELECCION DEL SOPORTE Y DE LA TECNICA DE INMOVILIZACION

Tal y como se indica en el apartado 2,2.3. de la Introduccldn, 1la
adlcién de B-glucosidasa al complejo celulasas producldo por el hongoe Tri-
choderma reesel, pefmite aumentar e} rendimiento en la conversién de celu-
losa en aztcares reductores. Si la B-glucosldasa adicionada se encuentra
en forma inmovilizada, es posible utilizar la misma enzima en diferentes
sacarificaciones y, ademas, si el método de inmovilizacién es el adecuado,
la estabilidad térmica de la enzima y su vida medla suelen aumentar de

forma importante tras la inmovillizacidn.

Sin embargo, no existe un método de inmovilizacién ni un soporte que

puedan considerarse vdlidos para todas las enzimas y usos, Para selecclio-
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nar tanto el métode como el soporte para la inmovilizaclén es necesario
conocer los grupos funcionales de la enzima aptos para la unién. Asimismo,
es importante conocer los grupos funcionales de su centro activo, con el
fin de evitar su parlicipacién en el proceso de inmovilizaclén, ya que es-

to disminuiria la actividad de la enzima inmovilizada.

Por lo que se refiere a la B-glucosidasa , poco se conoce sobre su
secuencia de aminocdcidos y su distribucién espacial, asi como sobre los
grupos funcionales que constituyen su centro actlvo, si blen parece ser
que existe al menos un grupo carboxllo en el mismo en el caso de la
B-glucosidasa de Trichoderma reesei, una de las mds Investlgadas
(Macarrén, 1988). Sin embargo, hay que tener en cuenta que existen lmpor-
tantes variaciones en la secuencia de amincadcidos, asi como, en los que

constituyen el centro activo, segin el origen de la B-glucosidasa,

Tenlendo en cuenta todo esto, se estudiaron diferentes soportes y
métodos de inmovilizacién con el fin de elegir las condiclones de inmovi-
lizacién y el soporte mas adecuados, utilizando B-glucosidasa de almen-

dras.

Se ensayaron un total de diez soportes tanto de naturaleza organica,
polimeros naturales (almidén) y artifliclales (nylon), como de naturaleza
inorganica (silice precipitada, gel de silice, sepiolita, alumina y dife-

rentes zeolitas).

Por su sencillez, se ellglé como primer método de inmovilizacién la

adsorcién fisica de la enzima sobre los diferentes soportes.

En los resultados obtenidos, que se resumen en la tabla 5.1. y se
presentan en la figura 6.1, se observa que entre los diferentes soportes
ensayados, la silicé precipitada , soporte de naturaleza inorganica y po-
rosa, con tamafios de particula comprendidas entre 60 y 200 um, proporcleona
la mayor retencién activa (& 504) muy superior a la del resto de los so-

portes empleados,

Asimismo, es posible descartar dos de los soportes utilizados,
almidén y =zeollta 4A, ya que con ambos la retenclén activa observada es

practicamente nula.
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

i

pH: 4.8

1

TEMPERATURA: 25 °C

ACTIVIDAD INICIAL: 1,125 Ul/ml
c.: 40 g/l

60 -
Retencidn
acliva

40)

30

20

10+

Figura 6.1. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS POR ADSORCION
Retencién activa sobre los diferentes soportes

N LN -

Seplolita 6.
Gel de silice 7.
Altmina 8.
Almidén 9.

Zeolita 5A 10.

Zeolita 13X
Zeolita 4A
Zeolita Y

Silice precipitada
Nylon en polvo



6. DISCUSION DE RESULTADOS 143

Por lo que se refiere al resto de los soportes, es importante desta-
car también el 33 % de retencidén activa alcanzada al utilizar como sepio-
lita. Las diferentes zeolitas utllizadas propercionan mayores retenclones
activas, aunque sliempre pequefias, al aumentar la relacién Si/Al de las
mismas. Asi{, con la zeolita Y (Si/Al entre 1.5 y 3} la retenciéon actlva
fue del 23.1" %, con la 13 X (Si/Al entre 1 y 1.5) fue del 19.5 % y con la
zeolita SA (Si/Al = 1) fue del 8.4 %. Esta influencla puede explicarse
por el mayor cardcter hidréfilo de las =zeolitas cuanto menor es su
relaclén Si/Al, por lo que los de baja relacién Si/Al tienden a adsorber

preferentemente agua en lugar de moléculas de enzima.

Con el fin de aumentar la retencién activa y utilizando los mismos
soportes empleados en la inmovilizacién por adsorcién, se estudidé la utl-
lizacidén de un agente de entrecruzamiento capaz de unirse al soporte y de

unir entre si las moléculas de enzima.

El agente de entrecruzamiento elegido fue el glutaraldehido, agente
bifuncional capaz de formar enlaces irreverslbles con la enzima dando 1lu-
gar a bases de Schiff muy estables. La reaccién entre el glutaraldehido y
la enzima impllca, probablemente (Richards, 1968) la adicldédn conjugada de
los grupos amino de la enzima al grupc carbonlle de los oligdmeros
«, B~Insaturados presentes en las soluciones acuosas comerciales de gluta-

raldehldo, segin el siguiente esquema de reaccidén:

OHC-{CH_)_-CHO
2'3

I

—CH=$—(CH2)2—CH=$—(CHZJZ—CH=?—(CH2)2~
CHO CHO CHO

NHz—Enzima

~CH=$-(CH2)2—CH=?*(CH2)2~CH=?—(CHalz—
CH CH CH

| | |
N-Enzima N~Enzima N-Enzima
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Los resultados obtenidos empleando este métode de Inmovilizacién, que
se resumen en la tabla 5.2 y se representan en la figura 6.2, muestran que
para la mayor parte de los soportes ensayados, el empleoc de glutaraldehldo
como agente de anclaje aumenta el porcentaje de actividad enzimdtica re-
tenida sobre el soporte. Excepclones a este comportamiento son el caso de
la zeolita 13X, cuya retencién activa disminuye tras su tratamiento con
glutaraldehido, asi como la alimina, la sepiolita y la silice precipitada
para las que la retencidén activa permanece précticamente constante, por lo
gque la utilizacidén glutaraldehido no supone, para estos soportes, ninguna

ventaja respecto de la adsorcién,

Es importante destacar el aumento observado en la gel de silice, que
multiplica por tres la actividad retenida, pero sobre todo el aumento mas
importante se observa al utilizar nylon como soporte, pasando de un 20%
obtenldo por adsorcién hasta un 47%, obtenido utilizando glutaraldehido.
Este aumento puede explicarse por la presencla de grupos amino terminales
en la cadena polimérica del soporte. Estos grupos, como ya se ha explicado
anteriormente, pueden reaccionar con el glutaraldehido, formando bases de
Schiff que a su vez pueden unirse a la enzima por el grupo aldehido del

glutaraldehido que queda libre.

Por ultimo se ensaydé como método de inmovillizacién la formacién de un
enlace quimico entre la enzima y el soporte previamente activade. Dado que
esta técnlca requiere una activacién previa especifica para cada tipo de
soporte con el fin de generar en su superflicle grupos capaces de reacclo-
nar con los residuos aminodcidos existentes en la enzima, y que dicha ac-
tivaclién supone un conjunto complejo de reacclones, se ensayaron
tnicamente los dos soportes que presentaban. una mayor retencion activa
tras la inmovilizacién con glutaraldehldo: silice precipitada y nylon en

polvo,

En el caso de la silice precipitada, el método de inmovillizaclién se-
leccionado fue la formacidn de una unién metdlica enzlima-soporte por que-
lacién, empleando TiCl4 como agente activante del soporte (Kennedy, 1972).
los iones titanio de una disolucién de clorurc de titanio en &acido
clorhidrico, se coordinan octaédricamente con los grupos hidroxilo libres
en la superficlie de la silice precipitada que actuan como ligandos, de la

forma:
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

!

~ pH: 4.8

GLU

TEMPERATURA: 25 °C

ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 Ul/ml
CS: 40 g/1
C 0.5 % v/v en agua

()=~
Retencidn
activa

50 =

5i(}) -

3() -

20 =

1 () -

O -

Figura 6.2. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS EMPLEANDO GLUTARAL-
DEHIDO COMO AGENTE DE ANCLAJE:
rentes soportes

N LN =

Seplolita

Gel de silice

Aldmina

Almidén

Zeolita 5A 1

(@I~ e e Tk B e )

Retencién activa sobre los dife-

Zeolita 13X
Zeollta 4A
Zeolita Y

Silice precliplitada
Nylen en polvo
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Cl Cl
N v
Ti
7 ~
Cl Cl ~51-0-Si-
0] 0
+ ——— N/
Ti
/N
OH OH Cl Cl
-8i-0-5i-

Al mismo tiempo, las enzimas pueden actuar como ligandos por poseer
grupos carboxile libres del C terminal de los aminodcidos, grupos hidroxi-
fenélicos de los residuos tirosllo, grupos sulfhidrilo de los resliduos
cisteina, etc, por lo que los dos cloruros no reaccionados son sustituldos
por cualquiera de estos grupos produciéndose la unién entre la enzima y el

soporte,

Mediante este método se consiguié aumentar un 10% la retencidén activa

sobre la sflice precipitada, 1llegando hasta un 55% (figura 6.3).

En el caso del nylon en polvo se utilizé como método de activaclén la
o-alquilacién del soporte con tetrafluoroborato de trietiloxonlo para ob-
tener un derivado imidoester que por posterior tratamiento con una amina
conduce a amidinas capaces de reaccionar con glutaraldehido para transfor-
mar el nylon en una forma activa de alta reactividad frente al grupo NH2
de las enzimas. El conjunto de reaccliones de activaclén del nylon se pue-

den resumir segin el esquema que se presenta en la flgura 6.4.

Este método para activar el nylon presenta frente a otros, tamblén
utilizados con frecuencia como la hidrélisis Aacida (Sundaram, 1970), 1la

ventaja de no producir alteracliones fisicas en la superfie del nylon,

Empleando este método de inmovilizacién se obtuvieron soportes con
una retenclién activa del 61%, superior a la alcanzada con la sillce por
cualquiera de los métodos utilizados, asi como, con los anteriormente en-

sayados para el nylon (figura 6.5).
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR ADSORCION Y CON GLUTARALDEHIDO:

— TEMPERATURA: 25 °C -Cc: 40 g/1
- pH: 4.8 .
- ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 UI/ml = Gyt 0-5 % v/v en agua
CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA LA SILICE PREGIPITADA:
- ACTIVACION DEL SOPORTE: — INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- T . 45 °C -T: 4 °C
SECADO I
-t : 24 horas - t + 2 horas
SECADO I
- C 1 15 % v/v en HC1

TiCl
4

6 -
% Reltencion
acliva
50 =

4{) =

30~

20+

1. O

()=

Figura 6.3. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS SOBRE SILICE PRECI-
PITADA: Retencidén activa para los diferentes métodos empleados

1. Inmovilizacién por adsorcién
2. Inmovilizacién empleando glutaraldehido
3. Inmovilizacién por unién metalica (quelacién)
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~C-NH-(CH %IHC—NH—(CH ) —C—NH—(CHz)li“

I 21 21y
0 0 0
O-ALQUILACION (C H ) O+BF—/CH(ﬂ
2 58 3 4 2 2
+ + +
—T=NH—(CHz)11~C=NH~(CH2311~C=NH—(CH2)11"
0-C H O-C H 0O-C H
2 5 2 5 2 5
AMINOACTIVACION NHz—(CHz%_Nﬁz
+ + +
—T=NH—(CHa)11“T=NH—(CH2)11—T=NH"(CHz)11"
NH NH NH

(CHa)z—NH2 (CHa)z—NH2 (CHalz—NH2

0 0
I

I
ACTIVACION CON HC-(CHZ)B—CH

GLUTARALDEHIDO
+ + +

-C=NH~(CH2)11—?=NH~(CH2)11~C=NH—(CH2)11-
NH NH NH

| l |
(TH2J2 (L’:HE)2 (THE)2
N N

I [l Il

CH CH CH
(CHZ) (C]:Ha)3 (tIZHZ)3
CHO CHO CHO

Figura 6.4, Esquema de reacciones del proceso de actlvacién del nylon para su

unlén covalente a la enzima.

A partir de los resultados obtenidos es posible selecclonar como so-
portes mas adecuados para la inmovilizacién de B-glucosidasa, por su re-

tencién activa, la silice precipltada y el nylon en polvo, sin embargo,
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR ADSORCION Y CON GLUTARALDEHIDO:

~ TEMPERATURA: 25 °C - C.: 40 g/1
- pH: 4.8 _ . .
~ ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 UI/ml Cory? 05 % Vv/v en agua

CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR UNION COVALENTE AL NYLON:
- ACTIVACION DEL SOPORTE: INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

i

-C_: 12,5 % v/v - t_ ¢ 120 min. - T 25 °C - C: 40 g/1
TT EDA I S

- t__: 15 min. -C_ 5% v/v - pH: 4.8 -t : 15 horas
TT GLU 1

- C__: 100 % -t : 15 min. ~ A 0,626 Ul/ml
EDA GLU 0

- T : ambiente en todos los pasocs

70 =
% Reltencidn
acliva

60

50

30 4

20 =

Figura 6.5. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS SOBRE NYLON EN POLYO
Retencién activa para los diferentes métodos empleados
1. Inmovilizacién por adsorcién
2, Inmovilizacién empleando glutaraldehido
3. Inmovilizacidn por unidén covalente
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las pequefias diferencias observadas en la retencién activa sobre ambos so-
portes para los diferentes métodos ensayados (excepcidn hecha de la adsor-
cién sobre nylon), unide a la importancia que para su aplicacidén indus-
trial tiene la estabilidad térmlica de la enzima a large plazo, hicleron
recomendable para la seleccién final de un Unico soporte y método de inmo-
vilizacidén el estudio de la estabillidad térmica a 50°C de la fB-glucosidasa
inmovilizada sobre ambos soportes por los distintos métodos, comparindola
a su vez con la de la enzima libre a la misma temperatura. Los resultados,
gque se resumen en las tablas 5.4 a 5.6, estan representados en las figuras

6.6 a 6.8,

En la figura 6.6, se representa la desactivacién a 50°C tanto de la
enzima libre como de la Iinmovillzada por adsorcién sobre los dos soportes
selecclonados. En dicha figura se cbserva que el procesc de inmovilizacién
por adsorcién aumenta la estabilidad a largo plazo de la enzima respecto
de la forma libre. Hay que destacar que la enzima libre pierde poca acti-
vidad durante las cinco primeras horas para a partir de este tilempo produ-
cirse una brusca caida de la misma que practicamente ha desaparecido a las
treinta horas. Sin embargo, la enzima Inmovilizada presenta para ambos
soportes una importante pérdida iniclal de actividad hasta alcanzar, apro-
ximadamente a las wveinte horas, un valor préacticamente constante de alre-
dedor del 15% de su actividad inlclal para la enzima inmovilizada sobre

sllice precipitada vy un 20% para la inmovilzada sobre nylon en polvo,

Es importante sefialar que la pérdida inicial de actividad observada
en las enzimas Inmovilizadas per adsorclén puede atribuirse mas a una de-
sorcién de la enzlma inmovilizada que a una desnaturalizacién proplamente
dicha, ya que las enzlmas inmovllzadas por adsorcién se unen al soporte
mediante fuerzas débiles del tipo Van der Waals y pueden facilmemnte de-
sorberse pasando de nueva al medio, generalmente de forma inactiva, hasta
alcanzar el equilibfio caorrespondiente a la temperatura de trabajo. A par-

tir de este momento la pérdida de actividad es practicamente despreciable.

En la figura 6.7 se representan los resultados obtenidos al estudiar
la desactivacién de las enzimas inmovilizadas sobre silice precipitada y
sobre nylon en polvo empleando glutaraldehido como agente de anclaje. Si
se comparan los resultados obtenidos con los de la figura 6.6, se observa
que la inmovilizacién empleando glutaraldehido conduce a enzimas inmovili-

zadas de mayor estabilidad que las obtenidas por adsorcién. Este aumento
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR ADSORCION TANTO SOBRE SILICE PRECIPITADA
COMO SOBRE NYLON EN POLVO:
TEMPERATURA: 25 °C

pH: 4.8
ACTIVIDAD INICIAL DE LA DISOLUCION ENZIMATICA: 1.125 UI/ml

- CS: 40 g/l

1

120 =

% Actividatd

inicial

100

80

60

40

20

aQ

t (horas)

Figura 6.6. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS POR ADSORCION
SOBRE DIFERENTES SOPORTES: Estabilidad térmica a 50 °C: W
Enzima libre; O Enzima inmovilizada sobre silice precipitada;
A Enzima inmovilizada sobre nylon en polvo
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR ENTRECRUZAMIENTO CON GLUTARALDEHIDO
TANTO SOBRE SILICE PRECIPITADA COMO SOBRE NYLON EN POLVO:

TEMPERATURA: 25 °C
pH: 4.8

ACTIVIDAD INIGIAL: 1,125 UL/ml
¢, 40 g/1

- CGLU: 0,5 ¥ v/v en agua

L20 =
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Figura 6.7. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS CON GLUTARALDEHIDO
SOBRE DIFERENTES SCOPORTES: Establlidad térmica a 50 °C: H
Enzima libre; @ Enzima inmovilizada sobre silice precipitada;
A Enzima inmovilizada sobre nylon en polvo
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA LA SILICE PRECIPITADA:

-~ ACTIVACION DEL SOPORTE; ~ INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- T : 45 °C - C : 15 % v/v -Tz: 4 °C

SECADO 'rlc14 1
-t : 24 horas -t : 2 horas

SECADO I

CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR UNION COVALENTE AL NYLON:
- ACTIVACION DEL SOPORTE: INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

-C : 12.5 % -t : 120 min, - T: 25 °C - C: 40 g/1
TT EDA 1 5

- t_: 15 min, -€C : 5% - pH: 4.8 ~ t_: 15 horas
TT GLU I

- C_: 100 % -t : 15 min, - A : 0.626 Ul/ml
EDA GLU 4]

- T : ambiente en todos los pasos
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Figura 6.8. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE ALMENDRAS POR UNION QUIMICA
SOBRE DIFERENTES SOPORTES: Estabilidad térmica a 50 °C: H
Enzima libre; O Enzima inmovilizada sobre silice precipitada,
A Enzima inmovilizada sobre nylon en polvo
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de estabilidad se debe a que el glutaraldehidoe forma un enlace tanto con
el soporte como con la enzima por lo que la fuerza de unién enzlma-soporte
aumenta. Al igual que en el caso de adsorcién, se observa una caida inl-
cial de la actividad aunque en este caso la disminucién es mucho menor,
por ser mas fuerte el enlace formado. En ambos casos también se alcanza un
valor asintético de la actividad del 40% para la silice precipitada y del

60% para el nylon en polvo.

Por uUltimo, en la figura 6.8 se representa la pérdida de actividad a
50°C tanto de la enzima libre como de las inmovilizadas por formacién de
una unién metdlica sobre la silice precipitada y de un enlace covalente
sobre el nylon en polvo. Es importante destacar el gran aumento observado
tanto en la estabilidad de las enzimas inmovilizadas por este método res-
pecto a los dos métodos anteriores. La enzima inmovilizada sobre silice
precipitada pierde uUnicamente un 25% de su actividad durante las diez pri-
meras horas para, a partir de ese tiempo mantenerse practicamente constan-
te, mientras que la enzima inmovilizada sobre nylon presenta una pérdida

de actividad atin menor inferior al 10%.

Hay que destacar también que en todos los casos, la enzima inmovili-
zada sobre nylon en polvo presenta una mayor actividad a lo largo del
tiempo a la temperatura ensayada. Esto se debe, probablemente a la baja
capacidad de adsorcién fislca que posee el nylon, y que ya quedd puesta de
manifiesto por la baja retencién activa alcanzada al inmovilizar la enzima
sobre este soporte por adsorcién., Esta baja capacldad de adsorcliédn hace
que practicamente toda la enzima unida al nylon lo esté mediante el enlace
covalente, no exlistiendo asi pérdidas de enzima por desorcién. Sin embar-
go, la elevada capacidad de adsorcién de la silice hace que, en todos los
casos, una parte de la enzima presente en el medio, se una al soporte por

adsorcién, provocando la pérdida inicial de actlvidad observada.

En la figura 6.9 se resumen, de forma comparativa los tantos por
ciento de actividad que conservan, tras 40 horas de incubacién a 50°C, las
enzimas inmovilizadas por los tres métodos utilizados sobre los dos sopor-
tes ensayados, pudiendo observarse que el nylon activado por o-alquilacién
no sélo es el soporte con mayor retenclién activa (2 60 %) sino que ademas,
la enzima sobre &1 inmovilizada conserva, al cabo de 40 horas, el 86.4 %
de su actividad inicial. Es de destacar que en las mismas condiciones de

incubacién, la actividad de la enzima libre es practlcamente nula,
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR ADSORCION Y CON GLUTARALDEHIDO:

- TEMPERATURA: 25 °C - ¢+ 40 g/l
- pH: 4.8 S .
_ ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 UI/ml = €,y 0.5 % v/v en agua
CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA LA SILICE PRECIPITADA:
~ ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- T : 45 °C ~C_ 1 15 % v/v ~T: 4 °C
SECADO TiCl4 I
-t : 24 horas ~ t : 2 horas
SECADO I

CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR UNION COVALENTE AL NYLON:
—- ACTIVACION DEL SOPORTE: INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

-C : 12.5 % -t 1 120 min. - T: 25 °C - C.: 40 g/l
TT EDA 1 5

-t _: 15 min. -C._ : 3% - pH: 4.8 -~ t_: 15 horas
TT GLY I

- Cmm: 100 % - th: 15 min, - AO: 0,626 Ul/ml

- T : amblente en todos los pasos

-

100«

4 AclLividad
inicial

83 O

6 (e

40

Figura 6.9. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA SOBRE NYLON EN POLVO Y SILICE
PRECIPITADA: Estabilldad térmica a 50 °C. Comparacién entre
los diferentes métodos de inmovillizacién:

1. B-glucosidasa libre

2. B-glucosidasa inmovilizada por adsorcidn

3. B-glucosidasa inmovilizada con glutaraldehido
4. R-glucosidasa inmovilizada por unidn al soporte

Sillce precipitada [:::]Nylon en polvo
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El nylon presenta ademés otra importante ventaja, su bajo coste, si
se compara con el de otros soportes frecuentemente utilizados en inmovili-
zacién y que proporcionan retenclones activas del mismo orden, como la Se-

pharosa 4B.

A la vista de estos resultados se seleccloné como método de inmovili-
zacién la formacién de un enlace covalente empleandoc comc seporte nylon en
polvo, previamente activado mediante o-alquilacidn, aminoactivacién y ac-

tivacién con glutaraldehido.

6.1.2. INFLUENCIA DEL ORIGEN DE LA B-GLUCOSIDASA EMPLEADA EN LA INMOVILI-
ZACION

Una vez sgeleccionados método y soporte de inmovilizacidén y dado gque
B-glucosidasas producidas por diferentes organismos pueden presentar im-
portantes modificacliones tanto en la secuencia base de aminodcidos, como
en los grupcs funcionales del centro active, y que esto puede alterar el
tipo de unién entre enzima y scporte, se estudié la influencia que tenia
el origen de la B-glucoslidasa sobre la inmovillzacién, Para ellc se reali-
zaron experimentos comparativos en los que se estudié la estabilidad
térmica a 50°C de B-glucosidasa de almendras y celulasas de los hongos
Trichoderma reeseli, Aspergirus niger, Neurospora crassa y Peniclllium fu-
niculosum, lnmovilizadas sobre nylon en polvo segin el método seleccionado
previamente. En primer lugar, hay que seflalar que solamente en el caso de
la f-glucosidasa de almendras se empledé la enzima pura inmovilizando en
los restantes casos todo el complejo celulasas aungue midiendo Unicamente

su actividad B-glucosidasa.

En la figura 6.10, en la que se representan los resultados experimen-
tales de la tabla 5.7, se puede observar que de todas las enzimas ensaya-
das es el complejo celulasas de Penicillium funiculosum el que presenta
una mayor establlidad térmica tras su inmovilizacién sobre nylon. La
B-glucosidasa de N. crassa y de almendras presentan también alta estabili-
dad térmica, sin embarge tlenen respecto a la de Penicillium algunas des-
ventajas: las celulasas de N. crassa no son comerciales, por lo que es
preciso realizar 1la fermentacién para obtener las enzimas, la
f-glucosidasa de almendras estd altamente purificada, lo que eleva su pre-
clo de forma importante para una mlsma actividad respecto de la de P. fu-

niculosum.
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

- C_ =z 12.5 % v/v en C1 _CH -T: 25 °C
TT 272 1

- tTT: 15 min. - pH: 4.8

- C_.: 100 % -~ A 1.125 Ul/ml
EDA 0

- tEDA: 120 min. - Cs: 40 g/1

-C : 5% v/v en agua - t : 15 horas
GLU 1

-t ¢ 15 min.
GLU

- T : amblente en todos los pasos
ACTIVIDAD INICIAL DEL SOPORTE: 14,7 Ul/g

120
% Actividad
inicial
[ G0 =
e — 8

H) o

I A 4
({) =~
40) -
20 =

0~ T T T T
0 10 20 30 40 50

t (horasg)

Figura 6.10. COMPARACION ENTRE LAS DIFERENTES FUENTES DE B-~GLUCOSIDASA
Estabilidad térmica a 50 °C de las enzimas lnmovilizadas
sobre nylon en polvo: O Almendras; A T. reesel (complejo
celulasas); O N. crassa (complejo celulasas); A 4. niger
(complejo celulasas); @ P. funiculosum (complejo celulasas)
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A partlr de estos resultados se selecciond, para el resto de la in-
vestigacién, el complejo celulasas de P. funiculosum para inmovilizar su

actividad B-glucosidasa,
6.2. INMOVILIZACION DE 3-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum SOBRE NYLON EN POLVO

Una vez seleccionados el soporte y el método de inmovillzaclén asi
como la fuente de B~glucosidasa que proporcionan los mejores resultados en
la inmovilizaclén, se procedid al estudioc de la influencia de las distin-
tas variables sobre los diferentes pasos del proceso de inmovilizaclén,
tanto sobre la activacién del soporte como sobre la inmovilizaclén proplia-
mente dicha. Para ello se partié del método empleado por Morris (1975) pa-
ra inmovilizar hexoquinasa y glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa sobre tubo de
nylon para su utilizacidn en anélisis clinicos de glucosa, modiflcéndose
todas las variables que se considerd podian influir en el proceso y mi-

diendo la retencidén activa en cada caso,

6.2. 1. INFLUENCTA DE LAS VARIABLES DE INMOVILIZACION

e A ———  (—

6.2.1.1. Repetitividad de resultados:

En primer lugar y con el fin de comprobar si los experimentos reali-
zados eran repetitivos se repitié cuatro veces el mismo proceso de in-
movilizacién realizadoe por Morris (1975) para el complejo celulasas produ-

cido por P. funiculosum,

l.os resultados obtenidos, que se resumen en la tabla 5.8, se repre-
gentan en la figura 6,11, pudléndose observar que los experimentos son al-

tamente repetitivos, con errores inferlores al 1% en todos los casos,
6.2.1.2. Activacién del soporte:

La activacién del soporte se llevé a cabo, come ya se ha indicado en
el apartado 6.1.1. de esta memoria, medlante la o-alquilacién del soporte
con tetrafluoroborato de trletieloxonio diluido en diclorometano y poste-
rior activacién con una amina (etilendiamina) y glutaraldehido, El empleo
de tetrafluoroborato de trietiloxonio como agente de alquilacién frente é
otros empleados con anterioridad como el sulfato de dimetile (Hornby,

1974) presenta las sigulentes ventajas: es posible llevar a cabo la reac-
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
-C_: 12.5 %4 v/v en C1_CH -T: 25 °C
TT 2 2 1
-t _: 15 min. - pH: 4.8
TT
-C_ 1 100 % - A: 0.626 Ul/ml
EDA 0
- tEDA: 120 min, - CS: 40 g/l
- CGLU: 3 % v/v en agua - tI: 15 horas
-t ¢ 15 min,
GLU
- T ambiente en todos los pasos
100 -
Retencidn
activa
80O -
0O0) -
_g L} m! o—
40
20 -
0- ! 1 T !
1 2 3 4

Experimento

Figura 6.11. INMOVILIZACION DE S8-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum SOBRE NYLON
EN POLVO: Repetitividad de resultados
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cién de alquilacién a temperatura ambiente mientras el dimetisulfato re-
quiere temperaturas del orden de 100°C; la extensién de la reaccién puede
ser controlada con lo que se obtienen datos més reproducibles; aunque el
tetrafluoroborato de trietiloxonlo es un veneno por ingestién, su utiliza-
cién es mas segura que la del sulfato de dimetilo pues no desprende vapo-

res venenosos ni produce quemaduras.

De los tres pasos menclonados, en el primero de ellos no se llevé a
cabo un estudio detallado de las variables ya que este habia sido reallza-
do anteriormente por Morris (1975) y Sundaram (1982) llegando a la conclu-
sién de que las miximas retenciones activas se alcanzaban al utilizar te-
trafluoroborato de trietiloxonio diluide al 12.5% en diclorometano, ope-
rando a temperatura ambiente, con agitacién continua, un tiempo de
reaccién superior a diez minutos y una relacién volumen de disoluclén/peso
de soporte de 5ml/g, condiciones que se seleccionaron para el resto de los

experimentos.

Sin embargo, experimentos posterlores reallzados para estudiar las

variables de los restantes pasos de activacién demostraron que:

~ Temperaturas superiores a 30 °C
-~ Agitacién por encima de 400 r.p.m.

- Tiempos de activacién superiores a velnte minutos

provocaban una alteracién de las propiedades del nylon, debido a la com—
pactacién de sus particulas que se unian para formar un gel incapaz de
reacclonar posteriormente con la enzima, aln sometido al resto de los pro-

cesos de activacidn.

Teniendo en cuenta estos efectos se seleccionaron como condiclones
fijas para la o-alquilacién, una temperatura menor de 30 °C y un tiempo de

activacién de 15 minutoes.
I) AMINOACTIVACION:

Este paso consiste en el tratamiento del imidoester formado en la o-
alquilacién, con una amina para obtener una amidina, (2 etapa de la figu-

ra 6.4), cuyo esquema es el siguiente:
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+ + +

-(|3=NH-(CH2) 11—(|3=NH- (CHE) ' 1-C=NH- (CHa) 11—
O-C_H 0-C H 0-C H
25 25 2 5

NHa_(cHZ%TNHE

+ + +

~T=NH~(CH2)11—T=NH-(CHz)Ii-?=NH—(CH2)11“
NH NH NH

(CHz)a_NHz (CHz)z—NHz (CHz)a—NHa

Este tratamiento tiene dos objetivos fundamentales. Por un lado, el
imidoester es susceptible de ser hidrolizado, lo que conduce a la ruptura
de la cadena de polimere, mientras que su reaccién con la amina conduce a
la formacién de la amidina mas estable. Por otro lado, aunque es posible
llevar a cabo la unién directa de la enzima al soporte o-alqullado, se ob-
tendrian complejos enzima-sustrato de mucha menor retencién activa que

cuando se emplea una amina bifunclonal.
En este paso se estudlé la influencla de dos variables:

- Tiempo de aminoactivacién, tEDA

- Concentracién de etilendiamina, CEDA

a) Tiempo de aminoactivacién:

Los resultados obtenidos al estudiar la influencla del tlempc de ami-
noactivacién, gue se resumen en la tabla 5.9, se representan en la fligura

6.12 de la forma retencién activa frente a tiempo de aminoactivaclén,

Se observa que, para tiempos cortos, la retencién activa permanece
practicamente constante, existiendo un aumento de la misma a partir de,
aproximadamente, 60 minutos. A partlr de ese momento, la retencién activa
continda aumentando hasta los 120 minutos, tlempo al que se produce un
maximo para decaer a continuacién de forma brusca. Este comportamiento se
puede explicar suponiendo que la reacclén precisa de un tiempo previo de
activacién, superadec el cual, comienza la reaccidén de los grupos

}%C2~0—CmNH con la amina. Una vez han reacclonado todos los grupos presen-
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE: ~ INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

- € _: 12.5 % v/v en C1_CH - T: 25 °C
TT 2 2 I

-t : 15 min. - pH: 4.8
7

-C_: 100 % -~ A: 0.626 Ul/ml
EDA 0

- tEDA: variable estudiada - CS: 40 g/1

- CGLU: 5 % v/v en agua - tI: 15 horas

- tGLU: 15 min.

- T ambiente en todos los pasos

100
 Retencidn
activa

80 -

() -

4{) =

20 =

0 - T | | T
0 40 80 120 1GO 200

tepal{minutos)

Figura 6.12. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia del tiempo de aminoactivacién
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tes (mdximo de actividad), la amlina que continda en el medio debe conducir
a reacciones secundarias con el soporte que dificulten su posterior unién

a la enzima, con la consiguiente disminucidén de la retencidn actlva,
b) Concentracién de la etilendiamina:

Los resultados obtenidos al estudiar 1la influencia de la
concentracién de etllendiamina en el medio de reaccién, ¥ gue se resumen
la tabla 5.10, se representan en la filgura 6.13 de la forma retenclén ac-

tiva frente a la concentracién de etilendiamina.

Se observa que, al aumentar la concentracién de etilendiamina en el
medio, aumenta ligeramente la retencidén activa, sl bien existe un ligero
minimo para una concentracién de etlilendiamina del 20%. El aumento obser-
vado se debe, probablemente, a que a concentraciones ba jas, parte de los
grupos H5C2~0—C=NH no puede reacclionar por no existir suficlentes grupos
amina en el medio, disminuyendo, por tanto, la capacidad del soporte para

unirse a la enzima.

A partir de los resultados obtenidos se selecclond como tiempo de

aminoactivacién 120 minutos y como concentracién de etilendiamina el 100%.

La temperatura no se consideré una variable importante ya que, en es-
te tipo de reacciones de naturaleza orgénica, es preciso varlaciones 1im-

portantes de temperatura para modiflcar de forma apreciable la reaccién.

II) ACTIVACION CON GLUTARALDEHIDO

En este paso, el soporte aminoactivado se trata con un agente de en-
trecruzamiento, glutaraldehido, con el fin de aumentar su reactlvidad res-

pecto a la enzima (Sundaram, 1978). El esquema de reacclén seria:
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEI. SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
-C :12.5 % v/v en C1_CH - T: 25 °C
TT 2 2 1
- tTT: 15 min. - pH: 4.8
- CEDA: variable estudiada - AO: 0.626 Ul/ml
-t : 120 min. - C: 40 g/1
EDA 5
- C_: 5 % v/v en agua - t_: 15 horas
GLU 1
-t : 15 min.
GLU
-T amblente en todos los pasos
100 -
# Retencidn
activa
80 -
6O() -
40 - o
20 =
0 «p T T 1 ¥
(} 20 40 60 80 100

Crpa%)

Figura 6.13. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia de la concentracién de etilendiamina
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+ + +
—T=NH-(CHZ)11—T=NH-(CH2)11-C=NH-(CH2)11~

NH NH NH

| |
(CH,),-NH, (CH)_-NH  (CH_} -NH

lOI o
I
HC-(CH ) ~CH

Y

+ + +
—T=NH-(cnz)11—T=NH—(CH2)11~T=NH~(cnz)ii—
NH NH NH
(THZ)Z (fIJHB)2 (Tﬂa)z
N N N
I I )
CH CH CH
(CH_) (Tnz)a (CH_)
CHO CHO CHO

Las variables estudiadas en este paso fueron:

- Tiempo de activacién, t
6LU

-~ Concentracién de glutaraldehido, CGLU

a) Tiempo de activacidn:

Se estudidé la variacidn de la retencién activa con el tiempo de actl-
vacién (figura 6.14). Los resultados obtenidos se resumen en la tabla
5.11, '

Se observa que para un tiempo de activacién de 15 minutos, se obtiene
un maximo de retencién activa. A partir de este tiempo, la retencién cae
bruscamente debido, probablemente, a que se producen reacciones secunda-
rias del glutaraldehido con el soporte, dando lugar a un sopporte con me-

nor capacidad para inmovilizar la enzima.
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
-C : 12.5 % v/v en C1_CH - T: 25 *C
1 2 2 1
- tTT: 15 min. - pH: 4.8
- A 100 % - AO: 0.626 Ul/ml
- A 120 min. - Cs: a0 g/l

t : 15 horas
u 1

C

ED

t

ED

CGL : 5 % v/v en agua

t : variable estudiada
GLU
T

amblente en todos los pasos

100
% Retencidn
activa
8 (=
2 (}
4() =
2.0
0. | T T
0] 20 ' 40 60

tepy(minutos)

Figura 6.14. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia del tiempo de activacién con glutaralde-

hido.
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b) Concentracién de glutaraldehido:

Asimismo, se estudié la variacién de la retenciodn activa con la con-
centracién de glutaraldehido en disolucién acuosa. Los resultados obteni-

dos, que se resumen en la tabla 5.12, se representan en la figura 6.15,

Se puede observar la existencla de un madximo de retencién activa para
un valor de la concentracién de glutaraldehldo de aproximadamente 12, 5%.
Este maximo puede explicarse de igual forma a comc Sse ha expllicado el

méaximo observado al estudiar la influencia del tiempc de activacidn,

De ambos efectos se puede deducir, por tanto, que el empleo de gluta-
raldehido como agente de anclaje mejora ligeramente la retencién activa de
la enzima slempre que el tratamiento no sea exceglvamente prolongado o la
concentraclién del agente excesivamente alta, habliéndose geleccionado como
me jores condicones para la activaclién con glutaraldehido una concentraclidn

del 12.5% y un tiempo de contacto de 15 minutos.

Hay que destacar tamblén, que tlempos de contacto menores no modifi-
can de forma importante la retencién, sin embargo tiempos mayores la redu-

cen de forma apreclable.

A la vista de los resultados se seleccionaron las sigulentes condi-
ciones de activacién del soporte que preporcionan una mayor retencién ac-

tiva:

- D-alquilacién:
- Tiempo de actlivacioén, tTT: 15 minutos

- Concentracién de agenle activante, C}T: 12.5% v/v en Clch2

- Aminoactivacién:
- Tiempo de activacidn, tsuA: 120 minutos
- concentracidén de agente aminante, C__ . : 100%

EDA
-~ Activacién con glutaraldehido:

- Tiempo de activaclidn, tGLU: 15 minutos

- Concentracién de glutaraldehido, C_ ¢ 12.5% v/v en agua

Fijadas estas, se procedié al estudlc de las condiciones de unién de

la enzima al soporte activado (etapa de inmovilizacién propiamente dicha).
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

- C_: 12.5 % v/v en C1_CH - T: 25 °C
TT 2 2 I

- t__: 15 min. - pH: 4.8
TT

- C__: 100 % - A: 0.626 Ul/ml
EDA 0

- tEDA: 120 min. - Cs: 40 g/l

- C : variable estudiada - t : 15 horas
GLU 1

-t : 15 min,
GLU

- T ambiente en todos los pasos

100

0,

A Roelencidn
activa

30

60 -
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Figura 6.15. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum SOBRE NYLON
EN POLYVO: Influencia de 1la concentracién de glutaraldehldo
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6.2.1.3. Inmovilizacién propiamente dicha:

Al realizar la unién de la enzima al soporte activado es importante
evitar que esta unién se lleve a cabo a través de alguno de los grupos
funcionales que constituyen su centro activo ya que, en ese caso, Su acti-

vidad se veria reducida pudiendo, incluso, desaparecer totalmente.

En el caso del nylon activado, la unién entre la enzima y el soporte
se lleva a cabo a través de los grupos amino de la enzima y del grupo al-

dehido, -COH, introducido con el glutaraldehido, segin el esquema:

+ + +
-T=NH~(CH2)11—$=NH—{CH2)11FT=NH—(CH2)11*
NH NH NH
((lez)2 ((lin)z (?Hz)2
N N N
1l I Il
CH CH CH
(CHB)3 (CH2)3 ((IZHZ)3
CHO CHO CHO
B-glucosidasa—ﬂﬁa
+ + +
—C=NH-(CH2)11~T=NH~(CH2)11~C=NH—(CH2]11—
NH NH NH
FTHE)E (TH2J2 (ClIHB)2
N N N
It I i
CH CH CH
(THB)3 ((|:Hz)3 (?Ha)s

Il |
N-B-gluco. N-8-gluco. N-B—-gluco.
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Las variables estudiadas en esta etapa fueron:
- Temperatura de inmovilizacién, TI
- Tiempo de inmovilizacién, tI

- Actividad enzimitica de la disolucién inlecial empleada en la 1nmo-

vilizacién, Aﬂ

a) Temperatura de inmovilizacidn:

Debido al importante efecto que la temperatura tiene sobre la activi-
dad enzimatica, se consideré de interés estudiar el efecto que la tempera-
tura de inmovilizacién producia sobre la retencién activa. Para ello se
llevaron a cabo cuatro experimentos variando la temperatura de inmoviliza-
cién, cuyos resultados, que se resumen en la tabla 5.13, se representan en

la figura 6.16.

En ella se observa que la retencién activa aumenta a medida que lo
hace la temperatura de inmovilizacién hasta alcanzar un valor maximo entre.
25 y 35 °C, cayendo bruscamente para temperaturas superiores. Este compor-
tamiento se puede explicar si se tlene en cuenta que a la temperatura mis
baja (4°C) la reaccién de formacidén del enlace enzima-glutaraldehido es
muy lenta, aumentando su velocldad a medida que aumenta la temperatura,
pero al mismo tiempo, aparece un segundo efecto, la desnaturallzacldn
térmica de la enzima que va quedando en disolucién, poco importante a ba-
jas temperaturas, pero que aumenta mucho mds réapidamente que la veloclidad
de formacién del enlace covalente con la temperatura, de forma que a 45°C,
la pérdida de actlvidad de la enzima tras permanecer 15 horas a esta tem-—
peratura, es suficlentemente grande como para hacer caer bruscamente la

retencién activa.

A la vista de estos resultados se seleccioné la tempertaura de 25 °C

para llevar a cabo la inmovilizacién.
b) Tiempo de inmovilizacién:

En la figura 6.17 se representan los resultados obtenldos al estudiar
la influencia del tiempo de inmovilizacién scbre la retencién activa. Es-

tos resultados se resumen en la tabla 5,14,
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE: ~ INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
-C : 12,5 % v/v en C1 CH -~ T : variable estudiada
T 2 2 I
-t _: 15 min. ~ pH: 4.8
T
- C_: 100 % - A: 0.626 Ul/ml
EDA 0
-t : 120 min. - C: 40 g/l
EDA S
-C :5%v/venClCH - t : 15 horas
GLU 2 2 1
-t : 15 min.
GLU
- T ambiente en todos los pasos

100 -

Retencidn
acliva

80

1

O} =

45 -
20 -
0 - ¥ | L} N ¥
0 10 20 30 40 50

TEI(°(])

Figura 6.16. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculesum SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia de la temperatura de inmovilizacién
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

-~ ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- C : 12.5 % v/v en Cl1_CH - T: 25 °C
TT 272 I
-t _: 15 min. ~ pH: 4.8
TT
- C_: 100 % - A: 1,125 Ul/ml
EDA 0
-t i 120 nin. - C: 40 g/l
EDA s
- CGLU: 12.5 % v/v en agua - tI: variable estudiada
-t : 15 min.
GLU

1

T : ambiente en todos los pasos

10O =
% Rotencidn
aclkiva

1

80

GO -

| —t—
4() =
3]
20 -
0 - 1 7 1 i
( 2 6 10 1 4 18

L1(horas)

Figura 6.17. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosumn SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia del tiempo de inmovilizacion
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Se puede ver en la mencionada figura que la retencién activa aumenta
a medlda que lo hace el tiempo de inmovilizacién hasta las 10 horas, obte-
niéndose a partir de este tiempo un valor constante de la retenclidn actl-
va. Este efecto puede deberse al agotamiento de cualquiera de los dos

reacclonantes: soporte activado o enzima.

c¢) Actividad enzimatica de la disolucién inicial empleada en la inmovill-

zacion:

Con el fin de estudiar la influencla que la relaclén enzima/soporte
tiene sobre la retencién activa alcanzada, se llevaron a cabo experimentos
variando la actividad enzimatica de la disolucién iniclal empleada en la
inmovilizacién. Los resultados obtenidos, que se resumen en la tabla 5.15,
se representan en la figura 6.18 de la forma retencién activa y la activi-
dad enzim&tica inmovilizada frente a la actividad inlcial de la digolucldn

enzimidtica.

Se observa que la retencién activa presenta un maximo, alcanzdndose
valores de retencién activa préximos al 70% cuando se emplea una
disolucién inicial de actividad aproximada 1.1 Ul/ml. Este maximo puede
expllicarse considerando que cuando se emplean concentraciones bajas de en-
zima, parte de los centros activos del soporte no reaccionan, por no exlis-
tir suficlente enzima en el medio. Este hecho se ve reaf'irmado por la no
exlstencia de actividad enzimitica en las aguas de lavado, sefial evidente
de que toda la enzlma presente en el medio se ha unido al soporte, si

bien, parte de ella lo hace en forma inactiva.

Sin embargo, llega un momento en que la cantidad de enzima que puede
unirse al soporte es lgual al nimero de grupos activos capaces de fomar un
enlace que este posee. A partir de este momento, la cantidad de enzima que
se une al soporte es siempre la mlsma, como se observa en la constancia de
la actividad enzimatica inmovilizada, disminuyendo légicamente la

retencién activa segin aumenta la cantidad de enzima en disolucién.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al estudiar el tiempo de
inmovilizacién, el efecto entonces observado puede explicarse en funclén
de los resultados obtenidos en los uUltimos experimentos. Asi, el valor
asintético alcanzado entonces (utilizando A = 0.626 UI/ml) no se deberia a

la saturacién del soporte, slno a no exlstir en el medio suficiente canll-
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

-C.: 12.5 % v/v en Cl1 CH - T: 25 *C
TT 2 2 I

=t _: 15 min. - pH: 4.8
TT

-C_: 100 % ~ A : variable estudiada
EDA 0

- tEDA: 120 min, - Cs: 40 g/1

- CELU: 5 % v/v en agua - tI: 15 horas

- tGLU: 15 min,

- T : amblente en todos los pasos

% Roetencidn Actividad
acliva A inmovilizada (U
G} -~
=~ |5
60 -~
- 10
() -
- 5
20 -~
0 - Y ! T T Y = 0

0.0 0.5 1.0 I.5 2.0 2.5 3.0

Actividad inicial (UT/m1)

Figura 6.18. INMOVILIZACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia de la amctividad inicial de la disolucién
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dad de enzlima para unirse al mismo, La saturacidén se alcanzaria cuando la

actividad enzimatica inicial del medio fuera superior a 1.1 Ul/ml,

A partir de estos resultados se seleccioné una actividad Inicial de
la disolucidn enzimdtlica de aproximadamente 1.1 Ul/ml y un tiempo de Ilnmo-
vilizacién de al menos 15 horas para asegurar la total saturacién del so-

porte.

Por todo ello, del estudio tanto de las etapas de activacién del so-
porte como de la inmovilizacién propiamente dicha del complejo celulasas
se han selecclonado los siguientes valores para la inmovilziacién del com-
plejo celulasas de Penicillium funiculosum sobre nylon en polvo, Jque se
mantendran constantes en el resto de la investigacién. Finalmente, ¥y una
vez concluido el estudio de todas las variables que influyen en la activa-
clén del soporte seleccionade (nylon en polvo) v en la immovilizacién del
comple jo celulasas de Penicillium funiculosum schre diche soporte, se fi-
Jaron como variables para la inmovilizacién utilizada en los restantes ex-

perimentos de desactivacién e hidrélisls, las sigulentes condiclones:

- ACTIVACION DEL SOPORTE

- O-alquilacién:

- Temperatura, ?}T: amblente (siempre <30°C)

1

Relacidn volumen agente actlvante/soporte: 5 ml/g

Concentraclidn de agente actlivante, C%T: 12.5 % en v/v C120H2

Tiempo de activacliédn, tTT: 15 minutos

~ Aminocactivacidén:

Temperatura, T__ : ambliente
EDA

Relacidn volumen agente activanle/soporte: 10 ml/g

i

Concentracidn de agente activante, CEDA: 100 %

i

Tiempo de activacidn, tEDA: 120 minutos

- Activacidén con glutaraldehido:

- Temperatura, T_ : ambliente
GLU

Relacidn volumen agente activante/soporte: 10 ml/g

1

- Concentraclidn de agente activante, CELU: 12,5 % v/v en agua

A

Tiempo de activacidn, tGLU: 15 minutos



6, DISCUSION DE RESULTADOS 176

~ INMOVILIZACION PROPIAMENTE DICHA:

Temperatura, TI: 25 °C

Relacidén volumen disolucidén/soporte: 25 ml/g
Actividad disolucidn lniclal, 4{ 1.1 UIl/ml
Tiempo de activaclidn, tI: 15 horas

6.3. ESTABILIDAD TERMICA DE LA S~GLUCOSIDASA DE P. funiculosum

6.3.1. DESACTIVACION TERMICA DE LA ENZIMA LIBRE

En las figuras 6.19 a 6.23 se representan, los resultados de las ta-
blas 5.16 a 5.23 correspondientes a la varlaclén de la actividad
B-glucosidasa del complejo celulasas de P. funiculosum con el tiempo a

temperaturas comprendidas entre 30 y 70°C,.

En todas ellas se observa que la desactivaclén térmica de la enzima
libre aumenta, léglcamente, al hacerlo la temperatura. Sin embargo, para
temperaturas inferiores a 55 °C (figuras 6.19 a 6.22) la actividad
B-glucosidasa experimenta un ligero aumento inicial, tanto mas acusado
cuanto més baja es la temperatura, Asimismo, dicho méximo se produce a

tiempos mayores al disminuir esta varlable.

Este aumento inicial de la activlidad podria explicarse suponiendo que
la temperatura ejerce sobre la enzima dos efectos opuestos, por un lado,
un aumento de la actividad debido, probablemente a una alteraclén estrue-
tural que conduzca a una estructura enzimatica de mayor actividad que la
original pero menos estable, y por otro lado, a la desnaturallzacién de la
enzima por destruccién posterior de sus estructuras secundarla, terclaria

y sl la posee cuaternaria.

El hecho de que a medida que aumenta la temperatura, el maximo obser-
vado sea menor y aparezca a tlempos mas cortos, as{ como el importante
aumento en la velocidad de desactivaclén observado al aumentar la tempera-
tura, hace suponer que la desactivacién se ve mds afectada por la tempera-
tura que la activacién, de forma que, a temperaturas por encima de 50°C el
efecto de activacién no puede ser observado (figura 6.23), no apareciendo

ningin maximo en la actividad.
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8

TEMPERATURA: 30 °C

AO: 1.04 Ul/ml

ACTIVIDAD ESPECIFICA, a(t): 1.17 Ul/mg de proteina

]20 - -

A Actividad
inicial $$VD\D
LOO - Em\““%JLM“‘hm‘hhH““‘““—“—““—“——mtr

BO

60

40

i

20 -

0 - 1 T | | 1
0 250 500 750 1000 1250 1500

t (minutos)

Figura 6.19. DESACTIVACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum LIBRE
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CONDICIONES DE OPERACION:

pH: 4.8

TEMPERATURA: 40 °C

AO: 1.04 Ul/ml

ACTIVIDAD ESPECIFICA, a(t): 1.17 Ul/mg de proteina

H

120«
A Actividad
inicial

100

H() -

() -

40 ~

20 -

T T ' ¥ !
0 250 500 750 1000 1250 1500

t {minutos)

Figura 6.20. DESACTIVACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum LIBRE
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8

TEMPERATURA: 45 °C

AO: 1.04 UI/ml

ACTIVIDAD ESPECIFICA, a(t): 1.17 Ul/mg de protelna

120 = ]
A ohctividac
intcial
100 =
80) -
O s
40
20 ~
0 - T ! 1 L !
9] 250 500 750 1000 1250 1500

t (minutos)

Figura 6.21. DESACTIVACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum LIBRE
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CONDICIONES DE OPERACION:

pH: 4.8

TEMPERATURA: 50 °C

AO: 1.04 UI/ml

ACTIVIDAD ESPECIFICA, a(t): 1.17 Ul/mg de proteina

i

| 20)

% AclLividad
intcial
[ (3O

80

60

40

20 <

O - 1 1 ) 1 I
0 250 500 750 1000 1250 1500

t {minutos)

Figura 6.22. DESACTIVACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum LIBRE
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8

- TEMPERATURA: 55 ° 60 °, 65 ° y 70 °C

- AO: 1.04 UI/ml

~ ACTIVIDAD ESPECIFICA, a(t): 1.17 Ul/mg de protelina

120=
% Acrividad
inicial

100

6 () uud

4 ()

20 -

2

() - Y A| | I 1 |
0 250 500 750 1000 1250 1500

t {(minutos)

Figura 6.23. DESACTIVACION DE B-GLUCOSIDASA DE P, funiculosum LIBRE:
055 °C; A 60 °C; O 65 °C; & 70 °C
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Es importante destacar también que a temperaturas superiores a 60°C
la enzima pierde totalmente su actividad a tiempos relativamente cortos,
de forma que a 60°C la enzima ha perdido toda su actividad al cabo de 24
horas, mientras que a 65°C sélo han de pasar 7 horas y a 70°C basta con 3
horas para que la enzima se encuentre totalmente desactivada (figura
6.23). Sin embargo, a temperaturas inferlores a 60°C, no se observa desa-
paricién total, apreciindose ademds que & tiempos largos la actividad
tiende a un valor asintético, tanto mayor cuanto menor es la temperatura

de trabajo.
6.3.1.1. Modelo cinético para la desactivacién de la enzima libre

Como ya se ha indicado en el apartado 2.4 de la Introduccién, la de-
sactivacidén enzimatica suele describirse mediante modelos senclllos de

primer orden segln el esquema de reaccion:

Este tipo de mecanismo predice un decalmiento exponenclal de la acti;
vidad con el tiempo. Sin embargo, para describir comportamlientos més com-
plejos, como el observado experimentalmente en la RB-glucosidasa, €8 nece-
sario recurrir a mecanismos con varias etapas de reaccién, en las que se
supone que la estructura linicial de la enzima, por acclén del calor, se
modifica dando una o varias estructuras intermedias en equlilibrio, como
paso previo a la desnaturalizacién. En este caso concreto, la enzima evo-
luclona a una estructura intermedia de actividad superior a la de la enzl-
ma original, lo que permite explicar el maximo observado en la actlvidad.
El mecanismo de reaccién tendria, en este caso, la sigulente forma:

k k

E -———-L——-— E* —*—3—-:—-Ed

donde E es la enzima original, E# es el intermedio activado ¥ Ed la enzima

totalmente inactiva.

Este modelo (Glanfreda, 1984) requiere cuatro paréametros, la activi-
dad especifica de las especles E ¥y oM y las constantes cinéticas de los
dos pasos de desactivaclién, k1 y kz. Este modelo es semejante al denomina-

do modelo de isoenzima (Fischer, 1980) que supone una desactivacién en dos
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pasos, pero a diferencia de este admite que las formas enzimaticas E y E*
posean diferente actividad especifica, mientras que el modelo de isoenzima
sélo supone modificaclones estructurales pero sin alteraclién de la activi-

dad especifica de la enzima, con lo que E y E¥ poseerian igual actividad,

Este modelo se apoya en los trabajos realizados por Tauford (1968)
que demostraron la existencia de varias formas Intermedias mediante
métodos espectrofotométricos y de fluorescencia. Sin embargo, en algunos
casos el primer paso es muy répido (segundos o incluso menos) lo que unido
a que los camblos en la propledad observada son muy pequefios, permite des-

preciarlo.

Suponiendo que los dos pasos de desactivacioén obedecen a una cinética
de primer orden, la velocidad de formaclén de las especlies E y E# vendrian

determinadas por:

4

= —k1[E] [6.11
dt

#
4 . k, [E] - kEIE“] [6.2]

dat

Estas dos ecuaclones diferenciales integradas Jjunto con la condiclén

limite:
t =0 E=E; E'=20

conducen a la expresién de las concentraciones de las especies E y E* en

funcién del tiempo:

[E] = E éxp(—kit) [6.3]
# EO
[E"] = —E::E; { exp(—kat) - exp(-kit) } [6.4]

Definiendo las actividades especificas de las especies E y E* como a
y a, respectivamente, la actividad especifica total de la mezcla varlaré

coﬁ el tiempo segin la ecuacién:
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# 8, k a k

- [E] [E"] 1 2 1
a(t) = a_—m—ta, = {a1 —— Yexp( k1t)+ T exp ( kzt] [6.5]
0 0 172 102
Conocldo el valor de a = 1.17 Ul/mg de proteina, actividad

especifica de la disolucién enzimitica original, que se mantuvo constante
en todos los experimentos y ajustando los resultados obtenidos en los ex-
perimentos de desactivacién a temperaturas entre 30 y 70°C con
B-glucosidasa libre, mediante un método de regresién no lineal basado en
el algoritmo de Marquardt (1963), se obtuvieron los valores de la activi-
dad especifica a,y de las congtantes de reacclién k1 vy ka gue se presentan

en la tabla 6.1,

En dicha tabla se puede observar que la actividad especiflca a, de la
especie intermedia disminuye a medida que aumenta la temperatura pasando
de ser mayor que la de la enzima original a temperaturas inferliores a 55°C
a ser menor para temperaturas mayores a la mencionada. Esto es féacil de
explicar considerando que al aumentar la temperatura de degactivacién las
estructuras intermedias E' se encuentran cada vez mis degradadas y son por.

tanto menos activas.

Asimismo, es posible ajustar los datos obtenidos para a,a una ecua-
cién del tipo Arrhenlius con energfa de activacién negativa, tal como se
observa en la figura 6.24. Los valores de la energia de actlvacién y la

constante preexponenclal se presentan en la tabla 6.2.

Por lo que se refiere a los valores de las constantes de veloclidad de
reacclén, se observa que k1 aumenta mucho mads rdpldamente con la tempera-
tura que kz‘ Esto 1ndica que la velocidad de formacién del complejo Inter-
medio seria practicamente instantanea a temperaturas altas por lo que sélo
se observa el efecto de la segunda reaccién. Como cabia esperar, la varla-
cién de estas dos constantes con la temperatura puede ajustarse a una
ecuacién del tipo Arrhenius (figura 6.24) con los valores de la energia de

activacién y del factor preexponencial que se presentan en la tabla 6.2,

En la figura 6,25 se presentan los valores de la activlidad especifica
obtenidos mediante el modelo descrito anteriormente frente a los obtenidos
experimentalmente para las diferentes temperaturas estudiadas. Se observa

que en todos los casos el error es Inferlor al 10%.
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CONDICIONES DE OPERACION:

1 1 i

Al

I k

-9

pH: 4.8

TEMPERATURA: 30 °, 40 °, 45 °, 50 °, 55 60 °, 65 ° ¥y 70 °C
Ao:
ACTIVIDAD ESPECIFICA, a(t): 1.17 Ul/mg de proteina

1.04 Ul/ml

In

- 0.25

0.00

:- "O. 25

- -0.50

.8 2.9 1,0 3,1 3.2 3.3 1.4
1/7 103 (k-1)

Figura 6.24. DESACTIVACION DE B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum LIBRE:

Ajuste de las constantes de desactivacidén a la
ecuacidén de Arrhenius: a,; A kl; O ltc2

i
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8
TEMPERATURA: 30 °, 40 °, 45 °, 50 °, 55 ° 60 °, 65 ° y 70 °C
4,: 1.04 Ul/nml

ACTIVIDAD ESPECIFICA, a(t): 1.17 Ul/mg de proteina

120
% Actividad

especifica
tedrica

AN

i 01}

$0

60

40

20

) 1 { ) d
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% Actividad especific
experimental

()

Figura 6.25. DESACTIVACION DE g-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum LIBRE
Comparacién entre los resultados experimentales
y los predichos con el modelo de desactivacién:
030 °C; A 40 °C; Q45 °C; 4 S0 °C; & 55 °C
B el °C; @ 65 °C; V 70 °C
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TABLA 6.1
VALORES DE LAS ACTIVIDADES ESPECIFICAS a
DE LAS CONSTANTES DE REACCION k1 Y k2

Y a Y
2

Temperatura a a k k

1 2 1 2
30 1.17 1.31 0.021 | 0.149 10°°
40 1.17 1,25 0.200 | 0.304 107°
45 1.17 1,20 0.507 | 0.407 1072
50 1.17 1.18 1.386 | 0.668 107>
55 1,17 1,15 3,600 | 0,988 107
60 1.17 1.12 9.300 | 2.010 107°
65 1.17 1.08 23.280 | 6.000 1072
70 1.17 1,07 56.500 |12.300 107
°C UI/mg pr| UL/mg pr.| min™' min~!

TABLA 6.2

VALORES DE LA ENERGIA DE ACTIVACION Y DE LA CONSTANTE PREEXPONENCIAL
PARA a, Y PARA LAS CONSTANTES DE REACCION k1 Y k2

E k
a 4]
a, -1080.23 0.2186
41001.75 7.59 10%
12
23200, 87 4.69 10
-1
cal/mol min
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6.3.2. DESACTIVACION TERMICA D A ENZIMA INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POVO

Comc ya se ha comentado en el apartado 2.5.4. de la Introduccién, la
inmovilizacién de una enzima sobre un soporte determinado puede influlr
gsobre su estabilidad térmica. Aunque el efecto observado depende de nume-
rosos factores como el soporte empleado, el método de inmovillzacion utl-
lizado, el origen de la enzima, etc, en general se aprecla un aumento de

la estabilidad térmica tras la inmovilizacidn.

Por esta razén se llevé a cabo un estudlo, semejante al realizado pa-
ra la enzima libre, sobre la estabilidad térmica de la enzima inmovilizada
sobre nylon en polvo utilizando las condiciones previamente selecclonadas.
Los resultados obtenidos para las diferentes temperaturas ensayadas, com-
prendidas entre 30 y 70°C, se resumen en las tablas 5.24 a 5.28 y se re-

presentan en la figura 6. 26.

En ella se observa que, a diferencia de los resultados obtenidos al
estudiar la desnaturalizaclén de la enzima libre, la actividad permanece
practicamente constante a lo largo del tiempo e lgual a la iniclal para’
las temperaturas mas bajas de 30 y 40 °C. La no existencia del maximo de
actividad y de la caida de la misma con el tlempo que se observaba para la
enzima libre, indican que esta no ha modificado su estructura por efecto
de la temperatura, debido, probablemente a que al estar unida al soporte
por un enlace fuerte, como el enlace covalente, su movilidad se ve res-
tringida lo que favorece un aumento de su estabilidad térmica por no exis-

tir deformaclién de sus estructuras secundaria, terclaria y cuaternaria.

Sin embargo, para temperaturas superlores a 40°C se observa una
pérdida de actividad con el tiempo, muy ligera para 50 °C y mayor a medida
que aumenta la temperatura, de forma que al cabo de 25 horas, la enzima
inmovilizada conser&a el 97.6 % de su actividad a 50 °C, el 724 a 60 ‘C y
el 50.6 % a 70 °C. Si1 se comparan estos resultados con los obtenldos para
la enzima libre (figuras 6.22 y 6.23), en todos los casos la
inmovilizacién representa un importante aumento de la estabilidad térmica

(figura 6.27).

Hay que destacar también que en el caso de la enzima inmovilizada, la
pérdida de actividad se produce, uUnicamente, durante las primeras horas de

incubacién. Este efecto no se observaba en el cagso de la enzima libre en
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8

TEMPERATURA: 30°, 40 ¢, 50 °, 60 ° y 70 °C
CS: 40 g/1

Ao: 17.51 Ul/g

I

120 =
% Actividad
inicial
100 — 6
[}
80
Va
60
~(
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20 =
Q- 1 T I ] T
0 250 500 750 1000 1250 1500
t (horas)

Figura 6.26, DESACTIVACION DE LA B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
INMOVILIZADA: @ 30 °C; B 40 °C; [150 °C; A 60 °C; 970 °C



6. DISCUSION DE RESULTADOS 190

CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8

TEMPERATURA: 30°, 40 °, 50 °, 60 ° y 70 °C
Gs: 40 g/1

Ao: 17.51 Ul/g
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Figura 6.27. COMPARACION DE LA DESACTIVACION TRAS 40 HORAS DE INCUBACION:
i B-glucosidasa 1ibre [___ ]B-glucosidasa inmovillzada
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la que la pérdida de actividad era continua con el tiempo hasta llegar a
la desnaturalizacién total. Por tanto, es difficil atribuir la pérdida de
actividad en el caso de la enzima inmovilizada a modificaclones estructu-
rales, poco probables por otra parte como ya se ha comentado, al estar
unida la enzima a un soporte que dificulta su movilidad. Esta pérdida de
actividad podria explicarse entonces suponiendo que es debida a pérdlda de
parte de la enzima inmoviliazda que pasa al medio en el que debido a la
temperatura a la que se encuentra y slguiendo ya una cinética semejante a
la de la enzima libre, se desactiva répidamente. La mayor pérdida de acti-
vidad observada para la enzima inmovilizada al aumentar la temperatura im-
plicaria un debilitamiento del enlace enzima-soporte originado por la tem-

peratura.

6.3.2.1. Modelo cinético para la desactivacién de la enzima inmovilizada:

Aunque en general la desactivacién de las enzimas inmovilizadas suele
describirse mediante los mismos mecanismos que se utilizan para las enzi-
mag libres, de los datos comentados en el apartado anterior se deduce que
en el caso de la enzima estudiada en este trabajo, las suposiclones hechas’
para la enzima libre no pueden ser mantenidas para la enzima Inmovilizada
pues no parece que exista alteraclén en la estructura protéleca sino
pérdida de la enzima al medlo. Sin embargo, la necesidad de disponer de
una ecuacién que permita conocer la variacién de la actividad enzimatica a
lo largo del tiempo con el fin de introducirla en la ecuaclén de velocldad
que describa el proceso de hidrélisis, nos llevé a plantear una ecuacidn
empirica capaz de describir los resultados obtenidos experimentalmente.

Asi se planteé una ecuacién de tipo hiperbélico de la forma:

_ 4. Bt
aft) = 1 T+t [6.6]
Fsta ecuacién sélo se empled para ajustar los datos de activlidad ob-
tenidos a 50, 60 y 70 °C ya que se consideré que a 30 y 40 °C se podia to-

mar un valor medio de la actividad sin cometer un error apreclable.

Ajustando los resultados experimentales a la ecuaclién empirica pro-
puesta, se obtuvieron los valores de las constantes B y C a las diferentes

temperaturas ensayadas que se detallan en la tabla 6.3.
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TABLA 6.3
VALORES DE LAS CONSTANTES B Y C DE LA ECUACION 6.6
PARA LAS DIFERENTES TEMPERATURAS

Temperatura B C
50 0. 0287 99.77
60 0.2948 83.02
70 0. 5065 42, 30

En la figura 6.28 se comparan los resultados experimentales con les
predichos por la ecuacién [6.6] observidndose que en todos los casos el

error es inferior al 5 %.

6.4. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P, funiculosum

6.4,1. HIDROLISIS CON S-GLUCOSIDASA LIBRE

La funcién de la B-glucosidasa dentro del complejo celulasas es, como
ya se puso de manifiesto en el apartado 2.2.2. de la Introduccidén, hidro-
lizar las moléculas de celoblosa por ruptura del enlace B-1, 4-glicosidlco,

originando dos molé&culas de glucosa.

Esta reaccién de hidrélisis de celobiosa, como cualquier otra
reacclén quimica, puede verse influida por las condiciones del medio (tem-
peratura, pH), por la concentracién de gustrato y producto y por las ca-
racteriscas propias de la enzima (concentracién, desactivacién térmica,
iphibicién, etc.)}. Con el fin de estudlar la influencia que todas estas
variables tenian sobre la velocidad de hidrélisis de la celoblosa con
B-glucosidasa de P. funiculosum, se llevaron a cabo experimentos en los

que se estudié la influencia de las sigulentes varilables:

i

Temperatura

Concentracioén iniclal de celcblosa

Concentracién inicial de glucosa

Actividad inicial de la disolucién enzimitica
—pH '
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CONDICIONES DE OPERACION:

pH: 4.8

TEMPERATURA: 50 °, 60 ° y 70 °C
Cs: 40 g/1

Ao: 17.51 Ul/g

L20 *
A Actividad
especifica

tedrica-
LOO =

80

60 =

40

20 4
0 - ! I I 1 |
0 20 40 60 80 100 120
% Actividad especifica
experimental

Figura 6.28. DESACTIVACION DE LA B-GLUCOSIDASA DE P, funiculosum
INMOVILIZADA: Comparacién entre los resultados expe-
rimentales y los predichos por el modelo de desacti-
vacién: 0 50 °C; A 60 °C; © 70 °C
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I) INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

En la figura 6.29 se representan las concentracliones de celobiosa
frente al tiempo de hidré6lisis correspondlentes a los experimentos lleva-
dos a cabc a temperaturas entre 30 y 70 °C. Los resultados de dichos expe-

rimentos se resumen en las tablas 5.29 a 5.33.

En dicha flgura se observa que a medlda que aumenta la temperatura, vy
siempre que esta no supere los 60°C, aumenta la velocidad a la que desapa-
rece el sustrato, o lo que es lo mismo, aumenta la velocidad de reaccidn,
Sin embargo, cuando la reaccién se realiza a 70 ‘C y a tiempos superlores
a 3 horas, la conversién préacticamente se detiene manteniéndose constante

la concentracién de celoblosa en el medio a partir de ese momento.

Esta influencla se puede explicar tenlende en cuenta que durante el
proceso de hidrélisis aparecen dos efectos contrapuestos dependientes de

la temperatura:

- Un efecto de aumento de la velocldad de reaccién al aumentar la’

temperatura, comin a todas las reacciones quimicas.

- Un efecto de disminucién de la actividad de la enzima y por tanto
de la velocidad de reaccién por la desnaturalizacién térmica. Esta
desactivacién térmica cobra mayor importancia a partir de 60 °C,
tal como se vio en el apartade 6.3,1. en el que se estudid la

establlidad térmica de la fB~glucoslidasa libre.

El hecho de que la desnaturalizacién térmica de la enzima se vea més
favorecido por la temperatura que la hidrélisis de celobiosa, se debe a
los diferentes valores de las energias de activacién: entre 4 y 20
kcal/mol para reacéiones enzimiticas y entre 40 y 130 kcal/mol para la

desnaturalizacién térmica de proteinas,

A partir de estos resultados se gelecciond el valor de 60 °C como
temperatura para llevar a cabo el estudio de las restantes variables de la

hidrélisis.



6. DISCUSION DE RESULTADOS 195

CONDICIONES DE OPERACION:

~ TEMPERATURA: variable estudiada - Cglu: O mM

~ VOLUMEN TOTAL: 100 ml -~ N: 200 r.p.m,
- pH: 4.8 - AO: 1.16 UI/ml
- Gcel: 10 mM

10 -

Ceol. (mM)

%; ——

6~

L -

0 200 400 600 800 1000

t {minutos)

Figura 6.29. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
LIBRE: Influencia de la temperatura: O 30 °C; & 40 °C; O
50 °C; & 60 °C; @ 70 °C
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II) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CELOBIOSA

En la figura 6.30 se representan las varlaciones de la concentracidn
de celobiosa frente al tiempo correspendientes a experimentos en los que
se varié la concentracién iniclal de celoblosa entre 2 y 25 mM. Los resul-
tados obtenidos en estos experimentos se resumen en las tablas 5.32 y 5.34

a 5.37.

En dicha figura se observa que a medlda que aumenta la concentracldn
inicial de celobiosa, y para una misma concentracién de celobiosa en el
medio, por ejemplo 2 mM, la pendlente de la curva concentracién de celo-
biosa frente al tiempo, que representa la velocidad de hidrélisis, no
varfa, al menos hasta concentracién iniclal 15 mM. Estos resultados indi-
can que hasta dicho valor, parece ser que la concentracién de sustrato
existente en el medio no es suficiente para inhibir la enzima. Sin embar-
go, cuando se emplea iniclalmente una concentracién de celobliosa de 25 mM,
sl se compara la curva obtenida con las de 10 y 15 mM para una concentra-
cién de celobiosa en el medio de 10 mM, las pendientes de dicha curva en
cada punto son menores que las de las otras dos curvas indicadas por lo”
que es muy posible que a estos valores de la concentracién de sustrato, la

enzima se vea inhiblida por él.

En dicha figura se observa también que la pendiente de la curva co-
rrespondiente a concentraclén inicial de celobiosa 25 mM es claramente in-
ferior a las pendientes de las curvas obtenidas para concentraclones ini-
ciales inferiores, lo que pone de manifiesto que puede existir inhibicidn

por sustrato para concentracliones iniciales del mismo superiores a 15 mM.
IIT) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE GLUCOSA

Con el fin de conocer la posible inhibicién de la enzima por el
producte de la reaccién (glucosa), se llevé a cabo la reaccién enzimdtica
en presencia de este compuesto a diferentes concentraciones iniciales. Los
resultados obtenidos se resumen en las tablas 5.32 y 5.38 a 5.40 y se

representan en la figura 6,31,

En esta figura se observa que, a medida que aumenta la concentracién
inicial de glucosa, la concentracién de celobiosa disminuye mas lentamen-

te, es decir, disminuye la velocidad de reacclén. Sin embargo, ¥y dado que
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CONDICIONES DE OPERACION:

Cecel.

TEMPERATURA: 60 °C
VOLUMEN TOTAL: 100 ml
pH: 4.8

- Cce : variable estudiada

|

~C ¢ 0 mM

glu
- N: 200 r.p.m.
- AO: 1.16 UI/ml

(mM)

20 =

EFH*“““““#:aC

600

800 1000
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Figura 6.30. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
LIBRE: Influencia de la concentracién inicial de celoblosa:

DZmM;ASmM;AlOmM;OlSmM;QZSNM
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CONDIGIONES DE OPERACION:

~ TEMPERATURA: 6D °C - anf variable estudiada
~ VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m.
- pH: 4.8 - AO: 1.16 Ul/ml
- Cce]: 10 mM
10 =y

Ccel. (mM)
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Figura 6.31. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON. B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
LIBRE: Influencia de la concentracién inicial de glucosa:
A0mM; A5 mM; 710 mM; O 20 mM :
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segun la cinética enzimdtica habitual basada en la ecuaclén de Michaells-
Menten, la velocidad de reaccién tnicamente depende de la concentracién de

celoblosa en el medlo, las cuatro curvas deberian superponerse.

El efecto observado puede explicarse, por tanto, suponiendo la exis-—
tencia de inhibicidén por producto, Esta inhiblcién se hace mds patente a

medida que aumenta la concentracién inicial de glucosa.
IV) INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Con objeto de estudiar la influencia de la actividad enzimatica del
medio sobre la velocidad de reaccién, se llevaron a cabo cuatro experimen-
tos cuyos resultados se resumen en las tablas 5.32 y 5.41 a 5.43. Los re-
sultados obtenidos se representan en la figura 6.32 de la forma varlacién

de la concentracién de celoblosa frente al tlempo.

Se puede observar en dicha figura que, a medida que aumenta la acti-
vidad enzimitica presente en el medioc de reaccién, aumenta la velocldad de
reaccién, es decir, la concentraclén de celoblosa en el medio disminuye
mds répidamente. Sin embargo, es lmportante destacar que las curvas obte~ -
nidas para las diferentes actividades enzimiticas estdn cada vez mas
préximas. Asi por ejemplo, para reducir la concentracién de celoblosa en
el medio a la mitad (5 mM) se requieran casl 600 minutos para una activi-
dad de 0.32 UI/ml mientras que cuando la actividad se multiplica por cua-
tro, hasta 1.17 Ul/ml, bastan 130 minutos, es decir, el tlempo se reduce
un 78 %. Del mismo modo, al duplicar la actividad desde 1.17 hasta 2.06,
el tiempo deberia reducirse en un 39 %, sin embargo este sélo disminuye en
un 31 %. Y para la mayor concentraclén ensayada, doble de la anterior, el
tiempo s6lo se reduce en un 22 %. Esta progresiva aproximacién entre las
curvas cinéticas obtenidas a medida que aumenta la actividad enzimitlca se
debe a que al aumentar la cantidad de enzima presente en el medio, lo hace
légicamente el nimero de moléculas de sustrato gque pueden unirse a sus
centros actlvos aumentandoe la velocldad de la hidréllsis. Sin embargo,
puede llegar un momento en que el nimero de centros activos de la enzima
presentes en el medio de reaccién sea mayor que el de moléculas de sustra-
to capaces de reaccionar. Llegado este punto, un aumento de actlvidad en
el medio yva no modificarfa la veloclidad de reaccién para una misma concen-

tracisén inicial de celoblosa.
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CONDICIONES DE OPERACION:

—~ TEMPERATURA: 60 °C - Cgm' 0 mM

-~ VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m.

- pH: 4.8 - AO: variable estudlada
- Gcel: 10 wmM
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Figura 6.32. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON S-GLUCOSIDASA DE P. funiculosun
LIBRE: Influencia de la actividad inicial de la disolucién:
[10.32 UL/ml; A 1.17 Ul/ml; @ 2.06 Ul/ml; & 4.00 UI/ml
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V) INFLUENCIA DEL pH

Por ultimo y debido a la gran influencia que tiene el pH sobre la ac-
tividad enzimatica, se estudié la variacién de la velocidad de reaccidn
con el pH del medio. Los resultados obtenidos, que se resumen en las ta-

blas 5.32, 5.44 y 5.45, se presentan en la fligura 6,33.

Se observa que de los tres valores de pH ensayados, la maxima veloci-
dad de reaccién se obtiene cuando el pH del medio es 4.8. Este pH se en-
contré muy préximo al éptimo también cuando se realizé la caracterizacidn
de la enzima estudiando su perfil de pH frente al ensayo estandar de actli-

vidad B-glucosidasa (apartado 9.3 del Apéndice).

Tamblén puede observarse que cuando se utilizan valores de pH por
encima del optimo (pH = 6.3), la veloclidad de hidrélisis es superlor a la
que se obtiene a pH inferior al éptimo (pH = 3.5),

Como resumen, de los resultados obtenidos al estudlar la hidrélisis
de celoblosa con B-glucosidasa libre procedente de P, funiculosum, se pue--

de deduclir las siguientes conclusiones:

- La temperatura mas ventajosa para llevar a cabo la hidrélisls pare-
ce ser 60 °C, temperatura a la que, sl blen existe una importante
desnaturalizacién enzimatica, la velocidad a la que tiene lugar la
reacclén permite que esta transcurra casl totalmente antes de que

la pérdida de actividad de la enzima sea demasiado elevada.

~ Se ha puesto de manifiesto la inhibicién por producto (glucosa), si
blen no parece ser muy importante hasta que la concentracién de
glucosa en el medio na es superlor a 10 mM. Asimlismo, se ha detec—
tado la posible inhibiclén por sustrato para concentraciones de ce-

loblosa superliores a 15 mM.

- Un aumento de la actividad enzimatica del medio implica un aumento
de la velocidad de reacclén, sin embargo dicha iInfluencia

disminuye para valores elevados de la actividad enzimatica.

- E1 pH méds adecuado pafa llevar a cabo la hidrélisis ha resultado
ser 4.8. Asimlsmo se ha observado que una disminucién del pH orlgi-

na menores velocldades de hidrélisis que un aumento del mismo.
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CONDICIONES DE OPERACION:

-~ TEMPERATURA: 60 °C - Gglu: 0 mM

- VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m,
- pH: varlable estudiada - Ao: 1.16 Ul/ml
- Ccel: 10 mM
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Figura 6.33. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
LIBRE: Influencia del pH: [0 3.5; & 4.8; 0 6.3 -
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6.41.1.1. Modelo cinético para la hidrélisis de celobiosa con B-glucosidasa:

Como ya se ha comentado en el apartado 2.3.2. de la Introduccién, el
esquema general de reaccion mas utilizado en la bibliografia para explicar
la converslén de un sustrato (S) en un unico producto (P) por al acclén de

una enzima (E) es el sigulente:

K k,
S+E s—F—>» g5 — 2 o~ E+P

k
-1

Este mecanismo fue propuesto por Michaelis y Menten en 1913 con el
fin de explicar la ecuacién empirica propuesta por Henri en 1902, obtenida
a partir de sus estudios sobre cinética enzimitica. La ecuaclién propuesta

tenia la forma:

k,[E][S]

r = [2.1]
Km+ 5

En las tablas 6.4 y 6.5 =me presentan los resultados obtenides al
ajustar, mediante un programa de cédlculo basado en el Algoritmo de Mar-
quardt para regresiones no lineales combinado con un método de Runge-Kuta
de cuarto orden para la reseclucién de las ecuaciones diferenciales plan-
teadas para la expresién de la velocldad, los resultados obtenidos en los
experimentos reallzados a diferentes concentraciones iniclales de celo-
biosa y glucosa, respectivamente, a la ecuacidén de Michaells-Menten, ecua-

cién [2.1]

A partir de los resultados obtenidos es posible sacar algunas conclu-

slones validas para plantear un nuevo modelo:

- 51 ho existiera ningin tipo de Inhiblclén, los valores de I‘{,rlrl Y Tk
obtenidos para todos los ajustes deberian coincidir pues las cons-
tantes clnéticas sé6lo son dependlentes de la temperatura y del pH

del medio pero no de la concentracién de sustrate o producto.

- Del ajuste de los datos obtenidos en los experimentos realizados a
diferentes concentraclones de sustrato se deduce que existe un im-
portante efecto de inhibicién por sustrato, mucho mds patente para

concentraciones iniclales de celoblosa superiores a 10 mM
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- Del ajuste de los datos obtenidos en los experimentos a diferentes
concentraciones de glucosa se deduce la existencia de inhibicién
por producto, que puede encuadrarse dentro del tipo de inhibicién
no competitiva descrita en el apartado 2.3.3. de la Introduceclén

pues por un lado aumenta el valer aparente de Km, disminuyendo al

mismo tiempo r sin existir entre ambos parametros una relacién
max

constante. Esle Lipo de inhiblcién también se denomina en ocasiones

mixta pues el inhibidor puede unirge tanto al complejo enzima-—

sustralo como a la enzima.

Ademds, en todos los ajustes se obtienen discrepancias muy elevadas

entre los valores experimentales y los predichos por el modelo, superilores

Ineluso al 30 % en algunos casos.

VALORES DE Km, L Y ERROR MEDIO OBTENIDOS AL AJUSTAR
LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES DE DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE CELOBIOSA A LA ECUACION DE MICHAELIS-MENTEN

TABLA 6.4

K r e (%)

celoblo. m max
2 4. 23 0.0827 12,7
5 5,19 0.0807 23. 4
10 7.07 0.0809 32.1
15 12,62 0.0802 32,7
25 29, 42 0.0802 5.0

mol

e md ml min
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TABLA 6.5
VALORES DE Km, - Y ERROR MEDIC OBTENIDOS AL AJUSTAR
LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES DE DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE GLUCOSA A LA ECUACION DE MICHAELIS-MENTEN

. K r e (%)
glucosd m max
0 7.07 0. 0839 32.1
S 7.27 0. 0816 23.6
10 8,32 0. 0803 15,3
15 10,24 0,0793 20.3
mol
i mbd ml min

Teniendo en cuenta estas premisas se propuso un mecanismo de reacclo-

nes que incluyera los dos efectos de lnhibleibdbn observados.

Para el sustrato se propuso el mecanismo habitual de inhlbiclién:

k3

3 |
S + ES === ES_

K,

Para el producto se propuso un mecanismo de inhibicién no competitiva
ya empleado por Halwachs para describir la hidrélisis de L~
fenilalaninametilester (Halwachs, 1978) y por Ladish ¥y col. para describir
la hidrélisis de celoblosa con endoglucanasa (Ladish, 1980):

k
E + P == [P
k
-4
k5
ES + P sp———— EPS
k

por lo que el mecanismo completo de hidrélisis de celobiosa quedaria segun

el sipgulente esquema de reacclones:
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k k

S+ E ge——" ES ~——2—a E + 2P
K
-1
k3
S+ ES S————=» [S
K
-3
k -
E+ P g—=t—»= gp
k
~4
K
ES + P g————" EPS
X

incluyéndose el coeficlente estequiométrico de la reacclidn, 2, puesto que

una molécula de celoblosa conduce a dos de glucosa,

Apllcando la aproximacidén al estado estacionario a las diferentes es-

pecies intermedias que aparecen en el proceso:

d{ES] _

e =0 [6.7]
d[ESB] (6. 8]
dt

d[EP] _
= 0 [6,9]

d[EPS]
~at - ° [6. 10]

vy teniendo en cuenta que para cualquler tlempo t, la concentracldn total
de enzima serid la suma de la enzima libre y la combinada formando todos

los intermedios de reaccidén presentes en el mecenlsmo propuesto:;

Euna1= E + [ES] + [ESZ] + [EP] + [EPS] [6.11]

se obtiene, para la velocldad de reaccién, la siguiente expresién:
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E S
ds 2 Ttotal (6. 121

r = - = ——— e

dt

donde:
kl =2k, [6.13]
l{--1 + k2
Km = n-.———....k {6.14:]
1
kS
Kl = k_ [6.15]
-8
kd
K2 = T Krn [6.16]
-4
kS
K3 = "'E“‘ o [6. 17]

Es lmportante la presencia, en la ecuacién de velocidad, del término
Eunal' que representa la concentracién total de enzima o mids proplamente
dicho la actividad enzimdtica total a lo largo de la reacclién. Como ya se
ha visto anteriormente (apartadeo 6.3 de la Discusién de resultados), la
actividad enzimdtica varia con el tiempo vy la temperatura debido a la
desnaturaliza~clén de la enzima, segin la ecuacidn [6.5]. Con el fin de
tener en cuenta este efecto, que aunque no influye directamente sobre los
resultados del ajuste a una determinada temperatura, conduce a valores de
la velocldad maxima (nmx= ké Eunal) menores a los reales, se sustltuyéd
en la ecuacidén de velocidad Etual por la expreslén obtenida para la va-

riacién de la actividad con el tlempo a las diferentes temperaturas obte-

nidas:
ds ak - ak k'S
r=--gp= [E](aj-—ﬁéfﬁ—)exp(—klt)+E—§E3exp(+k1t) z 2 [6,18]
1 2 1 2 Kﬁ+S+K18P+KaP+KSS

Ajustando, mediante el programa de cédlculo ya menclonado, los datos .
de los experimentos realizados a 60 °C y diferentes concentraclones ini-
clales de celoblosa y glucosa, asi como para diferentes actlividades

enzimidticas iniciales, se obtuvleron los sigulentes valores de las cons-
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tantes clnéticas de la ecuaclén [6.18]:

k; = 0,1021 min/mM UL/ml

Km = 4,23 mM

K1 = 0.0804 mM
Kz = (,0994 mM
K, = 0.0813 mM

3

que, a diferencia de los obtenidos al ajustar los datos experimentales a

la ecuacidén de Michaelis Menten,

son lindependientes de las concentraclones

Iniciales de celobiosa y glucosa,

Una vez seleccionado este mecanismo de reaccién,

ecuaclén obtenida los resultados de los experimentos realizados a diferen-

tes Lemperaturas.

rentes temperaturas se resumen en la tabla 6.6,

TABLA 6.6
VALORES DE LAS CONSTANTES DE LA ECUACICN [6.18)
PARA LAS DIFERENTES TEMPERATURAS

q

Temperatura k; Km K1 Ka K3
30 ¢. 0510 16, 40 0. 0340 0.0870 0. 0540
40 0, 0807 13. 98 0. 0487 0.0925 0. 0620
50 0, 0855 8,13 0.0633 0.0963 0. 0759
60 0, 1021 4,23 0.0804 0,0994 | 0.0813
70 0.1221 3.01 0.0924 0.0999 0, 0883
0 mol -1 -1 -1
C "'m mM mM mM mM

En la figura 6.34 se representan las concentraciones de celobiosa ex-
perimentales frente a las obtenidas mediante la ecuacién [6.18] para los
experimentos realizados a diferentes temperaturas. Se cbserva que en todos

los casos el error es inferior al 10 %.

se ajustaron a la

Les valores de las constantes cinéticas para las dife-
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CONDICIONES DE OPERACION:

TEMPERATURA: 60 °C
VOLUMEN TOTAL: 100 ml
- pH: 4.8

N: 200 r.p.m.

[

25‘ rd
Ccel. tedrica
(mM)

0~ ! | 1 T
0 5 10 15 20 25

Ccel. experimental (mM)

Figura 6.34. HIDROLISIS DE CELOBIQSA CON f-GLUCOSIDASA DE P, funliculosum
LLIBRE: Comparaclén entre los resultados experimentales y los

predichos por el modelo clnético,
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Como se indica en el apartado 2.3.4. de la Introduccién, las constan-
tes cinéticas de las reacciones enzimdticas aumentan su velocidad con la

temperatura segin la relacién de Arrhenius:

(~E /RT)
k=k e 2 [2.22]

Todas las constantes de reacclén relaclonadas con el mecanismo propuesto
as{ como el como el coclente o el producto de dos o mas de ellas deben,

por tanto, cumplir la ecuacién de Arrhenius.

Teniendo en cuenta esto se llevd a cabo el ajuste de las constantes
k;, K1 N K3 a la ecuacién de Arrhenius de forma directa. Los valores de la
energia de activaclén y de las constantes preexponenciales obtenidos se
resumen en la tabla 6.7. Por otro lado, la constante de Michaelis (Km) in-
cluye en su expreslén la suma de dos constantes cinéticas por lo que no es
poslible ajustarla a una expresién del tipo Arrhenius de forma dlrecta, sin
embargo, esta constante se puede descomponer en la suma de dos coclentes

entre consltantes cinéticas, a las gque llamaremos Km y I~{,m segin la expre-
1 2

sioén:

k
S 2 - 2 _
Km = " = = + -Eq— Km + Km [6.19]

y estas dos nuevas constantes si pueden ser ajustadas a la ecuacién de
Arrhenius. Los valores para la energia de activaclén y la constante preex-

ponenclal para ambas constantes se detallan en la tabla 6.7,

De 1igual forma, K2 es el producto de un coclente de constantes
cinéticas y Km, por lo que si se dlvide esta constante por Kh’ se obtlene
el cocliente k4/kh4 que puede ajustarse a la ecuaclén de Arrhenius. En la
tabla 6.7 se resumen los valores de la energia de activacién y de la cons-

tante preexponenclal para este coclente de constantes cinéticas.



VALORES DE Ea Y ko PARA LAS DIFERENTES CONSTANTES DE LA ECUACION [6.18]

TAEBLA 6.7

k2 m Km Kl K3 k4/k—4
1 2
E_(cal/mol) 4689.9 - 8009.9 - 16968.9 5273.8 2604.2 10160. 3
k 1.22 10° 2.31 107° 4.18 107 2.24 10° 4.15 9.79 10*
_ﬂ‘f.l_ -1 mM—l -1
ml min Ul mM m mM

‘9

SOav.LINSad dd NOo1snosid

T1e2
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En lasg figuras 6.35 y 6.36 se representan los logaritmes de las cons-
tantes cinéticas frente al inverso de la temperatura y su ajuste a la
ecuacién de Arrhenius. En dicha figura se observa el buen ajuste de todas
las constantes clnéticas con excepcién de Km2 debldo, probablemente, a que
esta constante junto con Km1 se calculan a partir de Kh, ajustando los va-
lores obtenldos a las cinco temperaturas estudiadas, a la expresién:

(—Ea /RT}

K =K +K =k e 1 + k e
0 4]

1 2 1 2

{(-E 2/RT)
a [6.20)

y aunque se obtuvieron ajustes con menores errores, los valores obtenidos

y By koz en ellos noe tenfan significado fisico.

para Ea1’ k 2

o1

Por dltimo se ajustaron al modelo seleccionado los resultados obteni-
dos al realizar la hildrélisis de celeoblosa a concentracién inicial de ce-
lobicsa 10 mM, 60 °C y diferentes valores de pH. En la figura 6,37 se re-
presentan las concenlraciones de celoblosa experimentales y lag obtenldas
a partir de la ecuacién [6.18]. Se observa que el error medio es inferior

al 10%.

Asimismo, en la tabla 6.8 se resumen los valores de las diferentes

constantes clinéticas para los tres valores de pH estudiados.

TABLA 6.8
VALORES DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ECUACION [6.18]
PARA LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS A DIFERENTES pH

C = 10 mM; C =0mM; T =60 °C; A= 1,17 UI/ml
cel, glu. o]
¥
pH k2 Km K1 K2 K3
3.5 0. 0427 15.60 0.0104 0. 0494 0.0613
4.8 0.1021 4,23 0. 0804 0. 0994 0.0813
6.3 0.0737 10. 20 0.0304 0. 0864 0,0323
mol -1 -1 -1
T min Ul mM mi mM mM
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CONDICIONES DE OPERACION:

~ TEMPERATURA: varlable estudlada - Cglu: 0 mM

- VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m,
~ pH: 4.8 - AO: 1.16 UI/mk
- Ccel: 10 mM

3 '( -
In k
Fa
2 -
| -
0 =
-0 -
3o J ! T T ] w S
2.8 2.9 3.0 3.1 3.2 3.3 3.4 R

/T 103 (k-1)

Figura 6.35. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
LIBRE: Ajuste de las constantes cinéticas a la ecuaclén de
Arrhenius: Ok; A K ; OK
2 r\n:1 m2
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: varlable estudiadg - Cglu: 0 mM
- VOLUMEN TOTAL: 100 ml ~ N: 200 r.p.m.
- pl: 4.8 - AO: 1.16 Ul/ml
- C : 10 mM
cel

(-
In k

=) e

=B

—l -

[}

-0 - ‘ ) | | 1 T
1r 103 (kb

Figura 6.36. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
LIBRE: Ajuste de las constantes cinéticas a la ecuacién de
Arrhenius: O K1;A kd/kw:;OKa
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 °C - Cg] : 0 mM

u
- VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N; 200 r.p.m,
- pii: variable estudiada - AO: 1.16 Ul/ml

- C i 10 mM

ce

10 -

Ceol., tedrica
(mpi)

{5 =

2=

o?
0 ‘P 1 T | T
0 2 4 G 8 10

Cecel, oxperimental (mM,

Figura 6.37. |IIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
LIBRE: Comparacién entre los resultados experimentales y los
predichos por el modelo cinético. Influencla del pll: O3 3.5;
A 4.8, 0 6.3
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En la tabla 6.8 se observa que, si blen valores diferentes del pH
éptimo (4.8), desfavorecen la reaccién de hidrélisis (disminuye k; y
aumenta Km), también desfavorecen las reacclones de inhibicién, lo que en
cierto modo compensa la menor actividad de la enzima. La influencia del pH
sobre las reacciones de inhibicién es diferente, de forma que a pH més
dcido que el optimo, las reacciones de inhibicién por producto se ven
fuertemente desfavorecidas (constantes K1 y Kz) mientras que la influencia
sobre la reaccién de inhibicién por sustrato (constante Ka) es pequefia. A
pHl menos acido que el éptimo, todas las reacciones de inhibicidn se wven

desfavorecidas, siendo mayor este efecto en las constantes K1 Yy Ki

6.4.2. HIDROLISIS CON B-GLUCOSIDASA INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

Dado que la lnmovilizacién de la enzima puede provocar modificaclenes
de su actividad frente a un determinado sustrato, se reallzé un estudio
cinético de la hidrélisis de celoblosa con f-glucosidasa inmovilizada so-

bre nylon en polvo,

En primer lugar y dado que en el caso de la enzima inmovilizada la
reaccién es helerogénea, se estudié la influencia de la velocidad de agi-
tacién. En el caso de la enzima libre, esta variacién no se estudioé por
tratarse de un sistema homogéneo y Unicamente se trabajé con una veloci-
dad de agitacién de 200 r.p.m. suficiente para que el medlo de reaccién

estuviera bien homogeneizado.

T} INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE AGITACION

En la figura 6.38 se presentan los resultados obtenlidos al estudiar
la influencla de la velocidad de agitacién sobre la velocidad de reaccidn.

Estos datos se resumen en las tablas 5,46 a 5.48,

En la figura se observa que cuando la reacclén se lleva a cabo sin
agitacién, la velocidad de reaccién es menor &ue cuando la reaccién se
lleva a cabo con una agltacién de 200 r.p.m. Sin embargo, un nuevo aumento
hasta 400 r.p.m. no provoca modificaciones apreciables de la velocidad de

reaccidn,

A partir de estos resultados se eligié 200 r.p.m. como velocidad de
agitacién manteniéndose su valor constante a lo largoe de las restantes ex-

perimentos,
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 °C - Cglu: 0 mM

- VOLUMEN TOTAL: 100 ml ~ N: varlable estudiada

- pil: 4.8 - CSE: 0.06 g/ml (17.5 Ul/g)
- C ;10 mM

cel

Ceol, (mM)

6~

() 200 40 000 800 1000
I (minutos)

Figura 6.38. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON S-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
INMOVILIZADA: Influencia de la velocidad de agltacioén: @
Cr.pom; A 200 r.p.m; [ 400 r.p.m.
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IT) INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

En la figura 6.39 se representan los resultados obtenidos al estudiar
la influencia de la temperatura sobre la velocldad de reaccidén. Estos re-

sultados se resumen en las tablas 5.47 y 5.49 a 5,52,

Se observa en esta {igura que, como en cualquier reaccidén quimica, al
aumentar la temperatura aumenta la velocidad de reaccidén. Sin embargo, pa-
ra una temperatura de 70 °C se observa una disminucidén en la velocidad de
reacclon respecto de la obtenida a 60 °C, resultando practicamente colnci-

dente con la de 50 °C

Por otro lado, si se comparan estos resultados con los obtenidos para
la hidrélisls con enzima libre (figura 6.29), es importante destacar que
la influencia de la temperatura es mayor cuando la hidréllisis se realiza
con enzima inmovilizada, ya que el aumento observado en la velocidad de
reaccién al aumentar la Lemperaltura de 30 a 40 °C es mucho mayor., Asi,
mientras que en la hidrdlisis con enzima libre utilizar temperaturas supe-
riores a 60 °C detiene la reaccién a partir de un determinado tiempo, sin
alcanzar la conversién total debido a la desnaturalizacién enzimatica, al
emplear enzima inmovillzada, aunque la velocidad se reduce, haciéndose me-
nor que la de 60 °C, la disminuclén es pequefia debido a que en el caso de
la enzima inmovilizada la desnaturallizaclén observada es mucho menor, no

perdiéndose nunca tLotalmente la actividad de la enzima.
IIT) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE CELOBIOSA

Los resultados obtenidos al estudiar la influencia de 1la
concentracién iniclial de celobiosa, que se resumen en las tablas 5.47 y
5,53 a 5.56, se representan en la figura 6.40 de la forma concentracién de

celobiosa frente al tilempo.

En esta figura se puede observar que las curvas obtenidas para las
diferentes concentraciones iniciales son préacticamentes paralelas,
oblteniéndose valores semejantes de la velocidad de reaccién para una mlsma
concentracién de celobiosa. Sin embargo, y dado que cuando se empleaba en-
zima libre se observaba un ligero efecto de inhibicién por sustrato, es
posible que esta también exista en el proceso realizado con enzima inmovi-

lizada, aunque para valores de concentracién de celobicsa mads elevados.
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CONDICIONES DE OPERACION:

~ TEMPERATURA: variable estudiada - Cglu: 0 mM

- VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m.

- pH: 4.8 - CSE: 0.06 g/ml (17.5 Ul/g)
- Cce]: 10 mM

Ceol. {mM)

0 200 400 600 #$00 1000
t (minutos)

Figura 6.39. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON @-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
INMOVILIZADA: Influencia de la temperatura: [J 30 °C; A 40 °C;
O 50 °C, A 60 °C; @ 70 °C
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: &0 °C - Cg]u: 0O mM
- VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m.
- plf: 4.8 - CSE: 0.06 g/ml (17.5 Ul/g)
- Cc,‘: variable estudiada

25

Ceel., (mM) o
20) -
@

~4‘:“‘“ A—3 ol
'
(0 200 400 600 800 1000

t (minutos)

Figura 6.40. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P, funiculosum
INMOVILIZADA: Influencia de la concentracién inicial de ce-

lobiosa: [1 2 mM; A5 mM; 4 10 mM; O 15 mM; @ 25 mM
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IV) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE GLUCOSA

En la figura 6.41 se representan los resultados obtenides al estudiar
la influencia de la concentracién iniclal de glucosa sobre la velocidad de

reaccldn. Estos resultados se recogen en las tablas 5.47 y 5.57 a 5.59,

Ln esta figura se observa que, a medida que aumenta la concentracién
de glucosa adicionada inicialmente al medio, disminuye la velocidad con 1la

que desaparece la celoblosa a lo largo del tiempo.

Este efecto puede expllicarse por la existencia de inhibicién por pro-
ducte sobre la reaccién, Sin embargo, si se comparan estos resultados con
los obtenldos al utilizar enzima libre se observa que el efecto de inhibi-

cién es menor cuando la hidrélisis se realiza con enzima inmovilizada,

Esta disminucién observada en los efectos de inhiblcidn puede expli-
carse de jgual modo que se explica la disminucién de la velocidad de la
reaccién de hidrolisis al emplear enzima inmovilizada, ya que la inmovili-
zacién puede suponer impedimentos estéricos y de difusién hasta los cen-
Lrog de la enzima tanto en la reaccién de hidrolisis propiamente dicha co-

mo los procesos de inhibicion.
V) INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

En la figura 6,42 se representan los resultados de las tablas 5.47,
5,60 y 5.61, correspondientes al estudic de la influencla de la actividad

enzimitica sobre la velocidad de reaccidn.

En esta figura se observa que al aumentar la actividad enzimatica
(producto de la concenlracién del complejo enzima-soporte y de la activi-
dad especifica del mismo) en el medic de reaccién aumenta ldégicamente la

velocidad de reaccién.

Si se comparan estos resultados con los de la figura 6.32, correspon-
diente a la hidrélisis de celobiosa con enzima libre se puede observar que
la influencia favorable de la actividad enzimdtica sobre la velocidad de
reaccién se mantiene para valores mids elevados de la actividad enzimitica
cuandoe se utiliza enzima inmovilizada. Asi, puede observarse, comparando

ambags figuras, que para valores bajos de la actividad enzimalica, la velo-
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CONDICIONES DE OPERACION:

~ TEMPERATURA: 60 °C - Gglu: variable estudiada

~ VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m,

- pii: 4.8 - CSE: 0.06 g/ml (17.5 Ul/g)
- C ¢ 10 mM

cel

Ceol. {mM)

b - | T T
0 200 400 600 800 1000
t (minutos)

Figura 6.41. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funlculosum
INMOVILIZADA: Influencia de la concentracién inicial de glu-

cosa: & O mM; A 5 mM; [J 10 nM; O 20 mM
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 °C - quu: 0 mM

~ VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m,

- pH: 4.8 - CSE: variable estudiada
- ¢ ¢ 10 mM

cel

Ceol. (mM})

v

5
0 ‘ 200 400 600 800 1000
t (minutos)

Figura 6.42. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B~GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
INMOVILIZADA: Influencia de la actividad inicial de la diso-
lucién: & 0.06 g soportesml; O 0.12 g soporte/ml; [0 0.24
g soporte/ml. Todos los soportes con una actividad especiflca

de 17.5 Ul/ml
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cidad de hidrolisis es superior cuando se utiliza enzima libre, mientras
que para valores mas elevados de la actividad enzimdtica, la velocidad de

hidrélisis es superior con enzima inmovilizada.
V1) INFLUENGIA DEL pH:

Los resultados obtenidos al estudiar la Influencia del pH del medio
sobre la velocidad de reacclédn, y gque se resumen en las tablas 5,47, 5.62

y 5.63, se representan en la figura 6.43.

Se puede observar que, de los tres valores de pH ensayados, el que
proporciona una mayor velocidad de reaccidén es 4.8. Estos resultados colin-
ciden con los obtenldos para la enzlima libre, si blen el efecto de un pH
mas acide sobre la velocldad de reaccidn es menos acusade que en aquel ca-
80, [sta coincidencia en lo que se refiere al pH mds adecuado para llevar
a cabo la reaccién de hidrélisis para enzima libre y enzima 1lnmovlllzada
se explica al efectuar la caracterizaclén de la enzlima frente al pH donde
no se observan modlficaciones Iimportantes en la actividad enzimatlca al

inmovilizar la enzima (apartado 9. 3 del Apéndice).

6.4,.2.1, Modelo cinético para la hidrélisis de celobiosa con 3-gluccsidasa

inmovilizada.

Como ya se ha comentado en =l apartado 2.5.4. de la Introducecldn, la
inmovilizacién suele provocar modiflcaciones sobre los paramentros
cinétlicos., La constante de Michaelis (KmJ suele aumentar tras la inmovili-
zacién debido a la aparicién de efectos difusionales tanto externos como
internos, a problemas de impedimento estérico y a camblos conformaclona-
les, siendo estos Gltimos la causa mas frecuente en las técnlcas de Ilnmo-
vilizacién por formaclén de enlace covalente, en las que se produce modi-

ficacldén quimica de la enzlima.

La variaclén de la velocidad méxima de reaccidn, rmax, suele ser me-

nos importante, sl bien puede disminuir hasta la décima parte de su valor,

Sin embargo, la inmovilizacién no suele provocar modificaciones en el
mecanismo de reaccidén por lo que se ha aplicado a la hidrélisis de celo-
biosa con enzima inmovilizada el mismo mecanismo propuesto para la

hidrélisis con enzima libre,
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CONDICIONES DE OPERACION:

TEMPERATURA: 60 °C ~C ¢+ 0OmM

- glu
- VOLUMEN TOTAL: 100 ml ~ N: 200 r.p.m.
- pH: variable estudiada - CSE: 0.06 g/ml (17.5 UIL/g}
- ¢ : 10 mM
cel
10 -

Ccel. (mM}

O -

0 - ) | I T

{ 200 400 600 800 1000

I {minutos)

Figura 6.43. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
INMOVILIZADA: Influencia del pH: [1 3.5; A 4.8; O 6.3
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la ecuacidn representativa de la velocidad de reaccién coinci-
[6'12]’ total

ecuacién [6.6] correspondlente a la variacién de la actividad enzimdtica

Por tanto,

dird con la ecuaclén en la que ahora E vendra dada por la

de B-glucosidasa con el tiempo, calculada en el apartade 6.3.2.1. para la
enzima lnmovilizada. Combinando ambas ecuaciones se obtiene:
) kK's
r=~§-f_=(1- CE%:t) : z 6.211
Km+S+K18P+K2P+KSS

Ajustando los resultados obtenidos en todos los experimentos de
hidrélisis de celobiosa con enzima inmovilizada a pH = 4.8, a la ecuacidén
{(6.21] mediante el empleo de un programa de cdlculo basado en el Algoritmo
de Marquardt para la resolucién de sistemas de ecuaclones no lineales com-
binado con el método de Runge-Kuta para la resolucldén numérica de ecuaclo-
nes diferenciales, se obtiene los valores de las constantes cinéticas que

se resumen en la tabla 6.9,

En la figura 6,44 se representan los valores experimentales de la

concentracién de celobliosa frente a los obtenidos medliante la ecuaciéﬁ

[6,21], observdndose que en todos los casos el error medio es inferior al
10 %.
TABLA 6.9
VALLORES DE LAS CONSTANTES DE LA ECUACION [6.21]
PARA LAS DIFERENTES TEMPERATURAS
t
Temperatura k2 Km K1 Kz Ka
30 0.0317 18,86 0.0162 0.0689 | 0.0370
40 0.0510 16.55 0.0222 0.0745 | 0, 0487
50 0.0754 11.96 0.0331 0, 0831 G. 0501
60 0. 0894 9.35 0.0383 0.0899 | 0.0598
70 0. 1040 7.94 0.0465 0.0912 | 0,0632
0 mol -1 -1 -1
C m mM mM mM mM
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CONDICIONES DE OPERACION:

1

TEMPERATURA: 60 °C
VOLUMEN TOTAL: 100 ml
pH: 4.8

N: 200 r.p.m.

I

i

25

Ccel. tedrica
(mM)

20 =

L5 o

10

|} J
15 20 25

Ccel. experimental (mk)

Figura 6.44. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
INMOVILIZADA: Comparacién entre los resultados experimenta~
les y los predichos por el modelo cinético.
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Siguiende un criterio semejante al establecido para la enzlma libre,
se llevd a cabo el ajuste de las constantes clnéticas, o de combinaciones
adecuadas de las mismas, a la ecuacién de Arrhenius para las diferentes
temperaturas ensayadas. En la tabla 6.10 se resumen los valores de energia
de aclivacidén y de la constante preexponencial obtenldos para estas cons-

tantes.

En las figuras 6.45 y 6. 46 se representan de la forma logaritmo de la
constante cinética frente a la inversa de la temperatura los valores expe-
rimentales y los ajustes a la ecuaclédn de Arrhenius obtenlidos. Se puede
observar que se obtlene huen ajuste para todas las constantes, con errores

medios inferlores al S %.

Por ultime se ajustaron los datos obtenidos para los experimentos
realizados a concentracién iniclal de celoblosa 10 mM, concentraclén ini-
cial de glucosa O mM, temperatura de 60 °C y tres valores de pH, a la
ecuacién cinética propuesta, obteniéndose los valores de las consltantes

que se resumen en la tabla 6. 11.

En la figura 6.47 se representan los valores experimentales de la
concentracién de celobiosa obtenidos a los diferentes valores de pH y los
calculados a partir de la ecuacidn [6.21] con los valores de las constan-

tes de la tabla 6.11.



YALORES DE Ea Y ko PARA LAS DIFERENTES CONSTANTES DE LA ECUACION [6.21]

TABLA 6.10

Kk’ K K K K k /k
2 m m 1 3 4 -2
1 2
E_(cal/mol) 6087. 9 - 4700.5 - 4700.5 5464.6 2631.2 6165. 4
k_ 8.37 10° 7.348 107° 2.05 10 ° 1.46 10° 3.08 9.89 10°
mol -1 -1 -1
ml min UI mM mM mM mM

SOAYLINSEY 3d NOISNOSsI1a 9

622
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: variable estudiada - Cgl ¢ 0 mM
u
- VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m,
- pH: 4.8 - CSE: 0.06 g/ml (17.5 Ul/g)
- C ;10 mM
cel
3
In k
} e
[ ]
() m
-1
-2 -
0
-3 -
=4 - | T T T |
2.8 2.9 3.0 3.1 3.2 3.3 3.4

1/7 103 (-1

Figura 6.45. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P, funiculosum
INMOVILIZADA: Ajuste de las constantes cinéticas a la ecua-

cién de Arrhenius: [ kz; AKm QO Km
1 2
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CONDICIONES DE OPERACION:

~ TEMPERATURA: varlable estudiada - Cg.lu: 0 mM
- VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m.
~ pH: 4.8 - Gt 0.06 g/ml (17.5 ui/g)
- C : 10 mM
cel
1=
In k
() =4
_,J_ -l
~ 7 -

-6 == T T I T |
2.8 2.9 3.0 3.1 j.2 3.3 3.4

1/7 103 (k1)
Figura 6.46. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum

INMOVILIZADA: Ajuste de las constantes cinétlcas a la ecua-
cién de Arrhenius: L'_IKI;A k4/k_4;0!(3 ‘
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 °C - C;lu: 0 mM
- VOLUMEN TOTAL: 100 ml - N: 200 r.p.m.
- pH: variable estudiada - CSE: 0.06 g/ml (17.5 Ul/g)

- C V 10 mM

ce

1o - ,

tedrica

0 2 4“6 8 10

Ccel. experimental (mM)

Figura 6.47. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON B-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
INMOVILIZADA: Comparacién entre los resultados experimentales
y los predichos por el modelo cinético. Influencia del pH:

(03.5; A4.8; 06.3
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TABLA 6.11
VALORES DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ECUACION [6.21]
PARA 1.0S EXPERIMENTOS REALIZADOS A DIFERENTES pH

pH k2 Km K1 Kz K3
0.0412 11.50 0.0213 0.0636 0. 0564
0. 0894 9.35 0. 0383 0. D899 0. 0598
0. 0623 10. 80 0. 0422 0.0543 0.0676
mol -1 -1 -1
m miM mM mM mi

Los efectos observados sobre las reacciones de inhiblcién por el pH
son en el caso de la enzlma inmovilizada, diferentes a los observados en
el caso de la enzima libre. En el caso de un pH menos &Acideo que el que
proporciona la madxima velocidad de reacclidén (4.8), las constantes K1 v Ka
aumentan ligeramente respecto de los valores obtenidos a pH 4.8, mientras
que la constante K2 dlsminuye casi hasta la mitad. Cuando se emplea un pH
mas aclido, todas las constantes correspondientes a las reaccliones de inhi-

bilcién disminuyen, siendo K3 la que disminuye en menor proporcién,

Finalmente, y una vez realizado el estudio cinético tanto para la
B-glucosidasa libre como para la enzima inmovilizada sobre nylon en polvo,
se pueden hacer algunas consideraciones generales, comparande los resulta~

dos obtenidos,

5i se comparan los valores de las ceonstantes k; para la enzima libre
e inmovilizada y para las diferentes temperaturas, se observa que en todos
los casos el valor de esta constante para la enzima inmovilizada es siem-
pre menor al obtenido para la enzima llbre, mantenléndose entre ambas para
las diferentes temperaturas estudiadas, una relacidn kéx/k; entre 0.75 y

0. 85.

La comparacién entre los diferentes valores de K.m para la enzima
libre e inmovilizada, muestra que el valor que para esta constante se
obtlene en el caso de la enzima libre es slempre mencor que el obtenido
para la enzima inmovilizada, obtenléndose una relacién entre ambos valores

que aumenta a medida que aumenta la temperatura, y que esta comprendida

entre 1.2 vy 2.7.



6, DISCUSION DE RESULTADOS 234

La inhibicién de la B-glucosidasa por producto (constantes K1 Y Kz)
resulta ser siempre menor cuando la hldrélisls se realiza con enzima libre
que cuando esta se encuentra inmovilizada aunque la temperatura origlna
efectos opuestos segin el tipo de inhibicién (la inmovilizacién competiti~
va, K1' se favorece mas con la temperatura en el caso de la enzima libre,
mientras que la no competitiva, Kz’ se favorece mas con la temperatura en

el caso de la enzima inmovilizada).

Por el contrario, la enzima inmovilizada se inhibe en menor grado por
el sustrato que en estado libre, ejerciendo la temperatura un efecto

seme jante en ambos casos.



7. CONCLUSIONES




7. CONCLUSIONES 2386

De los resultados obtenidos en la presente investigaclén es posible

extraer las siguientes conclusiones;
1. Las condciones de inmovilizacién seleccionadas fueron:

- Origen de la B-glucosidasa: Penicillium funiculosum

- Soporte: Nylon en polvo

- Actlivacién del soporte:; Mediante o-alquilacién durante 15 mi-
nutos con tetrafluoruro de trietlloxonio al 12,5 % en dlclorometa-
no, posterior aminocactivacidén durante 120 minutos con etilendiaml-
na y activacién final con glutaraldehido al 5 % en agua destilada
durante 15 minutos.

- Inmovilizacién propiamente dicha: a 25 °C durante 15 horas em-

pleando una disolucién enzimatica de actividad 1,17 Ul/ml.
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Empleando estas condiciones de activaclén e Iinmovllizacion se
obtiene un soporte con una retencién activa del 70 % y una elevada
eslabilidad térmica a 50 °C ( . % de la inicial al .cabo de 25

horas}.

La desnaturalizacidén térmica de la f-glucosidasa libre transcurre
a través de una estructura intermedla de mayor actividad que la
estrutura original, que implica la aparicién de un médximo de acti-
vidad a tlempos menores cuanto mayor es la temperatura y que sdlo
puede ser apreciado a temperaturas inferiocres a 55 °"C, pudiéndose
ajustar los resultados obtenidos a un modelo de dos reaccliones en
serie de primer orden, que reproduce los datos experlmenlaleds con

un errer medlo inferior al 10 #.

La inmovilizacidén de la B-glucosidasa sobre nylon en polvo conduce
a un importante aumento de establlidad térmica a tddas las temper-
turas estudladés. Los resultados obtenidos al estudiar la desnatu-
rallzacidén térmica de la enzlma ;nmovilizada ge ajustan a un mode-
lo empirico de tipo hiperbélico{ gque reproduce lces mismo con un

error medio inferior al S %.

La temperatura mids adecuada para llevar a cabo la hidrélisis de

celoblosa es de 60 °C, tanlto con 8-glucosidasa libre como inmovi-

lizada.

Existe un efecto de inhlbicién por'sustrato para concentracienes
de celobiosa superiores a 15 mM cuando se utiliza enzima libre y

superior a 25 mM cuando se emplea enzima inmovilizada.

Se observa la exlstencla de inhibicién por.producto, de tipo com-
petitivo, tanto con enzima libre como inmovilizada, que se hace

patente desde Qalores muy bajos de la concentracién de glucosa,

Al estudiar ld influencia del pH sobre la hldrélisis con enzima
libre e inmovilizada, se chserva que el valor éptimo de trabajo es

de 4.8. Valores de pH mds dcldos implican una importante disminu-

cién de la velocidad de reaccién, mientras que pH mads basicos

conducen a unaidisminucién de la velocldad de hidrélisis mucho me-

nos acusada.
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conducen a una disminucién de la velocidad de hidrélisis mucho me-

nos acusada,

8. Se ha propuesto el sigulente modelo cinético, valido tanto para la

hidrélisis con enzima libre como inmovilizada:

k K
S + E g[S G~ [+ 2P
k
-1
k
S + [S gt ES
Kk 2
-3
kd
E+ P » [P
K
-4
K
ES + P o = EPS
K

-5

Dicho modele conduce a la sigulente ecuacidén para la velocidad,

que reproduce los resultados experimentales con un error inferior

al 10 %.

kz Etotals

2
Km + S + K1 SP+ K2 P+ K3 S

9. Del ajuste de los resultados al modelo cinético se deduce que en
todos los casos la hidrélisis con enzima inmovilizada conduce a
valores de T oo 25 % inferiores a los correspondientes a la enzima

libre y a valores de Km 20 % superliores.
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A la vista de los resultados obtenidos y con vistas a posteriores inves-

tigaciones, se recomlenda:

1. Estudiar la utilizaclén de otras posibles fuentes de B-glucosidasa,
principalmente bacterias terméfilas, lo que permitiria trabajar con
temperaturas de hidrélisis mas elevadas, es decir a mayores velocida-

des de reaccién, y con mayor protecclén frente a la contaminacién mi-

croblana,.

2. Estudiar otros posibles métodos de activacién del nylon en pol-

vo, como por ejemplo la hidrélisis &dclda controlada o la N-

alquilacién,

3. Dentro del método de inmovilizacién selecclionado, utilizar otros

agentes aminoactivantes como la 1,6-hexanodiamina ¢ diaminas
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aromaticas, que poseen un importante caracter aminante.

El uso de otros agentes de entrecruzamiento que permitan un ma-
yor control del nivel de entrecruzamiento, como el Acido tanico,
con el fin de aumentar la retencién activa y disminuir el obtu-

ramiento de los poros por exceso de entrecruzamlento.

Dentro del proceso de hidrélisis, trabajar con maycres activida-
des iniciales, con el fin de obtener el valor de saturacién de

la enzima.
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9.1. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES DE 3-GLUCOSIDASA

lL.a actividad fB-glucosidasa se determind mediante el método del p-
nitrofenol (Lee, Y.H., 1980).

Fste método se basa en la capacldad de la f-glucosidasa para hidroll-
zar el p-nitrofenil-p-D-glucésido (PNPG)} a p-nitrofencl y glucosa. El p-
nitrofenol presenta cocloracién fuertemente amarilla en medio bédslco por lo
que es posible establecer la concentracién del mismo en el medlo a un
tlempo determinade por analisis espectrofotométrico., Dicha concentracién

nos da una medlda de la actlvidad de la enzima.

9.1t.1., MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA EN DISQLUCION:

Se adicilonan 1.6 ml de PNPG 5 mM a 2.2 ml de tampdn citrato 0.1iM, El

cdonjunto se incuba a 50 °C durante 10 min, tras adicionarle 0.2 ml de la
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disolucidén enzimatica cuya actividad se desea medir. Pasado este tiempo se
para la reacclén afladiendo 6 ml de una disolucién de hldréxido sédice 0.1
N, valorandose el p-nitrofenol liberado al medio durante la reaccién. Para
ello se determina la absorbancia de la muestra a 420 nm en un espectrofo-
témetro KONTRON INSTRUMENTS UVIKON 930, calculédndose la concentracién de
p-nitrofencl per comparaclédnm con la recta de calibrado previamente deter-

minada.

51 la actividad de la enzima es elevada se puede modificar el ensayo
disminuyendo la cantidad de disolucién enzimatica adicionada sin variar el
volumen del ensayo, diluyendo la disclucidén enzimatica cuya actlvidad se

desea medir o modificando el tlempo de reacclédn.

Los resultados se expresan en forma de Unidades Internacicnales por

mililitro (UI/m1)",

In tedos les casos se realizd un ensayo en blance utilizando 1.6 ml
de PNPG 5 mM incubados en 2.4 ml de tampdn citrato 0.1 M pH 4.8, a los que
se afladen 6 ml de disolucién de hidroéxide sédico con el fin de igualar el

volumen del ensayo en blanco con los de medida de actividad.

El soporte con la enzima inmovilizada se suspende en un volumen cono-
cido de tampdén ciltrato y se mantiene en agitacidén constante durante la to-

ma de la muestra que se utiliza para la determinacién de la actividad en-

zimatica,

El ensayo se realiza de forma semejante al descrlito en el apartado

anterior para la enzima en disolucién.

[.La actividad se expresa en unidades internaclonales por gramo de so-

porte,

* La Unidad Internacional (ur) de actlividad enzimatica B-glucosidasa
se define come la cantidad de enzima necesaria para llberar un jJmol de p-
nitrofensl por minuto a 50 'C v pH 4.8 utillzandeo camo sustrato p-

nitrefenil-f3-D~glucésido,
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9.1.3. OBTENCION DE LA RECTA PATRON PARA EL ANALISIS DE ACTIVIDAD DE
B-GLUCOSIDASA;

Se prepararcon muestras de 4 ml de p-nitrofencl a distintas concentra-
ciones partiendo de una disclucién 200 uM, en tampdn citrato 0.1 M, Se in-
cubaron durante 10 min. a 50 °C afiadiéndose posteriormente 6 ml de disolu-
cidén de hidréxido. s6dico 0.1 N, Por Gltimo se determinaron las absorban-
cias de las distintas muestras a 420 nm. Cada unc de estos ensayos se

realizd por duplicado.

En la tabla 9,1 se presentan los resultados obtenidos en este calibra-
do. En la figura 9.1 se representan dichos resultados de la forma concen-
tracién de PNP frente a la absorbancia a 420 nm, cuyo ajuste medlante
minimos cuadrados, conduce a la sigulente expresién para el cdlculo de 1la

concentracidén de PNP:

umol de PNP = ABSORBANEIﬁq; 0. 00714 [9.1]

Laa Vg

pmol de PNP

Tlemporyor—dfeot—enzimdtica * Dilucién  19.2]

Actividad (UI/ml) =

TABLA 9.1
CALIBRADO PARA EL CALCULO DE LA ACTIVIDAD

MUESTRA pmol de PNP ABSORBANCIA
1 0.00 0, 0000
2 0.04 0.1137
3 0.08 0.2186
4 0.10 0.2710
3 0.12 0.3234
6 0.16 0. 4283
7 0.20 0,5332
8 0.30 0.7954
9 0. 40 1.0576

10 0. 50 1.3198
11 0.60 1.5820
12 0.70 1.8443
13 0.80 2.1065
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Abhsorbancia 2.0 w

a 420 nm

1.6 -

1,2 o

0.8 =

0.4 -

0.0=
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 .5

mol PHNP

Figura 9.1. Recta de calibrado para el andlisis de actividad g-glucosidasa
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9.2. ANALISIS DE GLUCOSA Y CELOBIOSA

La medida de la concentracién de azdcares (glucosa y celobiosa) se
realizé mediante el emplec de un cromatédgrafo de liquidos HPLC KONIK KNK

500-A en las siguientes condiciones:

- Disolvente portador: Mezcla 75 % acetonitrile y 25 % agua destilada

y desionlzada,

Agente desggasificador: Helio

Detector: Indice de refraccidn

- Columna: S 10 AMINO. Longitud: 25 cm
Didmetro: 4.6 mm

i

Caudal de portador: 1.5 ml/min.

~ Volumen de muestra: 20 pl

Temperatura de trabajo: Temperatura amblente

En la figura 9.2 se representa un cromatograma en el que se aprecia

la separacioén entre los plicos de glucosa y celoblosa.

9.2.1, OBTENCION DE LA CURVA DE CALIBRADO DE GLUCOSA Y CELOBIOSA:

Para llevar a cabo el calibrado del cromatografo de liquidos para el
andlisis de las mezclas de azucares (glucosa y celoblosa) se prepararon
varias disoluciones de glucosa y celoblosa de concentraciones comprendidas
dentro del intervaleo de las mismas hablitual en los experimentos de
hisdrélisis realizﬁdas en este trabajo, obteniéndose por cromatografia los
porcentajes de Area que correspondian a las concentraclones de las mues-

tras preparadas,

En la tabla 9.2 se muestran los resultados obtenidos en el callbrado,

Ajustando los resultados obtenldos, que se representan en la flgura

9.3, wmediante minimos cuadrados se obluvieron las ecuacliones de las rectas
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de calibrado para ambos compuestos, que resultaron ser:

GLUCOSA:

. Area glucosa - 173,20
[Glucosa) (mM) = 15760 84 [9. 3]
CELOEIOSA:
- Para Areas de celobiosa = 200000:
eroblosalimi) = 21284, 87 '
- Para Areas de celoblosa = 200000:
_ Area celobiosa + 79411.57
[Celobioszal(mM} = 51001 373 [9.5]
TABLA 9.2
CALIBRADO DEL CROMATOGRAFO
MUESTRA | [CELOBIO. ](mM) [GLUCOSAI(mM)| A. CELOBIO. A. GLUCOSA

1 40 0 859295 0
2 35 5 751331 64295
3 30 10 643368 127956
4 25 15 535405 191617
5 20 20 427442 255278
6 15 25 319478 318938
7 10 30 211515 382599
8 8 32 168329 408064
9 4 36 81959 458993
10 2 38 38773 484457
11 0 40 0] 509922
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Acetonitrilo + Agua

Glucosa

Celobiosa

Figura 9.2, Cromatograma de un andlisis de glucosa y celoblosa
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O a

Arca 10_3

¥ | | B J
0 1.0 20 30 40 50

Concentracidn (mM)

Figura 9.3. Rectas de calibrado para el andlisis por cromatografia de:

A glucosa; [Oceloblosa
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9.3. CARACTERIZACION DE LA (B-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum: PER-
FILES DE pH Y TEMPERATURA

9.3.1. PERFIL DE pH

Con el fin de estudiar la influencia del pH sobre la actividad
B-glucosidasa del complejo celulasas de P. funiculosum, tanto en su forma
libre como inmovillzada sobre nylon en polvo segun el método selecclonado
previamente, se llevd a cabo el estudio de la variaclidén de su actlividad
frente al pH, tomando como base el ensayo estandar de activldad, en el que
se mantuvleron constantes la temperatura del ensayo, 50 °C, la duracién
del mismo, 10 minutos, el sustrato, p-nitrofenilglucéside y su concentra-

cién, 5 mM, varidndose en los diferentes experimentos el pH entre 3 y B.

En la tabla 9.3 se presentan los resultados obtenidos, tanto para la

enzima libre como para la enzlma inmovilizada.

TABLA 9.3

PERFILES DE pH PARA LA B-GLUCOSIDASA LIBRE E INMOVILIZADA
SOBRE NYLON EN POLVO

% Actividad maxima
pH
Enzima libre Enzima inmovilizada

3.0 3.07 0.01
£.0 4,78 8.18
4.5 100, 00 100. 00
4.8 90. 80 92.50
5.0 86. 40 90.77
5.5 67, 50 63.56
6.0 46,76 58,29
7.0 31,27 54.58
8.0 29.92 36.93

Los resultados de la tabla 9.3 se representan en la figura 9,4, de la
forma % de actividad maxima frente al pH. Se puede observar que el pH
4ptimo para la B-giucosidasa de P. funiculosum, tanto libre como inmovili-
zada sobre nylon en polve segin el método previamente selecclonado, es
4.5. Se observa también, que en ambos casos, la actividad aumenta de forma
muy brusca en el intervalo de pH comprendido entre 4 y 4.5, mientras que,
una vez superado el pH éptimo, el descenso de actividad es mucho menos
acusado. A la vista de estos resultados se puede concluir que la inmoﬁili—

zacién no afecta apreciablemente al perfil de pH de la -glucosidasa.
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120 =
4 Actividadl
s fma

100

80 -

g

pH

Figura 9.4. Perfil de pH para la S8-glucosidasa de P. Ffuniculosum:

A libre; DO inmovilizada sobre nylon en polvo,
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9.3.2. PERFIL DE TEMPERATURA

Con el fin de estudliar la influencia de la temperatura sobre la acti-
vidad fi-glucosidasa del complejo celulasas de P, funiculosum, tanto en su
forma libre como inmovilizada sobre nylon en polvo segin el método previa-
mente selecclonado, se llevd a cabo el estudio de la variaclén de su acti-
vidad frente a la temperatura, tomando como bagse el ensayo estandar de ac-
tividad, en el que mantuvieron constantes, el pH del ensayo, 4.8, la dura-
clén del mismo, 10 minutos, el sustrato, p-nitrofenilglucésido y su con-
centracién, 5 mM, variandose en los diferentes experimentos la temperatura

del medic de reaccldn entre 40 y 85 °C.

En la tabla 9.4 se presentan los resultados obtenidos, tanto para la

enzima libre como para la enzima inmovilizada.

TABLA 9.4

PERFILES DE TEMPERATURA PARA LA -GLUCOSIDASA LIBRE
E INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

% Actividad maxima
T(°C)
Enzima libre Enzima inmovilizada

40,0 36,10 . 37.50
50.0 63.00 91.57
55.0 78.73 97.13
60.0 95,31 100, 00
65.0 100,00 96. 89
70.0 80.19 55.25
75.0 44,34 27.92
20.0 18, 46 16.93
85.0 6.80 7.39

En la figura 9,5 se representan los resultados de la tabla 9.4, de la
forma % de actividad maxima frente a la temperatura. En esta figura puede
ohservarse que existen importantes diferenclas en lo que se reflere al
comportamiento de la enzima estudiada frente a la temperatura, segin se
encuentre libre o. inmovilizada. Para la enzima libre, la temperatura
éptima es 65 °C, experimentando caldas bruscas de actividad para los res-
tantes valores de temperatura engayados. Sin embarge, la temperatura
éptima para la enzima inmovilizada es 60 °C, pero existe un amplio inter-
valo de temperaturas (entre 50 y 65 °C) en el gque la actividad
practicamente es igual a la méxima, cayendo bruscamente la actlvidad para
los restantes valores de temperatura esfudiados. Este heche conduce a un
ensanchamiento del perfll de temperatura, lo que representa un aumento de

la estabilidad de la enzima frente a esta variable.
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Figura 9.5. Perfil de temperatura para la B-glucosidasa de P. funiculosum:

A libre; (Jinmovilizada sobre nylon en polvo.
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9,4, CALCULO DE UN EXPERIMENTO COMPLETO

A modo de ejemplo,

se detallan los cdlculos realizados en el experi-

mento resefiado en la tabla 5.56, correspondiente a la hidrélisis de celo-

biosa con B-glucosidasa inmovilizada.

La reaccién se llevd a cabo en las sigulentes condiclones:

- Inmovilizacién de la B-glucosidasa:

#

#

- Soporte : Nylon en polvo

. Masa de soporte: 0.5 g

CS: 40 g/1
O~alquilacidn:
- Tiempo, tTT: 15 minutos
~ Temperatura, TTT: 20 °C
- Conc. de tetrafluoroborate de trietiloxonio, C
- Volumen, V_: 2.5 ml
T
Amino-activacidn:
- Tiempo, t__ : 2 horas
EDA
: 20 °C
EDA

Temperatura, T
Concentracién de etilendiamina, CEDA: 100%

- Yolumen, V__ : 5 ml
EDA

Activacidon cen glutaraldehido:

Tiempo, t_ : 15 minutes
GLU

]

Temperatura, TGLU: 20 °C
Concentracién de glutaraldehido, Chﬂ’ 12, 5%

Volumen, VGLU: 5 ml
Inmovilizacldn:

- Tiempo, tI: 15 horas

- Temperatura, tl: 25 °C

- Volumen, VI: 12,5 ml

- Hidrélisis de celobiosa:

#
#
bl
#

Temperatura, T: 60 °C
Concentraclén inicial de celobiosa, Ccel: 10 mM
Concentracidén infcial de glucosa, Cg]u: 10 mM

Concentraclién del soporte, CSE: 0,06 g/ml

TT'

12.5%
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I Actividad especifica del soporte, AI: 17.5 Ul/g
# Volumen total, V: 100 m]

* Velocidad de Aglitacidn, N: 200 r.p.m,

# pH: 4.8

En primer lugar, se llevd a cabo la inmovilizacién de la enzima sobre
el nylon en polvo, midiéndose, por el procedimlento descrito en el aparta-
do 9.1 del Apéndice, la actividad B-glucosidasa inmovilizada y la de la

disolucién inicial.
Las absorbancias medidas resultaron ser:

~ Absorbancla disolucién inicial: 0.5626

~ Abscorbancia enzima inmovilizada: 0.3846

y mediante la ecuacién de calibrado [9.1] se obtlenen los sigulentes valo-

res de la actlividad:

- Actividad disolucidn inicial: 1.054 UI/ml
— Actividad enzima inmovilizada: 0.70 UIl/ml
. _ 0.7 UL/m! _
Actividad inmovilizada = T 17.5 Ul/g

A partir de la definicién de retencién activa, ecuacién [5.1]:

17,5 Ul/g 0.04 o/ml _ .
~ Retencidn activa = T.052 Ul/ml 100 = 66,4 %

Una vez obtenido el complejo enzima-scporte, se llevéd a cabo la reac-
clén de hidrélisis de la celobiosa, Para ello, y una vez que la incubadora
orbital alcanzd la temperatura adecuada se introdujo un matraz de 250 em®
con las disoluciones de celoblosa y glucosa en tampén clirato 0.1 M, y el

complejo enzima-sustrate preparade , tomando ese momento como tiempo cero.

A los tiempos deseados se tomaron muestras cuyo contenldo en glucosa y
celoblosa se midié empleando el método descrito en el apartado 9.2 del
Apéndice. A modo de ejemplo, los valores de las Areas para un tlempo de

hidrélisis de 120 minutes fueron;

- Area glucosa: 221905.6
~ Area celoblosa; 132340,5
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y empleando las ecuaciones de calibrado [9.3] a [9.5] del apartado 9.2.
del Apéndice, se obtienen las concentracliones de ambos compuestos en el

medio de reaccidn:

-~ Concentracidén de glucosa: 17,376 mM

- Concentraclén de celoblosa: 6.314 mM

' [Celobiosa]0 - [Celoblosal 10 - 6.314
~ Conversidén = = 0 = (0,369
[Celobiosa]0
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