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1.- INTRODUCCIÓN



1.1.- ENZIMAS: LOS CATALIZADORES BIOLÓGICOS

Las enzimassonproteínascon acción catalíticasobredeterminadoscompuestos

llamados sustratos.De hecho, las enzimasson los catalizadoresde las reaccionesque

tienenlugar en los sistemasbiológicos,aunquehay otrasmoléculasde carácterproteico

(anticuemos)y no proteico (RNA) quepuedenteneruna accióncatalítica,aunquemucho

menorqueen el casode las enzimas(Comish-Bowden,1995).

Las cadenasproteicasde las enzimaspuedentenerde 100 a 2500 aminoácidos.

Algunas enzimas no requierenningún otro componente,ademásdel sustrato, para ser

activas.Sin embargo,otrasenzimasrequierenun componenteno proteicoparadesarrollarsu

actividad,estecomponentesedenominacofactor. Los cofactorespuedenserionesmetálicos

o compuestosorgánicosque, por ejemplo, en el cuerno humano,son derivadosde las

vitaminasU. Los cofactoresque se unen firmemente a la enzimase denominangrupos

prostéticos.Al conjunto de enzimay cofactoro grupo prostéticose le llama holoenzima

(que es la forma activa), pero cuando el cofactor se separa,a la proteínarestantese la

denominaapoenzima(y esinactiva).

La actividadde algunaenzimapuedecontrolarsea travésde rasgoscaracterísticosde

su estructuramolecular,ya que se ha encontradoque cierto númerode enzimasdiferentes

existenen múltiples formasmolecularesdentrode unamisma especieo aún dentrode una

mismacélula(Pricey Stevens,1989).Las formasmúltiplesdentrode unaespecieo célulase

llaman isoenzimas,y difieren unasde otras en la secuenciade aminoácidos, algunas
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Capitulo 1. Introducción

modificacionescovalentestales como la fosforilación, y cambiosconformacionales.Las

isoenzímastambiéndifieren unasde otras en sus característicasy comportamientocomo

catalizadores.

Al ser las enzimasproteínas,su acción catalíticaestámuy marcadaporcl carácter

poliméricode suestructuraquímica.El conocimientode dichaestructuraesmuy útil para

detenninar,en parte,cómo transcurrela acción catalítica. Las técnicasde mutagónesis

dirigida pern-iiten conocercon exactitudlos aminoácidosque son esencialesen la acción

catalítica,mientrasque la observaciónporRMN permiteel estudiode la unión enzima-

sustratoy de la posible dinámicade la transformación.Sin embargo,quedanmuchos

estudiosque realizarantesde establecerclaramentela relación estructura-funcionalidad,

ya que todavíani siquierasepuedepredecircon exactitudel plegamientode unaproteína

conocidasu secuenciade aminoácidos.Naturalmente,en estecamino, las aproximaciones

son varias: por un lado se estudian las propiedadescatalíticas de las enzimas,

determinandoel mecanismo de las reaccionescatalizadasy los parámetrosde las

ecuacionesque sederivande ellos, porotraparte,sellevan a caboestudiosestructurales

que determinanlas secuenciasde aminoácidos(estructuraprimaria), sus plegamientos

iniciales en hélices o láminas (estructurasecundaria)y sus plegamientosfinales que

llevan a la conformaciónmásestableen las condicionesambientalesreinantes(estructura

terciariay cuaternaria),dandolugara lo queseconocecomoestructuranativao de menor

energía libre de Gibbs. Las dos aproximacionesson clásicas en otros campos de

investigación dc la Química y llevan a conclusionescompartidasque mejoran el

conocimientoque setienesobrela acciónde las enzimas.No obstante,sedebeconsiderar

que la acción de una moléculacompleja,como es una enzima,ha de sercomplejaa su

vez, si se comparacon la acciónde otros catalizadoresmás sencillosdesdeel punto dc

vistaquímico.

Las enzimassoncatalizadoresmuy activos,multiplicandopor un factor de i03 a
ti

10 la velocidaddc la reacciónsin catalizar.Además,soncatalizadoresmuy selectivoso

específicos,tanto más cuantomás importanteesel control de su acción biológica. Esta

selectividadse refiere tanto al tipo de reaccióncatalizadacomo al sustratoo sustratos

sobrelos que se ejercela accióncatalítica.Paracl casodc enzimascuyaacciónes menos

controlada,puedencatalizaruna reaccióny su inversa,dependiendode las condiciones

2
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fisicoquímicasdel mediode reacción,y, además,puedenactuarsobresustratossimilares

entre si, no necesariamenteisómeros. Otras enzimas, sin embargo,son capacesde

discernirentredos estereoisómerosy de catalizarexclusivamenteuna reaccionconcreta

de uno de ellos.

Existenvarios tiposde enzimas,segúnel tipo de reacciónque catalizan(Chapliny

Bucke,1997):

Oxidoreductasas: catalizan reaccionesen las que se dan transferenciade

electrones,hidrógeno u oxigeno. Incluye las dehidrogenasas,las oxidasas, las

oxigenasasy las peroxidasas.

Transferasas:catalizan la transferenciade una molécula a otra de un átomo o

grupo de átomos, con exclusión de los que son catalizadospor hidrolasasu

oxidoreductasas.

HUiro/asas:catalizanla transferenciade moléculasde agua.Son las enzimascon

másaplicacionesactualmente.

Liasas: enzimas que favorecen la eliminación de un grupo de átomos de una

molécula (no hidrolasas); incluyen las aldolasas, las decarboxilasas, las

dehidratasasy algunaspectinasas.

Isornerasas:catalizanlas isomerizacionesy sedividen en epimerasas,racemasasy

transferasasintramoleculares.

Ligasas: tambiénse llamansintetasasy, con el uso de la energíade un nucleósido

trifosfatado,favorecenla formaciónde enlacescovalentesentremoléculas.

Las enzimassenombrande diversasmaneras.Existennombrestradicionalesy no

sistemáticos,como renínao quimosina,otros hacenreferenciaal sustratonaturalcon la

terminación-asa(lactasa),otra nomenclaturahacereferenciaa la reaccióny al sustrato

con la misma terminación(p.e. lactosahidrolasa)y, por último, se ha establecidouna

3
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nomenclaturapornúmerosquehacenreferenciaal tipo de enzima(liasa, pe.), al sustrato

o sustratoso tipo de enlacesobre el que actúa, al tipo de partículas,átomos, iones,

moléculas..,que semanejanen la reaccióny a un númerode enzima,si hay otrasenzimas

con la misma actividad (Price y Stevens, 1989). Así, la histidasa también se llama,

sistemáticamente,L-histidinaamoniacoliasao EC 4.3.1.3.

Considerandosuaplicaciónen procesosquímicos,las enzimastienenuna seriede

inconvenientes: son estructuralmentefrágiles, lo que influye notablementeen su

estabilidad como catalizadores,son complejas químicamente, lo que dificulta su

conocimientoy la aplicacióndel mismoy, en muchoscasos,sonmuy dificiles de extraer,

lo que conílevaunos precioselevadosy una bajadisponibilidad.Hay otra característica

que hacemás dificil el entendimientode los mecanismosde acción enzimáticaa nivel

molecular: la existenciade enzimasque sólo son activasen presenciade cofactoreso de

coenzímas,moléculasque puedenactuaren la unión de los sustratosa la enzima,además

de poderactuar ellos mismos como catalizadores,intercambiandodensidadelectrónica

con los sustratos.Todos estos inconvenientesestánsiendo abordadosy, de una u otra

forma, resueltos,con lo que cabe esperarque, según aumenten los conocimientos

científicosy técnicossobrelas enzimas,sediversifiquesu uso,actualmenterestringidoa

los campos alimentario, farmacéutico,analítico y médico a otros campos como la

petroleoquímicay a la químicaorgánicasintética,que implican el uso del catalizadoren

ambienteshidrófobos, lo que, además,potenciaríasu utilización en la síntesis de

fármacos.

La acción catalíticade las enzimas se desarrolla,como mínimo, en tres pasos:

inicialmente la enzima y el sustrato o sustratos se unen, luego se produce una

recombinaciónelectrónica,que es la propia reacciónquímica,para, finalmente,separarse

la enzimadel productoo productos.Mecanisticamente,hay aminoácidosimplicadosen

cadaunade las etapasdel proceso.

En la unión están implicados varios aminoácidosy, a veces, el cofactor o

coenzima.El hecho de que las interaccionesenzima-sustratose reduzcana puentesde

hidrógeno,fuerzasde van der Waals,puenteshidrofóbicos y, sólo si intervienen iones

metálicos,fuerzas iónicas (de naturalezamás fuerte) indica que hacen falta de hecho
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muchasinteraccionesparaconseguirunaunión suficientementefuerte.La disposiciónde

los aminoácidosesesencialparaque seconsigaestafuerzade unión. Normalmente,los

centrosactivossuelenserhuecosen la estructurapolimérica dondequedan“atrapados”

los sustratos.Paraexplicar la unión, se han utilizado varios modelos. Inicialmente, se

supusoque la unión era similar a la que hay entreuna llave y una cerradura,lo cual

implica un inmovilismo estructuralobvio. Posteriormente,se introdujo la ideade que la

enzimapuedemodificar su estructuraparaunirseal sustrato,al menos,ligeramente,con

lo quehay cierto dinamismoen la unión.El procesode unión esreversible.

Una vez seproducela unión, la enzimaactúa sobrelos sustratosfavoreciendoel

intercambioelectróniconecesarioparala reacción.Esto implica que se necesitamenos

energíapara llegar a un estadotransitorio desdeel cual sea posible que se formen los

productos.En esteproceso,la enzimapuedeactuarcomo donanteo aceptorde densidad

electrónica.Todos los procesosque ocurrenen estaetapasuelen ser reversibles.Hay

casosen los que, cuandoseobtienenlos productos,éstos suelentenerunaentalpíamenor

que la de los sustratosde partida,con lo que el pasode productosa sustratosestámás

dificultado (un caso típico son las hidrólisis enzimáticas).Sin embargo,hay varias

reaccionesenzimáticasen las que elpasoaproductosno es irreversible,sino que también

estáen equilibrio con las etapasanteriores(un casotípico son las reaccionesde síntesis).

Las enzimas,como catalizadoresqueson,aceleranlas reaccionesquímicas.La teoríade

lacatálisisenzimáticaencierratres aspectos,quecondicionansudesarrollo:

(1) Los sustratosdebencolisionaro entraren contactocon la enzima.

(2) La colisión molecularocurrecon unaorientaciónadecuada.

(3) Los reactivosdebenposeerla energíasuficientepara queseproduzcala reacción.

Estaenergíasedenominaenergíade activación,que, segúnla teoríamásaceptada,

disminuye cuando se produce la catálisis enzimática (Figura 1.1), aumentandola

probabilidadde unaorientaciónadecuadade los reactivos(Blanchy Clark, 1995).

En un primer momento, los reactivos se encuentranen un estadoinicial cuyo

contenido energéticoes mínimo, y por tanto, es el más estable. A medida que los

reactivosse aproximany empiezaa producirsela reacciónquímica,la energiadel sistema
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aumentahastaalcanzarun máximo;a estaetapase la conocecomo estadode transición

de la reacción.Las enzimasdisminuyenla energíade esemáximo (energíade activación)

mediante la formación del complejo enzima-sustrato.La enzima distorsiona la

conformacióninicial del sustratoy la transformaen la del estadode transición,debidoa

que apareceninteraccionesfavorables de van der Waals, enlaces de hidrógeno e

interaccionesiónicasentrela enzimay susustrato,con lo queseconsigueunainteracción

más fuerte entreambos.Como consecuencia,disminuye la energíade activación,lo que

se traduceen un aumentode la velocidadde reacción.En la Figura 1.1 se muestrael

transcursode la acción catalíticade las enzimas,comparadocon cl de una reaccionno

catalíticay en la Figura 1.2 se representaesquemáticamentela formación del complejo

enzíma-sustratosegúnlos modelosde adaptacióninduciday de llave-cerradura(Stryer,

1985).

La formacióndel complejo enzíma-sustratosuponeque al unirseel sustratoa la

enzimadisminuyesu movilidad, disminuyendosu entropíay, por tanto, la diferenciade

entropíaentrelos reactivosy los productosesmenor, la energíade activaciónsereducey

la reaccióntranscurrea mayor velocidad. El sustratose une a la enzimaen el llamado

centroactivo. Esteesunapequeñahendidurao bolsillo de la enzimadondeel aguasuele

quedarexcluida,exceptosí es uno de los compuestosque intervienenen la reacción,y

dondeestánlos aminoácidosque seunenel sustratoy que llevan a cabola catálisis.La

rotura subsiguientedel complejo paraliberar los productosse consideraexotérmica,y

estaetapapuedeserprácticamenteirreversibleen muchoscasos.

La catálisis se produce por varios mecanismos,entre los que destacanla

aproximación, la catálisis covalente y la catálisis general ácida o básica. Otros

mecanismosquepuedenestarimplicados son: la catálisiselectrostática,la catálisispor

iones metálicosy los efectosde tensióny distorsión de sustratosprovocadospor la

enzimaen el centroactivo. El mecanismode aproximaciónse basaen que la enzimajunta

los sustratosen el centro activo en concentracionesaltas y en la orientaciónadecuada,

favoreciendosu intercambio. La catálisis covalente es debida a la formación de un

intermediode estetipo en el centro activo: las catálisisnucleófila y electrófila son dos

ejemplosde estemecanismo.Los aminoácidosen el centro activo puedenactuar como

ácidoso bases,cediendoo aceptandoprotonesdel sustrato.
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La utilizaciónprácticade las enzimasse ha realizadodesdehacesiglos, ya queson

los catalizadoresque utilizan los microorganismosen procesosfermentativos,que han

sido empleadospor el hombredesde tiempos prehistóricos.La utilización asociadaal

conocimientode su naturalezay de sufunción esmuchomásreciente.Desdeprincipios

de siglo sehadiversificadoel empleode enzimas,puescomenzósiendoimportanteeluso

de proteasaalcalinaen detergentesy actualmentelas enzimasseempleanen campostan

diversoscomo la alimentación,la industria farmacéutica,la industria química y en

aplicacionesanalíticas y ambientales.El mayor conocimiento de la química de las

proteínasestáaumentandoel empleode enzimas,creandonuevasaplicaciones,como la

síntesisde nuevasespecialidadesfarmacéuticas,la asociaciónde enzimasy electrónicaen

los llamados biosensoresy el empleo de enzimas en la industria alimentariacomo

innovadorasde antiguos procedimientos,como el malteado,o creadorasde nuevos

productos, como el jarabe rico en fructosa procedentedel procesadoenzimático del

almidón. Algunasde las aplicacionesindustrialesmás importantesde las enzimasquedan

recogidasen la Tabla1.1.

(U .

O)
L..
ci) -

w

Figura 1.1.- Transcurso terniodinámico de la catálisis enzimática comparadacon
unareacciónno catalizada.
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1 U 1 1
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Tabla 1.1.- Algunas aplicacionesactualesde las enzimas.

APLICACIONES INDUSTRIALES
Producto Enzima Reacción
Acrilamida Nítril hidratasafijadaen células Hidrólisis de acrilonitrilo a

acrilamida
Aspartamo Termolisina

(solubleo inmovilizada)
Unión estercoespecíficade
péptidosen agua

Jarabede fructosa(HECS) Amilasassolublesen tanqueagitadoy
xilosa isomerasasen reactoresde lecho
fijo

Hidrólisis de almidóna
glucosay posterior
isomerizacióndeestaa
fructosa

6-APA Penicilinaacilasainmovilizadaen
partículasdepolímero

Hidrólisis quimioselectivade
ácidofenilacéticoen
penicilina(1

L-tert-leucina Leucinadehidrogenasasolublejunto con
fonnatodehidrogenasaenun reactorcon
membranadeultrafiltración

Aminación reductora
enantioespecíficade ácido
alfa-cetocon formato
amónico

L-aminoácidos Acilasainmovilizadaenreactoresde
lecho fijo

Hidrólisis L-especificadeN
acetil amida

APLICACIONES TERAPEUTICAS
Dolencia Enzima Reacción

Faltade ureasa Ureasainmovilizadasobrecarbónactivo Eliminación de urea de la

sangre
APLICACIONES ANALíTICAS

Tubosreactores Tubo de nylon impregnadointernamentecon una o másenzimas(glucosa
oxidasa,ureasa,uricasa)

Sondasbioanalitieas Enzimainmovilizadasobreun sensorelectroquímico

(medidadeglucosa,ácido lactico, colesterol,etanol,etc)
Reactivosen fasesólida Sistemasenzimáticosinmovilizadossobreun adsorbentequecambiande

colorenpresenciadel analito

1.2.- FENOMENOLOGIA DE LAS REACCIONES ENZIMÁTICAS

Los fenómenosque se producendurantela catálisis enzimáticadentro del

centroactivo han sido someramenteexplicadosen el punto 1.1. Parala granmayoría

de las enzimas que se aplican en la práctica, la cinética enzimáticase explica

mediante el mecanismo de Michaelis-Menten,mientras que mecanismosmás

complicadossonnecesariosparaexplicar la acción de las enzimasmetabólicasque

requierenun mayorcontrol que el sugeridopor el mecanismode Michaelis-Menten.

Estecontrolesdebidoapequeñasmoléculasorgánicasque actúancornoinhibidoreso

activadoresde la acciónde lasenzimasalostéricas(Blanck y Clark, 1995).En el caso

de las 13-galactosidasas,el mecanismode Michaelis-Mentenes adecuadopara

explicar la cinéticade las reaccionesde hidrólisis y de transgalactosidacián,puesto
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que no sedetectainhibición o activación de un centroactivo debido a la unión del

sustratoaotro centroactivo de la enzima.

Los fenómenosimplicados en la acción de las enzimas son: la reacción

químicaen sí, la transferenciade sustratosy productosdel mediode reacciónhaciao

desdelos centrosactivos de la enzimay la desactivaciónde dicha enzimacon el

tiempode operación.

lEn el caso de una enzimaen disolución, la velocidad a la que transcurreel

procesode transformaciónde los sustratosdependeexclusivamentede los fenómenos

de adsorcióny catálisisque se dan en los centrosactivosde la enzima,esdecir, de la

velocidad de la reacciónquímica, y de la desactivaciónde la propia enzima. La

transferenciade sustratosdel medio de reacciónhaciael centro activo dependede la

orientaciónde la propiaenzima,puestoque no todas las moléculasde sustratoque

difunden hacia la enzimatienen la orientaciónadecuadaparaser transformadas,al

igual que no todaslas moléculasde reactivosen unareacciónquímicachocancon la

suficiente energíay orientaciónadecuadapara formar los estadostransitorios de

reacción, según la teoría de colisiones. Estos hechos son los que determinan la

velocidad de la reacciónquímica en una reacciónno catalítica. En las reacciones

catalizadasporenzimashay que considerar,además,quehay una unión previade los

sustratosal centroactivo poradsorcióny unaliberación o desorciónde los productos,

etapasque puedensermás lentasque la formaciónde los complejosde transición en

el centroactivo,queesla reacciónquímicaen si.

La desactivación de la enzima es debida a la paulatina modificación

estructuralque sufre la enzima,que consisteen un desplegamientoreversiblehacia

otra forma todavía activa pero menos estable que la estructura nativa. Esta

configuraciónmás abiertapuedeevolucionara otras configuracionesde la enzima

más energéticase inactivas. Esta evolución es reversible desde el punto de vista

tennodinámico,pero puedeestarimpedido el regresoa la forma activa por motivos

cinéticos(Volkin y Klibanov, 1989).
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La aplicaciónde enzimasen disoluciónesposibleen muchoscasosen los que

sedeseaunaaccióncatalíticadeterminadaparaunadeterminadatransformacióntotal.

En estoscasos,la enzimase utiliza en reactoresdiscontinuoso se añadeparaque

actúeduranteun tiempodeterminado.Así, porejemplo,seutilizan las proteasasen la

maduraciónde quesos,en el malteadoy en la fabricaciónde pan. El empleo de

enzimaslibres tambiénpuederealizarseen procesosde transformaciónen continuo,

pero laenzimasepierdeal salir con los productosde reacción.Si sequiererecuperar

la enzimao no esconvenientesupresenciaen el productofinal, hay quesepararlade

la corrientede salidadel reactor.Esto se logra medianteel uso de ultrafiltros, que

separanla corrientede salida del reactor en dos corrientes,una que contienelos

productosy otraque contienela enzimay otrosposiblespolímeros,queesrecírculada

al reactor.Paraevitar la disminución de actividadcatalítica en el reactor, sepurga

parte de la corrientede recirculaciónde la enzimay se añadeenzimafresca. Sin

embargo,esconocidoel fenómenode polarizaciónque seproduceen la membrana

del ultrafiltro y que provocael bloqueodeporosde la membranay la formaciónde

una “torta” deproteínassobredichamembrana,El efectoesunapérdidade actividad

catalíticaimportanteasociadoa un aumentode la pérdidade cargaen el ultrafiltro,

que suponeunadisminuciónla concentraciónde productos,esdecir, unadisminución

paulatinade la producción(Atkinson, 1986).

Paraevitar la pérdidadeenzimadebidaa suempleoen disolución, la enzima

sepuedeinmovilizar. El uso de ultrafiltros previenela salidade la enzimade la zona

de reacción,pero, generalmente,lleva asociadosvarios problemasde operación,

como ya se ha comentado.Otra opción, más utilizada, es inmovilizar la enzima

mediantela unión de la enzimaa soportescon una alta superficieinternao mediante

la generación de polímeros activos por entrecruzamientode enzimas o por

polimerización en presencia de soluciones enzimáticas, técnica denominada

atrapamiento.La unión a soportes,junto con el entrecruzamiento,sonmuy utilizados

porquepermiteobtenerinmovilizadosmásestablesquela enzimalibre de partida.La

unión de la enzimaa soportesya existentesse puedellevar a cabo por múltiples

técnicas:adsorción,intercambioiónico, afinidad,enlacemetálicoo enlacecovalente

o químico propiamentedicho (Bickerstaff, 1997). La inmovilización permite que la

enzimapermanezcaen el reactor, lo que es imprescindibleparadesarrollarprocesos
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en continuo a gran escala, similares a los que ya existenen industriascomo la

petroleoquímicao la alimentaria.Además,aunquesesueleperderalgo de la actividad

inicial de la enzimaque se inmoviliza, se obtienencatalizadoresque puedentener

variosmiles de vecesla vida mediade la enzimalibre de partida. Como las enzimas

son catalizadorescaros, su estabilidad es una característicafundamentalpara el

desarrollo de aplicacionesa gran escalay también para el desarrollo (le nuevas

herramientasanalíticascomo los biosensores.La inmovilización dc la enzimaevita

tener que separarlade los productosde la reaccióna la salida del reactor. Esta

separaciónes importante en algunos casos, pues una continuación de la acción

enzimática más allá del punto requerido puede alterar el producto de fonna

inaceptable(esconocidoquela degradaciónde muchosalimentossedebea la acción

de las enzimasquecontienen).

La inmovilización de la enzimaimplica que ciertos fenómenosque, con la

enzima en disolución, carecían de importancia son ahora importantes. Estos

fenómenosson: los fenómenos de partición asociadosa la carga del soporte, la

modificación configuracionalque implica la inmovilización, la transferenciade

materiaen la capade líquido estancadoque estáalrededorde la partículade soporte

(transferenciaque sepuededenominardifusión externa)y la transferenciade materia

en los poros o difusión interna (Wiseman, 1985). Estos fenómenospueden

condicionare, incluso, controlar la velocidada la que se lleva a caboel procesode

transformación.La reacciónquímicatranscurrea una velocidadque depende,en el

casode lacinéticade Michaelis-Menten,de la concentraciónde sustratosqueseunan

a la enzima. La reacciónquímica con una determinadaenzima inmovilizada en un

poro del soportetranscurrea la velocidadquemarcala concentracióndc sustratosen

el líquido adyacente.Si la reacciónquímicaesmásrápidaque la difusión de sustratos

haciacl centroactivo de la enzima,estadifusión o transferenciade materiaes la que

determina la velocidad del proceso, ya que la reacción química se dará a una

concentraciónde reactivo inferior a la concentraciónque hay en la superficie del

soporte. La mayor velocidad de la reacción química genera un gradiente de

concentracionesde sustratodesde la superficie hacia el centro de la partícula. Los

gradientesgeneradossetratande esquematizaren la Figura 3.1.
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La presenciade cargasen la superficieinternadel soporteprovocaque haya

una exclusiónde los ionesdel mismo signo y una concentraciónde ionesdel signo

opuestoen tomo a la enzimainmovilizadaen dichasuperficie.Estehechoesel que

provoca fenómenosde partición en una capa de líquido cuyo espesorronda las

decenasde nanómetros.La actividad de la enzimaseve alteradarespectoa la que

teníaen disoluciónporestadistribuciónde ionesasu alrededor,que tambiénprovoca

variacionesen el valor del pU óptimo aparentede la enzima: la enzimasigueestando

sometidaal pH óptimo que tenía en disolución, pero ahora éste es el pH del

microentomode la enzima,queno tiene porquécoincidir con el pH de la disolución

exterior a la partículadondeestála enzima.El mismo fenómenopuedeaplicarsea

cationesimportantespara la actividadde la enzima.Por ejemplo,la ¡3-galactosidasa

necesitauna concentraciónde ión magnesiopara poder ser activa. Si se utilizan

resinascargadascon ionesnegativos;sefavorecela presenciade magnesioen torno a

la enzima;por el contrario, si las resinasestáncargadaspositivamente,la enzima

puedeperdersu actividad.

La inmovilización provoca interaccionesentre el soporte y la enzima que

modifican la estructuratridimensionalde la misma y, por tanto, su actividad. Si se

utilizandeterminadastécnicasde inmovilizacióncovalente,sepuedeunir la enzimaal

soportepor varios enlacesquímicos, modificando de forma importantela estructura

de la enzimay provocandounapérdidade actividad de la mismarespectoala de la

enzimaen disolución(Guisány col., 1997).Al mismo tiempo se logra unaestructura

másrígiday másestable,puestoquesu alteraciónimplicaríarompernuevosy fuertes

enlaces.De hecho,es de esperarque la estructuraproteicaa la que se llegaríapor

desactivaciónde estaenzimainmovilizadaseríadistinta a la que se llega desdela

enzimalibre, ya que ciertasestructurasinternasde la enzimaquedaríanestabilizadas

y la modificación estructuralahora implicaría la rupturade las unionesentre otros

aminoácidos.

La velocidada la quetranscurrela transferenciade materiaen la capaexterna

dependedel espesorde dicha capa. Estedisminuye si aumentala agitaciónen el

medio de reacción,lo cual se logra aumentandola velocidadde pasodel líquido en

reactoresen los que se mueva en sentido axial (lechos fijos, lechos fluidizados,
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monolitos, etc), la velocidad de agitaciónde hélices o túrbinasen reactorestipo

tanqueo la velocidad de paso del gas de agitación en reactorestipo airlifi. La

disminucióndel espesorde la capade liquido estancosuponeque el caminoa recorrer

por difusión (un mecanismolento de transferenciade materia) por parte de los

sustratosque entranal catalizadordisminuye,disminuyendopor tanto la resistenciaa

la transferenciade materiay aumentandosu velocidad.Como la reacciónquímicano

selleva a cabohastaque los sustratosalcanzanel soporteque contienela enzima,la

difusión externay la reacciónquímica son dos fenómenosasociadosen serie y la

difusiónexternasepuededescribircon un modelo de gradientemáximo,dependiendo

la velocidadde la transferenciade materiade la diferenciaentrela concentraciónen

el senode la solución y la concentraciónen la superficie del soporte(Figura 1.3).

Acoplandoladifusión externay la reacciónquímicala velocidadgeneraldcl proceso,

parauna cinéticade primerorden,vienedadapor:

(r01> ) k<, a,,, (C><Puu¡~> — C<”” ) = kf(Cj”~ ) [1.1]

donder0b, es la velocidadde transformaciónobservada,k( esel coeficienteexterno

de transferenciade materia,a~ es la superficiede contactopor unidadde volumende

soporte,C5
1]u¡¿oes la concentraciónde sustratoen el senodcl medio de reacción,CsSUP

es la concentraciónde sustrato en la superficie del soporte,kq es la constantede

reacciónquímicade primer orden y f(CsSUP) una función que dependede la ecuación

cinética de la reacción enzimática. En estado estacionario, la velocidad de

transferenciade materiaen la capaexternaes igual a la velocidad de la reacción

química,que quedadescritapor la ecuacióncinética de dicho modelo, donde la

concentraciónde sustratosy productoses la que hay en superficie,siempreque no

existedifusión internacontrolante,en cuyo caso f(CsSUP) sc sustituyepor

donderj esel factorde efectividadinterno.

La transferenciade materiadentrode los porosrellenoscon un medio líquido

transcurrepordifusiónmolecular,siguiendola ley de Fick. Debido a que laestníctura

porosaoponeunanuevaresistenciaa la difusión de los sustratos,ademásde la debida

al líquido que rellena los poros, el coeficiente de difusión no es el de difusión

14



Capítulo 1. Introducción

molecularde los sustratosen el líquido, generalmenteagua, sino un coeficientede

di Risión efectivo inferior al anterior.Cuandola velocidadde difusión es inferior a la

velocidadde reacciónseproduceuna disminuciónprogresivade la concentraciónde

los sustratosdesdela superficiehaciael centrode lapartícula,siendomenoseficazla

enzimainmovilizadacercadel centro que la que estápróximaa la superficiede la

partículade soporte porque reaccionacon una concentraciónde sustratomenor

(Figura 1.3).

Según entran los sustratos en el poro van uniéndose a las enzimas

imnovilízadasen las paredesdel mismo y reaccionan,por lo que la reaccióny la

difusión internaestánasociadasen serie-paralelo.Por tanto, en el estadoestacionario,

se igualan las velocidadesde los dos procesos,describiéndosela velocidad de

difusión internamedianteun modelo degradientemúltiple:

d2C’ a-ldC

’

D~f ~+ ]rw p [1.2]
dr2 r dr

dondeD~ esel coeficientede difusión efectivo,C
5’ esla concentracióndesustratoen

un punto interior del soporte(a radio r del centrode la partícula),r~ es la velocidad

de reacciónreferidaa pesode enzimainmovilizaday p~, esla densidaddel soporte.

La resoluciónde la ecuacióndiferencialplanteadase lleva a caboteniendoen

cuentaque las concentracionesde sustratosy productosa un radio igual al radio de

partículasonlas concentracionesde los mismosen la superficiedel soportey que en

el centro de la partículano hay variaciónde dichasconcentraciones(sus derivadas

son cero).La resoluciónde estebalancede materiaen el interior de la partículapor

métodosnuméricos(intervalos finitos o colocaciónortogonal) permite conocerlas

concentracionesde los compuestosimplicadosa determinadosvalores dcl radio y,

mediantela ecuacióncinética,sepuedencalcularlas velocidadesde reacciónen esos

puntos. Estosdatospermitenel cálculo de unavelocidadpromedioen la partícula; el

llamado factor de efectividad (rl) es el cocienteentreestavelocidadpromedioy la
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velocidadmáximaen la partícula,que esla velocidaden condicionesde superficie.

La velocidaddetransfornmciónobservadaes,portanto:

Con frecuencia,La distribuciónde la enzimatras la inmovilización sueleserno

uniforme, siendomayor la concentraciónde enzimacercade la superficie que en el

centrode lapartícula,como seobservaen laFigura 1.3. Estefenómenosedebea que

la inmovilización es una reacciónheterogéneaentreuna enzimaque estáen la fase

líquiday una superficiesólidaactivada,portanto, la enzimatieneque di fundir en los

poros hasta fijarse a la superficie de los mismos y la velocidad del procesode

inmovilización puede(y suele)estarcontroladopor la transferenciade materiaen los

poros. Este hecho favoreceque las zonas más externasde la partículade soporte

tiendana fijar la mayorcantidadde enzimaposibleantesde que zonasmás internas

seveaninvolucradasen el procesode inmovilización, generándoseuna distribución

en forma de coraza,no uniforme. Así, seevita en parteel control de la velocidaddel

procesode transformaciónenzimáticodebidoa la difusión internade los sustratos,ya

que éstosentranrápidamenteen contactocon la zonacon mayorcantidadde enzima

inmovilizada,que esla máscercanaa la superficiedel soporte.

Finalmente,los procesosenzimáticossuelenserisotermos.Estehecho se debe

aque la energíade reacciónen las transformacionesenzimáticasno son importantes.

De esla formw no existe tranÑrnisián de eneroin hnnin n decAe la n~,t-tin,iin ~

_____ —, —— ——•——~•~ r’~
biocatalizadorqueseaconsiderabley la temperaturaen lapartículaes la misma quela

quehay en el senodel fluido (Figura 1.3).
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1.3.-13-GALACTOSIDASAS

También conocidas como lactasas o más formalmente como [3-D-galactosido

galactohidrolasas,las 3-galactosidasasse encuentranen el intestino de los mamíferos

jóvenes (actividad que desaparecenormalmentedespuésdel período de destetado) y

tambiénen ciertosmicroorganismos.Susustratonatural esla lactosay sonenzimascapaces

de hidrolizaríae, incluso,en ciertas condiciones,de cambiarla glucosade esteazúcarpor

otro grupo aglicón presente en el medio, en una reacción conocida como

transgalactosidación(Finochiaroy col., 1980;Gekasy López-Leiva, 1985; Prenosily col.,

1987; Stevensony col., 1993;Iwasakiy col., 1996;Menzlery col., 1997~ Sheuy col., 1998).

1.3.1.-Fuentesde ~3-galactosidasas

Existen numerosasfuentesdc enzimascon actividadfl-galactosidasa,en la Tabla1.2

semuestranlas posiblesfuentesde Q-galactosidasa(Gekasy López-Leiva, 1985).No todas

las fuentesde ~-galactosidasasonaceptableso reconocidascomoinocuasparasu aplicación

industrial,sobretodo en la industriaalimentaria.Las mejoresfuentesde estaenzimasonlos

microorganismosSaccharcmycesladis, Aspergí/tusníger u otyzaeo bacteriastales como

Escherichía ccli. Las preparacionesde lactasaa partir de ¡1. níger, A. oiyzae y de

Saccharomyccssp. (ladis ofragilis) sonconsideradasinocuaspor su utilización atravésde

la historiay por los múltiplesestudiose investigacionesa que han sido sometidas.La j3-

galactosidasade E. ccli, a pesarde ser la más estudiada,encuentraaplicación sólo en

QuímicaAnalítica, ya que presentaalgunosproblemasde toxicidad cuandose utiliza en la

industriaalimentaria Las propiedadesde las fl-ga!actosidasasdependende sus fuentesde

origen -Tabla 1.2 (Gekasy López-Leiva, 1985)-. El mayor tamañomolecularcorrespondea

la [3-galactosidasadc E. ccli (520.000-850.000Dalton), mientrasqueparalas enzimasde A.

oryzaey S. fragilis los pesosmolecularesoscilanalrededorde 90.000 y 200.000Dalton,

respectivamente.La ftiente y preparacióncomercialde la enzima,el métodode inmoviliza-

ción empleadoy el tipo de soporteescogidoinfluyen en las condicionesde temperaturay pH

que debenutilizarse.En general,las f3-galactosidasasde hongostienen un pH óptimo en la

zonaácida (2,5-4,5)y las j3-galactosidasasde levadurasy bacteriasfuncionanen la zona

neutrade pH (entre6 y 7 y entre6,5 y 7,5, respectivamente).Estapropiedad,de poseerun

18



Capítulo 1. Introducción

pH óptimo, permite que cada fl-galactosidasatenga una aplicación específica.Así, las

enzimasprocedentesde hongosson usadasparala hidrólisis de la lactosadel lactosuero,

mientrasque las de levaduray bacteriasson empleadasparala hidrólisis del azúcarpresente

en la leche(pH = 6,6) y enjarabesde lactosuero(pH = 6,1).

Las [3-galactosidasasde Saccharomyces,especialmentede S. lactis, estánpresentes

en la mayoríade preparacioneslácteas,debido a quesus condicionesóptimas(35-400C,pH

6,6-6,8)seencuentrancercade la temperaturay pH natural de la lechey de la mayoríade los

preparadoslácteos.Además,presentanuna apreciableactividad,incluso atemperaturasmuy

bajas(menoresde 40C), donde el crecimientode la esporadel microorganismoesmuy

pequeño.Así, la leche o lactosueropueden ser tratados durante el usual período de

almacenajedurantela noche.

La 9-galactosidasade A. niger tiene condicionesóptimasde procesoalrededorde

50<’C y pH 3,5-4,5 y su aplicaciónestárestringidaa los lactosueros,debidoa su carácter

ácido.Porrazoneseconómicas,sólo esaplicadaen formainmovilizada.

La hidrólisis de j3-D-galactósidospor [3-galactosidasasse puedeseguir por la

liberaciónde cualquierade los dosproductos:el restoglicón o el aglicón. El seguimiento

de galactosasólo indica la velocidadde la reacciónde hidrólisis cuandoseproduceen

unascondicionesen las quela transgalactosidaciónesimperceptible.Ladeterminaciónde

ambosproductospermite seguirtanto la hidrólisis como la transgalactosidación,que es

unareacciónde intercambiodel grupoaglicónoriginal del sustratoporotro presenteen el

medio.

Cuandoseutilizan [3-D-galactósidoscon un grupoaglicóncromóforoo fluoróforo,

la detecciónes sencillay muy sensible.Tambiénsepuedenutilizar sustratoscon carbonos

radiactivos y seguir la obtención de un productopor separacióny seguimientode la

radiactividad.La mayoría de los métodospara seguir la hidrólisis estánbasadosen el

seguimientode la liberacióndel aglicón. Dentro de éstos, los más utilizadossonaquellos

en los que el aglicón es cromóforo, como en el caso de los derivados aril-[3-D-

galactósidos:PMPG, ONPG, etc. Otro método muy conocido utiliza como sustrato6-
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bromo-2-naftil-9-D-galactósido(BNG), cuyahidrólisis de un producto insoluble, el 6-

bromo-2-naftol.Es un sustratomuy usadoen estudioshistoqtíímicosy en detecciónde

actividad en geles de proteínas.El uso de sustratosfluorogénicos ha mejorado la

sensibilidadde la detecciónde la actividad3-galactosidas.Los sustratosmásusadosson:

mono-fluoresceína-¡3-D-galactósido,di-fluoresceina-[3-galactósidoy metilluínbilferil -13-

D-galactósido,aunquecontinuamentesalenal mercadootros nuevos.

Tabla 1.2.- Algunas fuentesde 13-galactosidasa.

FuentesdeLactasa

Plantas Melocotón

Almendras

Albaricoque

Granosdc Kcfir

lipes de rosassilvestres

Semilladealfalfa
Bayasdecafé

Organos de animales Intestino

Tejidos dela piel y sesos

Levaduras K/vyvúromyces(Saccharoniycés)ladis yfragí/Ls

Candidapsevdatropicalis

Wingearoberstsii

Bacterias lf’stherichia <‘oil

Batí//vs,negaterivin

Thermusaqualicus

Streptocaccusladis y’ lhermaphi/u.s

LactabacH/vsbulgaricusy he/veííc.rts

Burí//vs círtulaus

Batí//vsstearothermophilvs

Lactabati//vssporagt~W5

1 tongos Neurasporascrassa

Aspergí//vsJóetid¡.ís

Aspergí//vsníger

Aspergí//vso’yzae

Aspergí/lusphoenícís

Mutarpuciltus

Mutar ni it/ile
Scapulor¿apsis

A iternaria pa/ini

Fusuriuni ¡naní/ifarnie

A heroaria a/ternura
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El ensayode estasenzimasse suelehaceren tampónfosfato, si su pH óptimo es

neutro, o en tampón citrato, si es ácido. En ambos casos,el tampón suele contener

mercaptoetanoly concentracionesadecuadasde sodio, potasioy iones divalentes,sobre

todo Mg2t. Las condicionesdel ensayo son muy variadas,pues han sido muchoslos

gruposque handesarrolladosus propios métodosde ensayo.En general,la temperatura

varíaentre20 y 300C, el sustratoes ONPGy el mediocontienemercaptoetanol0,01 a 0,1

2

M y Mg + 0,01 a 0,IM. Parala 3-galactosidasade E. coil, las condicionesmás usadas
son: 28”C, tampónfosfato sódico 0,1 M PH 7,0 al que sele ha añadidomercaptoetanol

(0,1 M) y Mg2~(O,0O1M)y unaconcentracióninicial de ONPGen tomo a 2 mM (i3ódalo,

1985). La hidrólisis de ONTPG se muestraen la Figura 1.4. En estascondiciones,una

unidad de actividadse define como la cantidadde enzimaque hidroliza ío-9 moles de

sustrato en 1 minuto. El ensayode transgalactosidacióno la actividad transferasase

conocemidiendo la cantidadde galactosaliberadaen presenciay ausenciadeglicerol o

metanol.

6 NO
3 H20

CH2OH NO3

H050 ~ (rj

H + 1-10

3 2

OH

ONPG Galactosa o-Nitrofenol

Figura 1.4.- Esquemade hidrólisis de o-nitrofenil-B-1,4-D-galactósido(ONPG).

La purificación se ha realizado mediante procedimientos tradicionales:

precipitacióny separacióncromatográficapor intercambioiónico, permeaciónen gel e

interacción hidrofóbica,y otros más modernos:cromatografiade afinidad respectoa la

propiaenzima,o añadiendoa la enzimadominiosde otrasproteínaso colas de histidina

por IngenieríaGenética.La enzimade E. coli se ha llegado a cristalizary a analizarpor

espectrometríade rayos X. Tambiénse han realizado estudios microscópicosde las

enzimaspurificadas,observándosequelaenzimade E. coli estetramérica(Wallenfeldsy

Weil, 1972), mientrasque otras, como la de K. fragilis, parecentenermás subunidades

CH2OH

OH
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(Mahoney, 1980). En el caso de la enzimade E. coli se ha llegado a determinar su

secuenciade aminoácidose, incluso, su estructuraterciariapor RMN (Jacobson,1994).

Las enzimassonestablesa la temperaturasegún su procedencia.En el caso de

mesófilos, las enzimasde hongossuelenserestableshasta60<’C, las de bacteriashasta

50<’C y las de levadurahasta40-450C. Paralos microorganismostermófilos, sobretodo

bacterias,el límite de estabilidadestáen 70-800C. Sucedeque tanto la lactosacomo la

galactosasonestabilizantesde la enzimafrenteal pH y la temperaturaextremos.

El tratamientocon urealleva a formas inactivaspero que conservanla estructura,

lo mismoquecuandono existendeterminadosionesen el medio (como Mg2~). Entonces,

seconsiguereactivarla enzimamediantela eliminacióndel desnaturalizanteo la adición

de ionesal medio (Wallenfeldsy Weil, 1972).

El peso molecularde las 13-galactosidasassuelesergrande,oscilandoentre 100

KDa en algunaslevadurashastalos 400 KDa parala enzimade E. cdi. Son enzimasque

suelentenerunaestructuracuaternaria,de 2 a 4 subunidadessegúnlos métodoscinéticos

de contajedecentrosactivosy la sedimentaciónen SDS (Mahoney, 1980).La enzimade

E. coIl tiene4 subunidadesiguales,la de K. fragilis tiene2 subunidadesdistintas,aunque

algunasobservacionesal microscopio sugieren 10 subunidades(Mahoney, 1980). La

enzimade K. lactis parecetenervariasformasactivas,Becerray col. (1998)demuestran

que la forma activa más importante es la dimérica (250 KDa), aunque la forma

tetraméricatambiénesactiva y, además,es la únicaque presentaactividad frentea BNG

(6-bromo-2-naftil-9-D-galaetósido).La enzimade Anigeres monomérica,a diferenciade

las enzimasprocedentesde bacteriasy levaduras,y contienerestosglicosidicos unidos a

su estructuraproteica.

Los iones tienen marcadainfluencia sobre la actividad y estabilidadde estas

enzimasfrente a factoresexternoscomo la temperaturao el pH. Los iones Na~ y

suelen ser activadores,aunqueen algunasenzimas,como la de K. fragiliÉ, el sodio es

inhibidor. Los ionesdivalentes,como el Mg2~ y elMn2t tienenefectosobrela actividady

estabilidadde las enzimasprocedentesde levaduras.El magnesioactúatambiénsobrela

actividad de la enzima de E. ccli como activador. Sin embargo, no se trata de
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metaloenzimas,ya que no existeunión química entre la enzimay el ión. Parece,sin

embargo,que son importantesen la unión del sustratoa la enzima. El jón Mn2~ parece

tenerun efectoestabilizadorimportantefrentea la desactivacióntérmicaen el casode la

enzimade K. fragilis (Mahoney,1978), ya que multiplica por siete la vida mediade la

enzimaa 500C. El ión Hg2+ es un inhibidor irreversiblede enzimas de hongos.Estas

enzimas requieren para ser activas iones divalentes como magnesio, pero no

monovalentes.Algunas característicasde enzimas con actividad j3-galactosidasase

encuentranrecogidasen la Tabla 1.3 (López-Leivay Gekas,1985).

Tabla 1.3.- Propiedadesde algunas¶3-galactosidasas.

1.3.2.-Mecanismode acción de las ¡3-galactosidasas

Las f3-galactosidasasson específicas,en principio, respectoa los enlacesno

reductoresde los f3-D-galactopiranósidosque incluyen O, N y 5. La hidrólisis se realiza

manteniendola configuraciónen el C-1 de la galactosa,que es el carbonode unión a la

glucosa.En el centro activo hay zonaspara la unión de galactosay para la unión de

glucosa.Los aminoácidosque unen la glucosaen el centro activo de la enzimatienen

mayorafinidad por ligandoshidrofóbicosque por la misma glucosa,pero la afinidadpor

la glucosaaumentadrásticamentecuando se produceel cambio conformacionalque
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acompañaa la formacióndel intermediogalactosil-enzima.Los grupos—OH en C-3 y C4

de la galactosasonfundamentalesparaque estaseunaal centroactivo y parala catálisis;

los gruposde las posiciones5 y 6 son importantespara la unión pero, posiblemente,no

para la catálisis, la posición 2 pareceno tenerinfluencia algunaen la afinidad (estos

carbonosse mareanen el ONPG en la Figura 1.4). Corno muchasglicosidasas,la 13-

galactosidasacatalizala transferenciaa varios aceptoresademásdel agua,catalizandola

isomerizaciónde lactosaaalolactosa,quees el inductorprimariodel operónlac en E. cok

(Mooser,1992).

Diversos trabajoshan llevado a la conclusión de que existe un intermedio de

reacción galactosil-enzima (Mooser, 1992; Wallenfelds y Weil, 1972); varias

aproximacionescinéticaspuedenteneren cuentaeste hecho.Ciertasglicosidasastienen

un mecanismoping-pongo ping-pongmodificado(Mooser, 1992).Además,la existencia

del intermedioestábasadatambiénen estudioscinéticoscon sustratosque modifican la

etapa limitante de la velocidad de reacción, que puede ser la glicosilación o la

deglicosilación.En el caso de la ¡3-galactosidasa,hay varios sustratosque puedenactuar

como aceptoreso donadoresdel grupo galaetósido:agua, metanol, etanol y otros

alcoholes son buenosaceptores,mientrasque varios arilgalactósidoscromóforos son

buenosdonadores.Como mecanismossehan propuestodos,en principio, que responden

a los siguientesesquemas:

ti

E±G-X T7ECr-X k2 ~EG±X~Th~*E±G+X [1.4]

E±G-X TtEG-X k2 >E+G±X [1.5]

Estosdosmecanismossondistinguiblesutilizando sustratosen cuya hidrólisis la

etapalimitantede la velocidadseala transferenciadcl grupoglicosídicoal disolvente,es

decir, el pasogobernadopor la constantek3. Paraaclararel mecanismo,sepuedellevar a

cabola reacciónen presenciade dos aceptoresque compitanpor el grupogalactósido:sí

el mecanismoes el más sencillo, la relaciónde las concentracionesde los productosde

una adición respectoa la otra seráconstantee independicntedel grupo que salgadel

centro activo y dc cúal seael pasolimitante del proceso(Stokesy Wilson, 1972). Estos

24



Capítulo 1. Introducción

autoresencontraronque en las reaccionescon metanol0,247M y etanol0,171 M, usando

como donadoresde galactósidovarios sustratosarilgalactósidos,la relaciónfenol:alquil-

[3-galactósidopermanecióconstante, lo que indicaba que se formaba primero un

intermedio, el cual podría reaccionarcon cualquierade los dos aceptoresde grupo

galactósido.

La presenciadel intermedioha sido confirmadaen experimentosde cinéticano

estacionariatipo “burst”, utilizando reaccionesen las que la degradaciónde dicho

intermedio era el paso limitante de la reacción. Aunque se utilicen los sustratosde

degradaciónmás lenta, en las condicioneshabituales,la liberacióndel segundoproducto

es demasiadorápida.La reducciónde temperaturapor debajode 0’~C, la eliminación de

iones activadorescomo el Mg2~ y el uso de disolventespoco polaresha permitido la

realizaciónde este tipo de experimentacióncon la [3-galactosidasade E. coli (Fink y

Angelides, 1975). Tambiénseha recurridoal uso de mutacionesdirigidas paraobtener

enzimasmodificadaspara poderrealizar este tipo de experimentación(Desehavanney

col., 1978).

La catálisis por 13-galactosidasacoordina un centro activo carboxilado que

estabiliza a un ión carbonioque puedetransformarseen una especiecovalente.En la

presenciade Mg2~ y con la mayoríade los sustratos,seproduceuna catálisisácidaque

protonael oxígenoexocíclicodelgrtíposaliente.

La generaciónde un ión oxocarboniogalactosil-enzimaesevidente,puestoque la

enzimapresentagran afinidad por los análogosde esteestadode transiccióny por el

hechode quela hidrólisis se da aún en condicionesque evitan la catálisisácidageneral.

El estadode transicióndurantela transferenciaal aceptorpuedeseresteión o una forma

covalentederivadadel mismo. Como el ión tiene una vida media muy corta(es muy

inestable)y es muy improbablepoder estabilizarlesin que exista la formación de un

enlacecovalente,sepodríadarun equilibrio entrelas formasiónicay covalente(Cupples

y col., 1990).

De los aminoácidosque actúandurante la catálisis,el primero cuyo papel fue

reconocido fue Glu-461 (ácido glutámico, posición 461 de la cadenapolipeptídica)
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(Legler y Herrehen,1981).El análisiscinéticode enzimasprocedentesde mutacionesen

ese aminoácidoha corroboradosu importancia en el procesode hidrólisis: todas las

sustitucioneshan supuestoun descensode la actividadenzimáticaen más de un 99%.

Además,esteaminoácidoinfluye de forma notable en la estabilidadde la enzimaa la

temperatura,de tal forma quelas enzimasprocedentesde mutacionesson menosestables,

exceptoen el casode queel aminoácidosustituyenteconservela estructuradel glutámico,

porejemplo,glutamina.La sustituciónreducetanto la velocidadde galactosidacióncomo

la de degalactosidación.El glutamatoesun estabilizantedel ión oxocarboniopero parece

jugar algún otro papel,ya que su sustituciónpor aminoácidosmuy desestabilizantesno

suponeque la velocidadde galactosidacióndisminuya, sino que sea proporcional a la

acidez del grupo saliente. Es interesanteque la sustitución por histidina lleve a

velocidadesde degalactosidaciónrelativamenterápidas (un 6% de la conseguidacon

Glu), estaesunademostraciónmásde queexistendosintermediosen equilibrio: la forma

oxocarbonioy suderivadocovalente(Cupplesy col., 1990).

El residuo de [3-galactosidasaconsideradoresponsablede la catálisisácida en la

ruptura del enlaceglicosídico es Tyr-503 (tirosina, posición 503). Tambiénsobreél se

han llevado a caboestudiosde mutagénesisdirigida. Inicialmente,el uso de dos sustratos

alquilantesllevó a la deducciónde que unametionina,Met-502,podríaserel aminoácido

responsablede la catálisisácida. Su sustitucióndemostróque no era así (Naider y col.,

1972).Teniendoen cuentala localizaciónde Met-502 y la dependenciade la enzimacon

el pH, se sugirió la hipótesisde que el donadorde protonesdebíaser un aminoácido

adyacente,Tyr-503. La modificaciónquímicade esteaminoácidoa un derivadofluorado

del mismo produjounadisminuciónen el pKa del lado alcalinode 1,5 puntos,equivalente

a la diferenciaentrela tirosina y su derivado(Ring y col., 1985). La sustituciónde Tyr-

503 por mutagénesisdirigida por fenilalaninallevó a una actividadmuchomenor(Ring y

col., 1988;Edwardsy col.,1990).

26



Capítulo 1. Introducción

1.4.-HIDRÓLISIS DE LACTOSA CON 3-GALACTOSIDASA

La hidrólisis de lactosa,paraformarglucosay galactosa,es unareaccióninteresante

desdediversospuntosde vista. En primer lugar, la insuficienciaintestinal de lactasa,que

padeceun significativo porcentajede la población, se traduce en una incapacidadpara

digerir la lechey/o productoslácteos,sufriendotrastornosgastrointestinales.Porotraparte,

tecnológicamente,la lactosaes fácilmentecristalizabley poco soluble, lo que dificulta

ciertos procesosen la industria láctea, evitándose estos problemascon la hidrólisis

enzimática.Por último, se debe teneren cuentaque la lactosapresenteen el suerode la

leche, como subproductoen la elaboraciónde quesos, generaun gran problema de

contaminaciónambientalpor las grandescantidadesde lactosuero que son vertidos por

industrias de este tipo, ya que la lactosano es fácilmente biodegradable.Este material

presentauna demandabiológica de oxígenomuy elevaday persistente,siendo costosode

tratar como residuo.Porello, sehan desarrolladonumerososprocesosparaaprovecharlos

componentesorgánicos de] suero. La primera etapa en estos tratamientos consiste,

usualmente,en la recuperaciónde los compuestosproteicosqueno seutilizan despuésde la

preparacióndel queso.Unavezextraídala proteína,quedaunasoluciónquecontienelactosa

y salesdiversas,y quepuedehidrolizarsede formaenzimática(Figura 1.5).

La lactosasepuedehidrolizar tambiénmedianteácidos,aunque,de estaforma, da

lugar a la apariciónde color y a la precipitaciónde proteínasy de salesque ensucianlas

resinasácidascambiadorasde iones,por lo que no es adecuadoel tratamientoparalechey

lactosueros.Muchosde estosproblemaspuedenelimínarsecon la hidrólisisenzimáticade la

lactosacon 3-galactosidasa.

CH2OH CH2OH H20

HO o o

H O H

OH OH

OH OH OH

Lactosa Galactosa Glucosa

Figura 1.5.- Esquemade hidrólisis de lactosa.

cH2OH

+

OH
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La lactosao azúcarde la lechees el principal carbohidratode la leche,en la que se

encuentraen concentracionespróximas al 5%. Aunque la lactosa presentauna amplia

variedad de usos, incluyendo la alimentación animal, la formulación de productos

farmacéuticosy la fermentaciónalimentaria,tieneuna limitadacapacidadde digestióny un

bajo poderedulcorante,hechosquerestringensusaplicacionesen la industria(Finocehiaroy

col., 1980).

El productohidrolizado,comparadocon el poderedulcorantede la sacarosa(tomada

como base,con un valor relativo de 100) tiene un valor alrededorde 70, mientrasque la

lactosa es considerablementemenos edulcorante,con un valor de 40. La reacciónde

hidrólisis de lactosagenerauna mezclaequimolarde glucosay galactosa.En la práctica,

dependiendode las condiciones,la mezclaequimolarno se presentasiempre,ya que la

galactosapuede polimerizar o unirse a la lactosa para formar oligosacáridos. Los

monosacáridosque seobtienenen la hidrólisis son fácilmenteasimiladosen el intestinode

los animales.

La hidrólisis enzimáticade lactosa se lleva a cabo de dos maneras:utilizando

enzimas libres, que generalmentese emplean en procesosdiscontinuos, o enzimas

inmovilizadas.El sistemade enzimasinmovilizadaspuedeserde dostipos: en el primero,la

enzimaes soluble, pero estáretenidaen membranasque son de diferentenaturaleza,en el

segundo,la enzimaes insoluble, ya que se ha inmovilizado en un soporte, lo que supone

emplearlas diferentestécnicasde unión anteriormentemencionadas.

Los productoslácteostratadoscon 3-galaetosidasapuedenserutilizadosen trestipos

de aplicaciones:

- Obtenciónde productoslácteosdulces(leche,heladodecrema).

- Obtenciónde productoslácteoscultivados(yogurt, requesón).

- Maduraciónde quesos(Cheddar,Camembert>.

Algunos de los procedimientospara la producciónde lechecon partede la lactosa

enzímaticamentehidrolizadaaglucosay galactosason:
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a) Procesoen discontinuo(Guy y Bingham, 1978; Kosikowski y Wierzbicki, 1972). Es el

métodomássencilloparaserllevadoa cabo,la lecheestratadapor lavía usual,y despuésde

la pasteurizaciónseañadeunadosiscontroladade lactasa.La hidrólisis terminabienpor que

la enzimasedesactiva(bajopH o alta temperatura)o porqueel sustrato(lactosa)se acaba.

La dosisnecesariade lactasasecalculateniendoen cuentade la actividadde la preparación,

lo que dependede múltiples variables:gradodeseadode hidrólisis,temperaturay pH de la

leche, tiempode reaccióny tipo de leche.

Cuandodebe obtenerseun alto grado de hidrólisis (DH) en un corto períodode

tiempo, se recomiendauna temperaturade reacción de 30-450C. Ordinariamente, la

pasteurizaciónde la lecheno puedeserconseguidaa estastemperaturasdurantemásde 3-6

horas,sin riesgoserio de infección microbiana.Si la temperaturaes aproximadamentede

5<’C, el tiempode la reacciónpuedeaumentara 20-24horas,siendola dosis2-3 vecesmayor

que a 400C. Una combinaciónde baja y alta temperaturade hidrólisis es una buena

alternativaen algunoscasos,estimándosequetras 17 horasa 50C seguidosde 3 horasa350C

sepuedeproducirun 75 % de DH con lamismadosisde enzimaque en4horasa 400C.

La hidrólisis discontinuano es viablecomercialmente,exceptoen el casode que las

lactasaseañadana los contenedoresde la lechedurantesu envasado,de formaquela lactosa

se hidrolice duranteel transportey almacenamientode la leche. Por estarazón, se han

realizadoconsiderablesesfuerzosparainmovilizar la lactasa.La 13-galactosidasaobtenidade

las fuentesanteriores,asícomode otrasdistintas,ha sido inmovilizadaen unagranvariedad

de soportesa escalade laboratorio.La elecciónde la fuenteenzimáticavieneinfluida porla

aplicaciónquevayaa darsea la preparación.

El primerprocesode hidrólisis de la lactosaa escalade plantapiloto fue el de Snam

Progetti en una industria lácteade Milán (Italia) que utilizó 13-galactosidasade levaduras

atrapadaen fibras de acetatode celulosapara hidrolizar la lactosa en leche desnatada

esterilizada.En general,el principalproblemaen el tratamientode sueroesla obstrucciónde

las enzimas inmovilizadas por los sólidos no disueltos que deben ser filtrados o

centrifugados,lo queresultacaroantesde su tratamiento.

29



Capítulo 1. Introducción

b) Procesosen continuo: La enzima f3-galactosidasase ha inmovilizado sobre un gran

número de soportes(vidrio poroso, resinas fenol-formaldehido,poliacrilamida, celulosa,

alúmina). Además de los procesos en continuo clásicos, con columnas de enzima

inmovilizada(Knopf y col., 1979; Prenosil y col., 1984),se handesarrolladootros procesos,

talescomo:

• Procesode ultrafiltración en continuo: Roger(1978)describeun procesode hidrólisis

continuade lactosay reutilizaciónde la enzima(Figura 1 da). La proteínade la lechees

retenidapor ultrafiltración y el filtrado se lleva aun reactorenzimáticoen el cual tiene

lugar la hidrólisis. En una segundaultrafiltración serecuperala enzimay el filtrado se

mezclacon la proteínaretenidaen el primer paso,paraobteneruna leche con lactosa

parcialmentehidrolizada.

• Atrapamientoen membranas(Breslau y Kilcullen, 1975): El componenteesencialde

este procesoes una membranasemipermeable.La enzimase fija a unacarapermeable

de un módulo de ultrafiltración situadoen el huecode una fibra, máso menosadheridaa

la superficieporosade la membrana.En la Figura l.ób serepresentaun esquemadcl

proceso.

• Inmovilización de lactasaen fibras (Pastore,1977): Aquí la lactasaes inmovilizada en

fibras de acetatoo de celulosa, las cualesson colocadaslongitudinalmenteentre los

extremosdel reactor,o son cortadasen trozos y empaquetadasal azaren el reactor. El

mecanismoque poneen contactola lactosacon la enzimaes por simple difusión. En la

Figura 1 .6c puedeverseun esquemadelproceso.

En la Tabla 1.4 sepresentanalgunosde los procesosde hidrólisis de lactosallevados

a caboa escalaindustrialo semi-industrial(Gekasy López-Leiva,1985).
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Tabla 1.4.- Procesosde hidrólisis de lactosa.

[Enzima Compañía [Instalación

Libre Vallo PlantaPiloto (Finlandia)

Libre Novo PUS PlantaPiloto (Dinamarca)

Libre TetraPak Industrial(Suecia)

Inmovilizada Snamprogetti Industrial. Centrale Latteria di Milano
(Italia)

Inmovilizada ComingGlass Semi industrialULN Condi (Francia)
Dairy Crest(ReinoUnido)
Kroger(USA)

Inmovilizada Connecticut-Lehigh
University

Plantapiloto (USA)

Inmovilizada Vaho Industrial.KeymenlaasksoDairy

(Finlandia)

Inmovilizada Gist Brocades Plantapiloto (Holanda)

Inmovilizada RóbmOmbil Plantapiloto (Alemania)

Inmovilizada Sumitomo Plantapiloto (Japón)

Inmovilizada AmeraceCorp PlantaPiloto (USA)
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1.5.-OBJETO Y ALCANCE DEL TRABAJO

El objeto generalde estetrabajoesestudiarlos fenómenosque sedan en las

reacciones enzimáticas, en particular en las de hidrólisis catalizadaspor 9-

galactosidasas,tanto en disolución como inmovilizadas.Para ello, se estudiaránlos

siguientesaspectos:

• La cinéticade las reaccionesde hidrólisis de lactosay de ONPG catalizadaspor

dos enzimas 3-galactosidasas,una comercial, la de K. fragilis, y otra bien

conocidapor la gran cantidadde estudiosde los que ha sido objeto, laenzimade

E. cali. Se van analizarlos mecanismosposibles y se discriminaráentre las

cinéticasquede ellos sederivan,comparandolos resultadosobtenidoscon ambas

enzimasy paralos dossustratosempleados.

• El análisis de la inmovilización de la enzimay los fenómenosque esteproceso

introduce en las reaccionesenzimáticas.Paraello, seva a realizarel estudiodel

modelo cinéticoen ausenciade limitacionesdifusionales,con los dos sustratos,y

secompararánlos resultadoscon los obtenidosparala enzimalibre. Conocidala

cinéticade la hidrólisisseestudiarála influenciade la difusión interna, tantoen la

distribución de la enzima inmovilizada como en la velocidad global de las

reaccionesde hidrólisis.

• La estabilidadde la enzimacon la temperaturacuandoseempleaen disolución e

inmovilizada. La desactivación de la enzima se modeliza mediante la

determinaciónde laecuaciónde velocidadde desactivación,quepermitepredecir

cual va a ser la actividadde la enzimacon el tiempo. En la modelizaciónde la

desactivaciónsevan a considerardiversosmecanismosy sediscriminaráentrelas

cinéticasquede ellossederiven.

Para abordar los aspectosanteriores hay que poner a punto equipos y

procedimientos,pararealizarlos experimentosnecesariosen los estudioscinéticos,en

los de difusión y en los de desactivación,así como desarrollarlas técnicasde análisis

necesariaspara determinarla cantidady actividad de la enzima y proteína(y su

distribuciónen el casode la inmovilización)y ponera punto el método de análisis
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paradeterminarla variaciónde los sustratos(lactosay ONPG) y productos(galactosa

y glucosao galactosay 0-nitrofenol) de las reaccionesde hidrólisis conel tiempo.

Para estudiarla cinética de las distintas reaccionesde hidrólisis se van a

emplearlas dos enzimascitadas,y el soportede la inmovilización va a serunasílice-

alúminacomercial(KA-3, de StidChemie).Se estudiaránprimero las condicionesde

pH, temperaturay composición del tampón que permitan manteneruna mayor

actividadde la enzima.Los modelosconsideradosparala obtenciónde las ecuaciones

cinéticasse basanen el mecanismode Michaelis-Menten,considerandola posible

inhibición total por sustratoo por productos,pudiendoserestaúltima competitiva,

acompetitiva,no competitivao mixta. Con el ajustede los datosexperimentalesque

seobtendránen las reaccionesde hidrólisis, se va a discriminarentre los modelos

cinéticospropuestos.Paraello seutilizarán los criterios estadísticosy fisicos que se

aplicanen los estudioscinéticosde otrasreaccionesquímicas.

Paraestudiarel fenómenode la difusión internaque se produce cuandose

emplean las enzimasinmovilizadas, se modificaráel diámetro de partícula y la

temperatura,ya que ambasvariables producenuna modificación de la velocidad

relativade las velocidadesquímicay de difusión. En la velocidadde difusión de los

sustratosesnecesarioconocerel coeficientede difusión efectivo,que sedeterminará

mediantetécnicas de medida en ausenciade reacción química. Para predecir la

velocidad de la etapaquímica es necesariodisponerde la ecuacióncinética de la

enzimainmovilizaday conocerla distribuciónde enzimaen el soporte,distribución

que se determinarámediantemicroscopiade fluorescenciaconfocal. Los valoresdel

coeficientede difusión efectivo,de la distribuciónde enzimay la ecuacióncinética

obtenidasde formaseparada,deberánexplicarlos resultadosdel factorde efectividad

obtenidoen condicionesde reacciónquímica.

Por último, para el estudio de la desactivacióntérmicade la enzimade K.

fragilis libre e inmovilizada,y su efecto en la reaccióndc hidrólisis de lactosa,se

consideraránvarios modelos cinéticosbasadosen mecanismosque describen la

pérdida de actividad de la enzima debida a la temperatura.Estos mecanismos

consideranuna o varias fonnasactivas de la enzimaque evolucionanen serieo en
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paraleloa la forma totalmenteinactiva. La discriminacióndel modelo cinético de

desaetivaciónserealizarámedianteel ajustede los datosexperimentalesactividadvs.

tiempo obtenidoscon la enzimalibre e inmovilizada.Finalmente,tras llevar a cabo

experimentosen continuocon la enzimainmovilizadaen un reactortanquecontinuo

agitadocon cesta(BSTR), secompararánlos datosexperimentalescon los simulados

a partir de los modeloscinéticoselegidosparadescribirla reacciónde hidrólisis de

lactosay la desaetivaciónde la enzimainmovilizada.
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2.1.- ENZIMAS EMPLEADAS

2.1.1.-LACTOZYM: 3-galaetosidasade Kluyveromycesfragiliscomercial

Estaenzimaes producidaindustrialmenteporNovo Nordisk Ltd. Se obtienepor

fermentaciónsumergidade la levaduraKluyveromycesfragilis. El nombrecomercialdel

productoes Laetozym3000 L, tipo HP-G (altapurezade glicerol). En la Tabla 2.1. se

recogensus principalespropiedadesfisicas y químicas. Conservadaen frigorífico a 40C

mantienela actividaddeclaradaal menosdurante6 meses,segúngarantizael fabricante,y

seha comprobadoduranteel desarrollode estetrabajo.

El productocumplecon las especificacionesrecomendadaspor la FAO, la OMS,

la JECFA y la FCC, relativasa enzimasde uso alimentario,complementadascon niveles

máximostotalesde microorganismosde 5. lo4 MO/g y de 102 esporas/gparahongos.Las

especificacionescompletas,segúnel fabricante,serecogenen la Tabla2.2 (Novo, 1977).

La actividad específicadel preparadoenzimático respectoa o-nitrofenil-3-D-

galactósido(ONPG) es de 65000Ul. Si se tiene en cuentaque las enzimaspurasde

muchasespeciespresentanuna actividadespecíficarespectoa estesustratode 300000

sededuceque aproximadamenteun 20% de la proteínaesenzima.La concentración

de proteínatotal esde 35 mg/mL.
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Tabla2.1.- Propiedadesfisicasy químicasde Lactozym.

Densidad(g/cm~) 1,1156

Aspecto Líquido ambar claro

Olor Ligero olor a fermentación (a pan)

Rango Temperatura 4-450C(óptimo a 40-45>C)

Rango pl1 6,0-7,0(óptimo 6,5)

Activadores Kt, NH¿

Inhibidores Nat, Ca¿*

Tabla 2.2.-EspecificacionesLactozym 3000L, tipo HP-G.

ENSAYO METODO LIMITE

SUPERIOR

LIMITE

INFERIOR

Lactasa(LAtJ2/cm3) NOVO 171 - 3000

Proteasa(RU/cm) NOVO 81 6,0

Valor del pH a 25”C NOVO 49 8,0 6,0

Cantidadtotal viable!g NOVO E 5 50000

I~evadura1 g NOVO 13 7 100

Hongo/g N0V0137 100

Bacteriacoliforme / g NOVO 13 6 30

E. cali enteropatogénica/g - No detectado

Salmonela¡ g NOVO 13 10 No detectado

Aflatoxina NOVO 109 No detectado

‘LAU es laactividadde enzimaquerinde 1 timol ele glucosapormio a 37”C en tampónBM (untampón

mixto citrato-fosfatoconla composiciónsalinaquela leche)conunaconcentraciónde lactosade 50 g/L.

2.1.2. 3-galactosidasade Escherichiacok

Estaenzimaes unproductode IngenieríaGenéticaqueseobtuvoen el laboratorio

del Dr. JoséLuis GarcíaLópez,dcl Departamentode Microbiologíadel C.l.13.-C.S.í.C.

(Sánchez-Puellesy col., 1992). Estaproteínaestáconstituidapor la <3-galactosidasade E.

coli ligada al extremo C-terminal de la principal autolisina de Pneumococcus
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pneumoniae,la LYTA. Estaquimerao construcciónes sumamentefácil de purificar, ya

queel dominio de LYTA añadidoesprecisamenteel que tiene la capacidadde fijarsea la

membranaporunióna residuosde colina quehay en la misma. Ahorabien, existenen el

mercadogran cantidadde resinasde intercambioiónieo que contienenel radicalDEAE

(dietilamino-etil), de gransimilitudquímicacon la colina. El simplepasodel extractopor

unacolumnacromatográficacon estetipo de resinas,seguidode dos lavados:uno con un

tampón fosfato con NaCí 3M, que sirve para eluir todas las proteínasy otros solutos

fijados, menosla de interés,y otro con un tampónfosfato con colina 0,4 M, essuficiente

para eluir la proteina pura a homogeneidad,según se demuestrapor SDS-PAGE

(electroforesisdesnaturalizanteen presenciade SDS —un surfactante-).Las características

de la enzimaquedanrecogidasen laTabla2.3.

Tabla 2.3.- Característicasde la enzimade E. coli.

Fuente Eseherichiacali

Actividad específica 300000UI/mga

2.7 mg/mI

‘i?JI es la actividadde enzimaquerinde 1 niuol deo-nitrophenolpor mm a 280C entampónZ

(Na-phosphate100mM pH 7.0, 10 mM KCI, 1 mM MgSO
4,SmM inercaptoetanol).
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2.2.- EXPERIMENTACIÓN CON ENZIMA EN DISOLUCION

2.2.1.- Equipose instalaciones

La instalación experimental empleadapara llevar a cabo las reaccionesde

hidrólisis de lactosay de ONPG utilizando enzimasen disolución consisteen 2 baños

termostáticoscon agitaciónde vaivén,en los que se disponenmatracesErlenmeyerque

serviráncomo reactoresdiscontinuospara los experimentos.Uno de los bañoses un

Unitronie Orbital, referencia5-320-OR,el otro esun Julabo SW2O. En la Figuras2.1 y

2.2. semuestranlos esquemasde los bañosy suscaracterísticasaparecenen la Tabla2.4.

Otrosaparatosutilizadoshansido:

• Balanzade precisiónSartoriusHandy,modeloHl 10, (precisión: ±0.1mg).

• pH-metro,Crison,ModelomicropH 2002.

• Baño criostátícode circulacióny de inmersióncon unidadde frio TECHNE modelo

DIP COOLER RU-200 y baño calefactorTECHNE modelo TEMPEITE TE-SA.

Intervalode temperaturas:-20 a 99.90C(Figura2.3.)

• EspectrofotómetroUltravioletaVisible SHIMAZDU modelo UV- 1603.

• HPLC queconstade los siguientesmódulos:

- Bomba: dosbombasdecabezalflotanteen serie KONTRON 32X

- AutoinyectorKONTRON 360

- Horno PERKIN ELMER LClOO.

- Detectordedispersiónde luz SEDEREmodeloSEDEX 45 (Seita, 1987).

- Ordenadorquedisponedel softwarede adquisiciónde datosINTEGRATION

PACK versión3.9 de KONTRON
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Tabla 2.4.- Característicastécnicasde los bañostermostáticosde vaivén.

[Característica SelectalJnitrouic Orbital Jinlabo SW2O

Intervalo de temperaturas t.a. ±5-99,90C t.a. ±5-900C

+0 FC

Resolución del termómetro

digital

0.10C FC

Potenciadel calefactor 1600W 1500W

Velocidadmáximade vaivén 150r.p.m. 200 r.p.m.

Recorridode vaivén 12 cm 3 cm

Capacidad 27L 27L

Voltaje 220V, 50 Hz 220 V, 50 Hz

)ESCEI$’Ciút4 IECNIC~,

flrd n na, a & vi~c,e~ló ~ioE, coba,
2~ Iriei ~t,Et~s~general

de sWal~zaE~dnde ay,rr.É,
Eilc,tn de ~9l¿Lzac~dr fle~ calefactos..

Sí Mandodel Orrs~r

E FuE, ‘do’ 1 E5
7~ Oidc, de~e4:44sOtle Ii, tuErta,
~l. M.andodel SOÉCCW’
il Pantallacts~tai.
C~ fleguiadocde s*~oc,dbddcli cubetarnt~.i

II FiCtO de señ hnc~n del noto,.

Figura2.1.- Esquemadelbañotermostáticode agitaciónorbital SelectaUnitronieOrbital
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2.2.2.-Materiales y reactivos

Paralas reaccionesde hidrólisis enzimáticade lactosase ha utilizado un tampón

cuya composiciónsalina es idéntica a la de la leche (Novo, 1977). En lo sucesivose

denominarátampónBM. En cuantoa los experimentosde hidrólisis de ONPG,estosse

han llevado a cabo en un tampón fosfato potásico0,05 M pH 7, aditivado con dos

activadoresde 3-galactosidasas:MgCI2 y 2-mercaptoetanol.Se llamarátampónBP en los

siguientespuntosde estetrabajo.En la Tabla 2.5 sedetallanlas composicionesde ambos

tampones. En la Tabla 2.6 se recogen los reactivos, con sus correspondientes

especificaciones,que se hanutilizado paralahidrólisis de los dos sustratos.Los eluyentes

y otrosreactivosutilizadosen el análisisde los azúcaressemuestranen la Tabla2.7.

Tabla2.5.-ComposicióndeltampónBM y deltampónBP.

Reactivo Marca Pureza (%) Concentración
(mM)Tampón BM

Citrato sódico PANREAC 99,9 2,70
Acido citrico.H2O RIEDEL-deHAEN 99,9 7,91
K2SO4 PROBUS 99,9 1,03
K2HPO4 RIEDEL-deHAEN 99,9
LH2P04 RIEDEL-deHAEN 99/)
KOH PANREAC
MgCI2.6H20 PANREAC
CaCI2 anhidro PROBUS
NaOH PANREAC
NaHCO3 RIEDEL-deHAEN 99,9
NaNO2 PROBUS

Tampón BP Marca Pureza(%) Concentración

K2HPO4 RIEDEL-deHAEN 99,9
KH2PO4 RIEDEL-deHAEN 99,9
2-Mercaptoetanol SIGMA 14.3 M 5,00
N4gCI2.6H20 PANREAC 99,9 1,00
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Tabla 2.6.-Reactivosempleadosen las hidrólisisde ONPG y lactosa.

Reactivo Marca Pureza(%)

HCI PANTREAC 35,0

112504 PANREAC 98,0

Na2CO3 PANREAC 98,0

o-Nitrofenol SIGMA >99,0

ONPG SIGMA >99,0

D(+) Lactosa.H20 PANREAC 99,9

D(+> Galactosa SIGMA 98,0

D(±)Glucosa RIEDEL-deHAEN 99,9

Reactivo

Marca

Sacarosa

AguaMilli-Q Plus

AcetonitrilogradoHPLC-R RIEDEL-deHAEN

Tabla 2.7.-Reactivosempleadosen el análisisde lactosa.

2.2.3.-Métodosdeanálisis

Seauimientode la reacciónde hidrólisisde ONPG

El o-nitrofenil-3-D-galactopiranosido(ONPG) es un sustrato sintético de las

enzimas con actividad 3-galactosidasaque, al ser hidrolizado por éstas, rinde una

moléculadegalactosay otra deo-nitrofenol (ONP). El ONP dacoloraciónamarillaen un

medio cuyo pH seaneutro o básico,siendo la absorbanciaa 420 nm proporcionala la

concentraciónde dicho productoen un cierto intervalo de concentracionesdel mismo.

Dadoque la reacciónes simple, se puedeseguirla evoluciónde reactivoy productosa lo

largodel tiempo de reacciónmedianteun calibradoquerelacionela absorbanciaa 420 nm

con la concentraciónde ONP. El calibradose llevó a cabo disolviendoONP en tampón
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fosfato a pH 9 en el intervalo de concentraciones0,005-0,08 g/L y midiendo su

absorbanciaa 420 nm, comprobándosela relaciónlineal absorbancia-concentraciónONP

en dicho intervalo.El calibradosemuestraen laFigura2.4. y en la ecuación[2.1].

CONP (g/L) -0,001+ 0.03 Abs42íí (paraAbs <2) 12.1]

Seuuimientode la reacciónde hidrólisisde lactosa

Los azúcaresse han analizadopor HPLC en fase reversa,utilizando para la

separaciónunacolumnade basesíliceaKromasil-NH2 y parala detecciónde los analitos

un detectorde dispersiónde luz. Lascondicionesdel análisisseresumenen laTabla2.8.

Cadaazúcarsecuantificaporel areabajo supico. Paraconocerla relaciónentreel

areadel pico y la concentracióndel analito y paraconocerlos tiempos de retenciónde

cadaanalito serealizaroncalibradostanto parael reactivo como para los productos.En

estoscalibradosseusósacarosacomopatróninterno,ya que el detectoresmuy sensiblea

esteanalitoy quesupico saleclaramenteseparadotanto del pico de monosacáridoscomo

del de lactosa.La sacarosaseutilizó en todos los casos,en muestrasy en patronesauna

concentraciónconstantede 1,88 g/L. Los patronesse prepararoncomo se detalla a

continuación:

• Partiendode disolucionesmadrede lactosa,galactosay glucosade concentración50

gIL, sepreparanmuestrasde 1 ml con concentracionesde lactosade 50 a O gIL y de

monosacáridosde O a 50 gIL, variandode una a otra la concentraciónde lactosao

monosacáridosde 5 en 5 g/L. Se prepararon11 muestraspatrón de diversas

concentraciones.

• A estasmuestrasseañaden0,5 ml deaguadestilada.

• Se toman0,3 ml de estospatronesy se les añade0,75 ml de unasoluciónde sacarosa

a 7,5 gIL y 1,85 ml de agua destilada. Con ello, se obtienen patrones cuya

concentraciónde analito oscilaentreO y 3,45 gIL. Esteintervalo de concentraciones

esadecuadopararealizarel análisisfijando la gananciadel detectoren 7.
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Los calibradosse muestranen las Figuras 2.5 y 2.6 y en las ecuaciones[2.2] y

[2.3].

C’alibrado de lactosa:

Ciae / Csae 0,00894+ 1,9777(Aiac ¡ Asac) 0,5393 (Aiae 1 Asac) 2 [2.2]

Calibradodemonosacóridos:

Cn~on I Csae 0,00365+ 2,2056 (Amt~ii I A~ac) 0,6674(Amen I A~«ic) 2 [2.3]

Paraconocerlas concentracionesde los distintosazúcaresduranteun experimento

de hidrólisis, setoman muestrasde 1 mL del mediode reacción.Parapararla reacción,se

desactivala enzimaañadiendoa cadamuestra0,5 mL de 112504 0,5 M, obteniéndoselas

muestrasque luego sepreparanpara el análisis. En el casode que la concentraciónde

lactosainicial seade 50 gIL, casoque es el máscomún en la experimentaciónrealizada,

seprocedeapreparar dichasmuestrassiguiendolos pasosdescritosa continuación:

• Se toman 0,3 mL de muestrade reaccióny seneutralizacon 0,7mL de unadisolución

deNaCO30,12 M.

• Seañaden0,75 mL de unadisoluciónde sacarosa7,5 gIL.

• Seañaden1,15 mL de aguadestilada

• Semezclany ladisoluciónresultantesepinchaen el HPLC.

En los casosenquela lactosaestuvierainicialmentecn unaconcentraciónsuperior

a 50 gIL, sediluye la muestraque se toma del reactoren la proporciónC1~~0 I 50 gIL.

Luego se procedede igual forma que en el caso de 50 g/L. Si, por el contrario, la

concentracióninicial de lactosafuese inferior a 50 gIL, se reajustanlos volúmenesy

concentracionesde los reactivosy la muestraparaque la disolución final a pinchar en el

HPLC se encuentre en el intervalo de concentracionesen el que se realizaron los

calibrados.

El HPLC disponede un ordenadorconectadocon un softwarequerecogela señal

que mide el detectore integralos picos del cromatograma.Con el áreade cadapico se

calcula,medianteel uso de los calibrados,la concentraciónde cadaanalito.En el casode
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quehubieraglucosao galactosainicialmenteen el medio de reacción,serestael valor de

la relaciónde areasde monosacáridos-sacarosaatiempo ceroa los valoresobtenidosa lo

largodel tiempo de reacción,parapoderaplicarel calibradomonosacáridos-sacarosa.Un

cromatogramatípico semuestraen la Figura2.7.

Tabla 2.8.- Condicionesdel análisisde azúcarespor HPLC

Fasemóvil (composición1 flujo) Acetonitrilo:H20 m¡1I¡-Q 75:25/1 mI/mm

Columna 1 Temperatura columna Kromasil-NH2 ¡ 30”C

Detector I Temperatura 1 Presión aire

1 ganancia del amplificador

Dispersión de luz SEDERE mod. Sedex45

1 45
0C 1 2 atm 1 7
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2.2.4.-Desarrollo de experimentoscon enzima en disolución

Experimentode hidrólisisde ONPG

La reacciónde hidrólisis de ONPG se llevó a cabo en diversasocasionescon

propósitosdistintos: determinarlos parámetroscinéticos de la reacción,como test de

actividadpara observarla relación entrela actividadde la enzimay diversasvariables,

talescomo el pH o la presenciade ciertosioneso compuestosen el mediode reacción,así

comoparaestudiarla actividadremanenteen un caldoenzimáticodespuésde sometera la

enzimaa procesosde desactivacióntérmicao porpH. Los experimentosde hidrólisis de

ONPGserealizaronporel procedimientoresumidoa continuación:

• Sepreparauna disolución de ONPG de la concentraciónadecuadaen BP. Se prepara

una disolución de enzimaen BP: diluida 1/50 si es la f3-galactosidasade /3. cali o

1/100 si es Lactozym.Estadisolución sepuedealmacenara 4”C durantemesessin

quepierdaactividad.Tambiénseha almacenadoen condicionesdiversasparaestudiar

su estabilidad.

• Se toman50 mL de dichadisolución en un matrazErlenmeyery setermostatizana la

temperaturadeseadaen un bañode agitaciónde vaivén.En estemomentosepueden

afiadir varias sustancias: productos (o-nitrofenol o galactosa), iones u otros

compuestosque puedanafectara la actividadde la enzima.En los experimentosde

test de actividad la temperaturadel bafio sefijo en 250C, la concentraciónde ONPG

fue de 0,5 gIL y el pH del mediode reacciónseajustóa 7.

• Se añadeun volumen de enzimatal que la concentraciónfinal de la misma en el

mediode reacciónseade 0,7 mg/L. Seajustala agitacióna 100-150r.p.m.

• Se toman muestrasde 1 mL duranteel transcursode la reaccióny seañadensobre

tubos de ensayoen los que, previamente, sehabrámezclado1 mL de H
2S04 0,5 Pv!

con 0,44 ni de BP. De estaforma, la enzimasedesnaturalizapor cambiode pH y la

reacciónsepara.

• Se añadea cadatubo de ensayo1,5 mL de NaCO3 1 PA, paraobtenerun pH en la

muestrade 9 o 10, y semide la absorbanciade cadamuestraa 420 nm. Finalmente,se

utiliza el calibradoparacalcularlasconcentracionesde reactivoy productos.
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Experimentode hidrólisisde lactosa

La reacciónde hidrólisis de lactosa,como la de ONPG, se estudiacon varios

fines: paraestimarlos parámetroscinéticosde la reacción,paraanalizarla influencia de

variablescomo elpH o paramedirla actividadremanentede la enzimatras sometera esta

a temperaturasaltas a varios tiempos de almacenamiento.El procedimientose puede

resumiren los siguientespuntos:

• Sepreparaunadisoluciónde lactosade la concentraciónadecuadaen BM. Seprepara

una disolución de enzimaen BM: diluida 1/50 si es la 9-galactosidasade E. coY o

1/100si esLactozym.

• Se vierten50 mL de dichadisoluciónen un matrazErlenmeyery se termostatizaa la

temperaturadel experimento.En este momento, se puedenañadir sustanciastales

como los productosde reacción en concentraciónconocidao bien iones u otros

compuestoscuyo efectosobreestareacciónqueramosobservar.Cuandose trate de

realizar un test de actividad de la enzima tras una desactivación o de medir

actividadesde la enzimafrentea activadoreso a inhibidores, se elige siempreuna

concentraciónde lactosade 50 g/L y unatemperaturade trabajode 40”C.

• Se añadeun volumen de enzimaadecuadoa la concentraciónde enzimarequerida

(entre 1 y 11 mg/L). Se ajustala agitación de la cubeta a 100-150r.p.m. En los

experimentosde actividadla concentraciónde enzimaesde 7 mg/L.

• Se toman, en el transcursode la reacción,muestrasde 1 mL, que seañadena tubos

Eppendorfcon 0,5 mL de H2S04 cadauno. El pH del medio disminuye a 2 y la

reacciónquedaparada.Estasmuestrassonposteriormenteanalizadaspor HPLC como

sedescribióen el apartado2.2.3.

2.3.- EXPERIMENTACION CON LA ENZIMA INMOVILIZADA

2.3.1.-Equipose instalaciones

Paralos experimentosde inmovilización y en el seguimientode la actividaden el

sobrenadantedurante el proceso de inmovilización se han utilizado los baños
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termostáticosde vaivénya descritosen el apartado2.2.1. Paraseguir la actividad de los

inmovilizados,estudiarla cinéticade las reaccionesde hidrólisis de ONPGo lactosade

los mismos,estudiarla desactivacióntérmica o el efecto de ciertas sustanciassobrela

actividad o estudiarla difusión en presenciade reacciónquímica se utilizan matraces

Erlenmeyercomo reactoresdiscontinuosque sonsumergidosen un bañotermostáticoy

agitadosmediantehélicesacopladasa agitadoresSCHOTT RM 144 D con display digital

de la velocidad de giro. Este equipo se esquematiza,junto con el baño criostático

TECHNE, en la Figura2.3.

Para el estudio de la difusión en ausenciade reacción química y para los

experimentosde hidrólisis de lactosaen continuosehaceuso de dos instalacionesque se

describena continuacion.

Medidade De en ausenciade reacciónquímica

Estemontajeserealizó utilizando el HPLC segúnel esquemade la Figura2.8 Se

distinguenvariaspartes:

como fasemóvil se utiliza aguamilli-Q.

ya descritaen el apartado2.2.1.

20 ~tLde muestracon el autoinyectordescritoen

• Depósitode eluyente:

• Bombas:la del HPLC

• Inyector: se inyectan

2.2.1.

• Columna: la columna, hechaa propósito para el experimento, estádentro

paramantenerla temperaturaconstantedurantelos experimentos.

el apartado

de un horno

• Detector: cuando el compuesto inyectado es lactosa se utiliza el detector de

dispersiónde luz (SEDEREmodelo SEDEX 45), si es ONPG se usa el detectorde

UV (PERKIN ELMER modeloLC 75).

• Adquisición de datos: medianteun ordenadorque dispone de un programa de

adquisicióny tratamientode datoscromatográficos(IntegrationPaek versión3.9 de

KONTRON) instaladoen el mismo se toman datosdc tiempo-mV de cadacromato-

grama,lo queluego scutilizará en los cálculos.
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Hidrólisis de lactosaen continuo

Para los experimentosde hidrólisis de lactosa en continuo utilizando enzima

inmovilizadasemontóunapequeñaplantapiloto segúnel esquemade la Figura2.9, que

constade las siguientespartes:

a) Zona de alimentación:

• Depósito de almacenamiento:esde acero inoxidable y estáprovisto de un serpentín

parasutermostatizacióny de unatapacon 3 salidasroscadas.Disponede unaválvula

parael desagfleen el fondo del recipiente.El serpentínse conectaal bañocriostático,

con lo que sepuedemantenerla soluciónde lactosaa bajatemperatura(40C) en esta

zona.

• Control del caudaldealimentación:segúnel caudalde experimentaciónsedispone

de varias bombasdosificadorasde diafragma(marcaALLDOS; modelosM205). Las

bombasmontadasen el equiposondos: unada un caudalmáximo de 0,8 L/h con una

pérdidade presiónde 10 atm., la otrada un caudalmáximo de 0,2 L/h con la misma

pérdidade presión. Se puedenregularestasbombaspor frecuenciade bombeoy por

recorrido de la carrera del pistón, se utiliza la frecuencia de pulsación como

controladoradel caudalde bombeo.Estasbombasdisponendeun sistemade purgado

de aire.

• Medida del caudal de alimentación: consiste en orificios medidoresunidos a

magistralesparamedirla pérdidade carga.La diferenciade altura de las ramasestá

ligada al caudalque pasaporel capilar.Los calibradosparalas bombasde 0,2 L/h y

de 0,8 L/h semuestranen las Figuras2.10 y 2.14, relacionandodiferenciade altura,

frecuenciade bombeoy caudaldel bombeo.

• Termostatización del alimento: se realiza mediante un refrigerantede espiral

conectado a una tubería de 6 mm de teflón medianteuniones de 6 mm en

polipropileno.A lasalidade estazonasemontantennoparesen unionesen T de 6mm

en polipropilenoy un septum.Esto permiteconocerla temperaturade la alimentación

a la salidadel precalentador.
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b) Zona de reacción:

• Reactor: esun BSTR (basket stirred tank reactor) encamisadopara termostarizar el

medio de reacción.La alimentaciónse introducepor la partesuperiordel reactory la

salidaschaceporel fondo.La cestaconsisteen dos mallascilíndricasconcéntricasde

aceroinoxidablede 0,5 mm de luz de mallamontadassobrebastidores,de tal forma

quepuedecontenersólido, o bienusarsecomo soporteparaotrascestasmáspequeñas

en forma de sobredondeseha introducido el sólido. Se ha colocadouna escalaque

permiterelacionarel nivel con el volumende liquido en el reactor.El control de nivel

se lograpor vasoscomunicantes,ya quela tuberíade salidase acoplaa un codo con

salidaa la atmósfera.La alturade la salida puedeserreguladacon ayudade la escala

ya mencionada.El nivel de liquido en el reactor coincidirá con la altura de dicha

salida.El efluentedcl reactorvierte en un depósitodc residuossituadoal final de la

instalación.El reactorestádotadotambiénde unatapacon tres entradasparatubería

de 6 mm y otraparaun termopar.La capacidadmáxima del reactores de 0,6 L. La

agitaciónseconsiguemediantetresturbinasmontadassobreun eje.

Se colocantermoparesen la zonade alimentación,en la zonade precalentamiento

y en el reactor. Todos están conectados a un display digital. Tanto la zona de

precalentamientocomo los reactoresestána temperaturaconstantemedianteun baño

tennostáticode 27 L de capacidaddotado de una cabezacalefactoracon bomba de

circulación SELECTA modelo TECTRON 373100. Otros equiposutilizados,apartede

los ya mencionadosen el apartado2.2.1, son:

• BombaperistálticaMILLIPORE modelon0 XX8200230.

• Filtro estéril de altacapacidadMILLIPORE modeloMILLIPAK-40 0,22 gm.

• Estufa de desecacióncon circulación forzada de aire, con regu!aciónelectrónica,

lectura digital con reloj desconectadorde 24 horas, KOWELL modelo D2-AF-l

(monofásica,1500W,60-3000C±10C).

• ConductímetroHANNA ATC Hl 8820.

• Microscopioconfocalde fluorescenciaflORAD MRC-500(eseaneadolento)

• LupaWILD de 9x a 60x dotadade cámarafotográficaparapelículade 35 mm.
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2.3.2.-Materiales y reactivos

Soporte

El soporteutilizado parala inmovilizaciónde la enzimahasido unasílice-alúmina

comercial,de Sudehemie(referenciaKA-3), de geometríaesféricay con un tamañode 5-

6 mm de diámetro.Laspartículasde tamañosmenoresseobtienenpor fragmentacióny

tamizado.Los tamicesutilizados, CISA, tienen las siguientesluces (en mm): 0,1; 0,2;

0,32; 0,5; 0,8; 1,0; 1,3; 2,0y3,0.

Este soporte tiene una estructuraporosabimodal (Santos, 1992), presentando

micro y macroporosidad,siendosus propiedadesfisicas las que se recogenen la Tabla

2.9. En la Figura 2.12 sepresentala distribuciónde radio de poros obtenidamediante

porosimetríade Hg y desorciónde N2 y en la Figura 2.13 se muestranfotografias del

catalizador,obtenidasmedianteMicroscopiaElectrónicade Barrido (SEM), en la que se

apreciaclaramentelaestructurabimodal quepresentacl sólido (granosporosos).

Reactivos

Los reactivosutilizadosen la inmovilizaciónde las enzimassedetallanen la Tabla

2.10. Los reactivosutilizadosen las reaccionesde hidrólisisde ONPGy lactosay en las

de medidadeactividady de estabilidadde los inmovilizadossonidénticosa los utilizados

con las enzimasen disolución,ya descritosen el apartado2.2.2.
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Tabla 2.9.-Propiedadesdel soporteKA-3 de SiO2AI2O3

Composición A12034S102H20

0,587

0,912

e (total) 0,535

0,219

0,316

rM (amstrongs) 3330

r~, (amstrongs) 45

Sg(m g) 126

SgM(m
2g~’) 10

Sg~t(m2g”) 116

$

VS

04-

o

a

Figura 2.12.-Función de distribución de radio de poros del soporteKA-3.
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Figura 2.13.-Fotografias de la superficie del soporteKA-3 mediante SEM
(10000y 20000aumentos,respectivamente)
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Tabla 2.10.-Reactivosempleadosen la inmovilización de las enzimas
(aparte de los de la tabla 2.6)

Reactivo Marca Pureza

HNO3 PANREAC 99,9%

3-aminopropiltrietoxisilano FLUKA 99,9%

Glutaraldehido grado II SIGMA, RIEDEL-deHAEN 25 % (aq)

Glutaraldehido grado fotográfico SIGMA 50 % (aq)

NaBH4 FLUIKA 99,9%

CoomassieBrilliant Blue G-250 PANREAC 99,9%

H3P04 RIEDEL-deHAEN 99,9%

Etanol PANREAC 96,0%

F ITC SIGMA 99,9%

2.3.3.-Métodos de análisis

Seguimientodel procesode inmovilizacióny de la reaccióncon enzimainmovilizada

La inmovilización de la enzimaen el soportese sigue mediantela medidade la

actividadde la enzimaremanenteen el liquido frentea ONPGy la medidade la proteína

presenteen el mismo líquido. El métodode análisisde la actividades idéntico al descrito

en el apartado2.2.3. El método de análisis de la proteínaque quedaen el líquido se

resumeen los siguientespasos:

• Se toma una cantidadde muestradel sobrenadantey sediluye en BP bastaque la

con-centraciónde proteínasen la muestraa analizarno sobrepaselos 0,165 mg/mL.

Paracalcularla diluciónnecesariaseconsiderala concentraciónde proteinasquehay

en el medioal comienzode la inmovilización.

• En un tubo de ensayosemezclan0,9 mL de la muestraasí preparaday 2,7 mL de

reactivode Bradford; seespera15 minutos.

• Semide la absorbanciade la muestraa 595 nm frentea un blancoobtenidomediante

lamezclade 0,9 mL de BP con 2,7mL de reactivode Bradford.
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La relación entre la Abs a 595 mn y la concentraciónde proteínasse conoce

medianteun calibradoque se hacepreviamente,tratando con el reactivo de Bradford

muestrasdeproteínade concentraciónconocida,seade Lactozymo de la ~-galactosidasa

de E. cotí. Los calibradossepresentanen las Figuras2.14 y 2.15 y en las ecuaciones[2.4]

y [2.5].

Cproteina(mg lact<>zy¡ii / L) 0,92 + 126,15 Abss9s+68,26Abs%>s [2.4]
_ 2

‘>proteí¡’a (mg e-gaL E. cotí / L) — —0,51 + 87,54Abs595+65,76Abs s~s [2.5]

Estamedidade proteínasse realiza siguiendoel método de Bradford (Eradford,

1976), el cual se basaen la observaciónde que el coloranteCoomassieBrilliant Blue

forma complejos con las proteínas.Dicha reacciónprovocaen el medio un cambio de

color, ya que el complejoesde color azul y el colorantelibre presentatonalidadroja. El

complejo formadoesestabledurante,al menos, 1 hora,hastaque precipitaen forma de

placasazules.El reactivode Bradfordsepreparade la siguientemanera:

• Se mezclan0,1 g de CoomassieBrilliant Blue 0-250,50 mL de etanol al 96%, 100

mL de H3P04 y seenrasahasta1 L con aguadestilada.

• Se filtra tras agitary semantieneen botellaopacaa temperaturaambiente.

Respectoa los experimentosde medidade actividado de estabilidadde la enzima

inmovilizaday a los estudiosdifusionalesen presenciade reacciónquímica, los métodos

de análisisde reactivosy productosson los descritosen el apartado2.2.3. y los aparatos

usadosparaello sonlos mismosdescritosen el apartado2.2.1.
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Análisis de ladistribuciónde proteínaen un inmovilizado

Para determinarla distribución de proteína en una partícula sólida porosase

puedenutilizar variastécnicasmicroscópicas,tantomediantemarcajede la proteínacon

colorantescomo el Napthol Blue Black, el CoomassieBrilliant Blue u otros tintes

(Ampon, 1992; Carleysmith y col., 1980) como medianteel marcajecon fluoroforos,

comoel isotiocianatode fluoresceina—FITC- (Pinto y Macias, 1995; Mullon y col., 1988;

Lasch y Ktinhau, 1986). Mientras que el marcajecon tintes sirve para determinarde

forma cualitativacómo se distribuye la proteínaen la partícula,el marcajecon FITC

permiteel estudiocuantitativodelperfil de proteína.

Otro posibilidadmuy interesanteen la obtenciónde estosperfileses la posibilidad

de utilizar la microscopiade fluorescenciaconfocal(Pinto y Macias, 1995), que permite

realizarcortesópticosdel ejemplaren estudiocuandoestees transparentea la radiación

de excitacióny a la radiaciónemitiday obtenerla fluorescenciacorrespondientea un solo

plano perpendiculara la radiación, a diferencia de la microscopiade fluorescencia

tradicional,quesólo permitela recolecciónde emisionesprocedentesde todos los planos,

con lo que se produceuna imagen poco nitida, En la Figura 2.16 se esquematizael

funcionamientode un microscopioconfocal. Los modernosprogramasde tratamientode

imagenpermiten una cuantificacióneficaz de la radiaciónemitida, especialmentesi se

haceusode un calibradoadecuadodel parproteína-FITC.De estaforma, seha mejorado

sensiblementelas técnicasópticasy de tratamientode imagenaplicadasen el pasadopara

obtenerladistribuciónde proteínasinmovilizadas(Mullon y col., 1988).

La obtenciónde perfiles numéricosde proteínaseráde utilidad para realizar el

acople de reacción-difusiónen el interior de la partícula de soporte con la enzima

inmovilizada.Como el FITC reaccionatanto con gruposalcohol como,en menorgrado,

congruposamino, sedebemarcarlaproteínaa inmovilizar antesde procedera sufijación

en el soporteactivado,ano serque ésteno poseaestetipo de gruposen la superficie,que

no esel caso.El marcajede laproteínaserealizasegúnel siguienteprotocolo:
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• Se preparauna solución de FITC, con una concentraciónde lO mg/ mL, en

tetrahidrofurano.

• Semezclan2 mL de Lactozymcon 1,8 mL de BP y 0,2 mL de soluciónde FITC en

un recipienteopaco.La solución de FITC convieneañadirlapoco a pocoy agitando,

paraevitarque se formenprecipitados(el FITC espocosolubleen agua).

• Sedejareposaratemperaturaambientedurante30 minutos.

• Durante este tiempo se carganen una columna 12 g de Sephadex0-25-50 ya

estabilizado en HP previamente(hervir durante 2 horas o dejar en HP 24 h a

temperaturaambiente).Se lavala columnacon tampónHP, eliminandocon ayudade

unabombaperistálticael aireretenidoen la salidade la columna.

• Secargael contenidodel recipienteopacoen la columna,se dejaquepenetreen ellay

se eluye con BP, recogiéndoselas muestrasen tubos Eppendorfde 1,5 mL. Se

obtienen dos picos, uno entre 10 y 22 minutos y otro a los 60 minutos,

aproximadamente.El primero correspondea la proteínamarcada,como se puede

comprobardiluyendoy midiendola proteínaporBradfordo añadiendoa un tubo con

ONPG muestrasde este pico (la enzimaconservala actividad aún marcadacon

ETC). El segundoes el FITC restantey otraspequeñasmoléculasmarcadaso no. Si

se quiere que se conservela actividad,hay que eluir con HP y no con cualquier

tampón fosfato sin mercaptoetanol,porqueestequedaríaretenido en la columnay la

enzimasedesactivaría.Unpico de proteínatípico sepuedeobservaren laFigura2.1 7.

• Semide laproteínade cadamuestradel primerpico medianteel métodode Bradford,

ya que, dadala cantidadelevadade proteínay FITC en estasmuestras,se puede

seguirtambiéna490 nm porel color amarilloque seobserva.Conocidala cantidadde

proteína de cada muestra,estas se pueden mezclar para obtener una solución

concentradade proteína marcada, de la cual, por dilución en HP, se obtiene la

soluciónde enzimaque se aplicaen la inmovilizacton.

Tras realizar la inmovilización con la proteínamarcada, se debe prepararla

muestra para microscopiaconfocal. La preparaciónconsisteen cortar por presión el

ejemplaren una mordazay luego pulirlo con una minifresadora.Esta preparaciónes

adecuadaparapartículasde sílice-alúminade tamañosuperiora 2 mm.
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La obtenciónde diferentesplanosen el microscopioconfocalpermite seleccionar

el planoecuatorial.En el casode la sílice-alúmina,esteplano seobtienepor corte fisico

de la partícula, cuandose utilizan geles o vidrio de poro controlado (CPU), al ser

trasparentesa la radiación, se pueden hacer cortes ópticos. La imagen obtenidaes

analizadacon ayudade un programade tratamientode imagen,como el Photoshop4.0 dc

Adobe.La imagenes divididaen bits, a cadacualcorrespondeun gradode verde.El color

verde,propio del FITC, varíaen la escalaRVA desdeO a 255. Con ayudadel histograma

de la imageny suponiendoque la panículaes esférica(se considerauna esferade radio

equivalente)y que la distribución es tal que hay más proteínahacia el exterior de la

partícula lo que se observavisualmenteen las imágenes-se puede cuantificar la

cantidadde proteínapor capade la esferay obtenerun gradientede proteínadesdela

superficiehaciael centrode la partícula.Estegradientees exactoen cuantoseacoplacon

un calibradoconcentración-fluorescencia-nivelde color, hechoen e] mismo microscopio

con muestrasde proteínamarcada.El calibradosemuestraen la Figura2.18. Además,la

fluorescenciaesproporcionala la concentraciónde enzima.

El valor del factor de proporcionalidadsecalculasegúnla ecuación[2.6], donde

1(x) es un valor de color RVA, que es como semide la intensidadde fluorescenciaal

radio adimensionalx y CEW medio es la concentraciónpromedio de enzima en la

partícula.

CE = b 1(x) [2.6]

3 ff(x) x2dx

Durantela activación del soporte,al hacerreaccionarel glutaraldehidocon los

gruposamino que hay en superficie,se produceun cambiode colorblancoa marrón.Se

puedeapreciar la extensióndel frente de reacciónpor microscopiaóptica, al menos

cuandola partículaesgrande(esferasde 5-6 mm de diámetro).Bastahacerel cortecon

ayudade la mordazaparaprepararlos especímenes.Posteriormente,con ayudade una

lupacon cámaraincorporada,seobtienenfotografiasde los cortesy sepuedecalcular el

espesorde la capaactivadacon glutaraldehido,que, como se verá, es la que luego
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Figura 2.17.-Pico de proteína marcadaanalizada por el métodode Bradford.
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2.3.4.-Desarrollo de los experimentos

Experimentode inmovilizaciónde enzima

Parallevar acaboexperimentohay que seguirlas siguientesetapas:

• Las partículasesféricasdel soportede sílice-alúminason fragmentadasy tamizadas,

recogiéndoselas fraccionesdel tamañodepartículaadecuado.

• Se limpia el soportede todo adsorbatomedianteel uso de ácidonítrico al 5%. Se

sumergeen la solución ácida en una proporción 1 gRO mL y se calienta a 850C

durante2 horas,utilizándoseparaello el baño termostáticocon agitaciónde vaivén.

La agitaciónse fija en 72 r.p.m..

• Sedecantael liquido sobrenadantey se lavael soportecon abundanteaguadestilada.

Sedejasecar24 horasen estufaa 1 100C.

• El soporte es tratado con y-aminopropiltrietoxisilano (y-APTES). Se utiliza una

relación 20 mL de disolución de guano,de la concentracióneiegidaen aguadestilada

a pH 3-4 porcadagramode soporte.El tratamientoserealizaa 750C, durante2 a 3,5

horasy con agitaciónde vaivén(72 r.p.m.).La reacciónquetiene lugares:

O

o— Si — Si— (CH
2)3 —NR2EtO

+ Et OSi — (C112)3—N112 O O

Et O
+ O Si—Si--—

(CH2)3—NR2

EtOH

Sílice-Alúmina g . aminopropiltrietoxisdano SIlice-Alilimina aminada
limpia

• Se lava de nuevo con abundanteaguadestiladay se deja secaren estufaa 110
0C

durante12-18horas.EIsoportesilanizadopuedeguardarseparasuusoposterior.

O—Si—OH

O—Si—OH
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• Se tratael soportesilanizadocon glutaraldehido,en la concentraciónadecuadaen BP,

a250C durante2-3 horasen el bañotermostáticode vaivéncon agitaciónde 72 r.p.m.

En estepaso,la relaciónutilizadaes15 mL de soluciónporcadagramode soporte,de

acuerdoa:

O— Si

O O

— Si—(C112)
3—N112

(CH2)3 ----NH2— Si—

Sílice-Alúminaaminada

CHO

+ (CH2)2

CHO

Glutaraldehido

0—Si

O

0—Si

Si —(CH2)3— N — CH— (CH2),—CILIO

O

— Si —(CH2)3N— CH—(C112)yCHO

Formaciónde imina, Sílice-alúminaactivada

• Se lavael sólidocon abundanteHP hastaqueno huelaaglutaraldehidoy se almacena

el sólido en 25 mL de dichotampón.

• Se preparauna disolución de la enzimade Novo en 25 mL de BP, al doble de la

concentraciónfinal requeridaen el procesode inmovilización.

• Se termostatizanen el bañode incubacióna 25
0C porseparadola soluciónenzimática

y la quecontieneel sólido.
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• Se mezclany se ajustala velocidadde agitacióna 72 r.p.m. La relaciónfinal sólido/

volumende líquido de inmovilizaciónes 1 g/10 mL.

Si —(CH2)3—N — CLI—ÁCll2fl CRO + Enz-NH2

—~ Si—(CH2)3—N — CH—(CH2)2—CH~N—En

• De forma simultánease preparaun blancocon la enzimaen la misma concentración

pero en ausenciade sólido en el Erlenmeyer.

Paraseguirla inmovilizaciónde laenzimaserealizanlas siguientesoperaciones:

• Se tomanvolúmenesde muestrade 1 a 1,5 mL a distintostiemposde inmovilización

paramedirla actividady la proteínaremanentesen el sobrenadante.Estaoperaciónse

hacehastaqueno hayavariaciónapreciableenlos valoresde estasvariables.

• De esta muestrase toma un cierto volumen, calculadopara que la concentración

máximadeenzimaenel medio de reacciónno sobrepaseun valor fijado (0,7mg¡L),

calculadorespectoa la concentraciónde enzimaal comienzode la inmovilización,

añadiéndosea un Erlenmeyerque contiene50 ml de ONPG0,5 g/L, ya termostatizado

a 25
0C. Se toman muestrasde la reaccióna varios tiempos. El procedimientoes

idéntico al ya explicadoparalos experimentosde determinaciónde la cinéticade la

hidrólisisde ONYG con la enzimaen solución.

• Paramedir proteínasen las muestrasde liquido sobrenadante,se toma un cierto

volumende muestraque esdiluido con BP paraquela concentraciónde proteínasesté

en el intervalo de concentracionesdel calibrado.A continuación,semezclan0,9 mL

de estasolucióny 2,7 mL de reactivode Bradford. Se mide la absorbanciaa 595 nm

frentea un blancohechocon BPy el reactivode Bradford,unavezhayantranscurrido

unos15 minutosdesdela mezcla.
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Cuando varias medidas de actividad y de proteína en el sobrenadantea tiempos

consecutivosde inmovilización sean constantes,se puede dar por finalizada la

inmovilización. Parafinalizarestaoperaciónhay que utilizar el siguienteprocedimiento:

• Se lava el sólido con HP, guardándoselas aguasde lavadoparamedirposteriormente

la concentraciónde proteínasy la actividadenzimática.En estecaso,paramedir la

actividad,semezclan10 mL de aguasde lavado y 40 mL de unasoluciónde ONPG,

en unaconcentraciónde 0,625 g/L en HP, trastermostatizarambasa 25”C.

• Se dejael sólido en HP (proporción 10 mL HP/g de soporte)y seañadeNaBH4 en

concentración 1 mg/ m, se deja reaccionar durante 1 hora. El NaBH4 es un agente

reductor que estabiliza los enlaces imina, transformándolosen enlaces amina.

Además, también actúasobre los grupos aldehido de la superficie que no hayan

reaccionadocon la enzima,transformándolosparcialmenteen gruposalcohol.

1>

5¡—(CH2)3—N—CH—(CH2)2—CHO + NaBII4 ——---~

s¡—(CH2)3—N=CH—(CH2)2— CH2OH

2)

— CH— (CH2)2—C11 N — ENZ + NaBH4 ~

Si — (CH2)3 —NI-! CH2 ÁCH2)r’ CH2 NH—ENZ

• Se decantay selavael sólido 2 vecescon HP y se almacenaen dicho tampón a 4
0C.
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Experimentodehidrólisis de ONPGen discontinuo

Este tipo de experimentose lleva a cabo cuandose estudia la cinética de la

hidrólisis de ONPGpor las enzimasinmovilizadas,cuandosecaracterizanlas mismaso

cuandosehacenexperimentosprevios a los estudioscinéticos(los que llevan a asegurar

que la reacciónquímicaes la que controlala velocidaddel proceso).Sepuederesumirel

procedimientoexperimentalen los siguientespasos:

• Se preparauna disolución de ONPG y de los productos de reacción u otros

compuestos,si estosse vana adicionara tiempo cero,al doblede concentraciónque

la quesedeseaen el mediode reaccion.

• Se pesauna determinadacantidadde sólido húmedo,a la que seañaden25 mL de

BP y setermostatizaa la temperaturadel experimentojunto con el otro Erlenmeyer.

El sólido debe ser suficientementepequeño cuando se realizan experimentos

cinéticosy de tamañossuperioresen los experimentosde reacción-difusióninterna.

• Se termostatizanlos Erlenmeyercon la enzimainmovilizaday con los reactivosy se

mezclanen el Erlenimeyerque contieneel sólido. Se enciendeel motor de agitación

y se agitael medio a unavelocidadsuperioro igual a300 r.p.m.

• Se toman muestrasde 1 mL a varios tiemposduranteel transcursode la reaccióny

se añadensobretubos de ensayo,previamentepreparados,que contienen1 ml de

H2504 0,5 M y 0,44 mL de BP.

• Se añade1,5 mL de Na2CO3 1 M a cadatubo de ensayoy se mide la absorbanciaa

420 nm.

• Se lava el sólido empleadoen cadareaccióncon aguadestiladay sedejasecar12

horas a 11 0
0C. Se pesa una vez seco; como se conoce la cantidad de enzima

inmovilizada(enmg enzimapor g de soporte)y seconoceel pesosecode soporte,

se puedeobtenerla cantidadde enzimaempleadaen el experimento.

Experimentode hidrólisisde lactosaen discontinuo

La hidrólisis de lactosacon enzimainmovilizada seha estudiadoparadeterminar

la cinéticade la hidrólisisde lactosacon el inmovilizadoy pararealizartestsde actividad.

El procedimientoseguidoseresumeen los siguientespasos:
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• Se pesauna cantidadadecuadade sólido con la enzima inmovilizaday se añadeal

Erlenmeyer,en el queseva a llevar acabola reacción,con 25 mL de BM. Estesólido

es de un tamañopequeñocuando se realizanexperimentoscinéticospara eliminar

problemasdifusionales; para el estudio del acople reacción-difusiónse emplean

tamañosmayores.

• Se preparandisoluciones de lactosa, galactosay glucosa de las concentraciones

deseadasen 25 mL de BM.

• Se termostatizanlas disolucionesanterioresa la temperaturaa la cualseva a llevar a

cabola reaccióny semezclanen el Erlenmeyerque contieneel sólido. Esteesagitado

mediantehéliceauna velocidadsuperiora300 r.p.m.

• Se toma 1 mL de muestraa varios tiemposduranteel transcursode la reacción.Para

parar la reacción,se añadeestamuestraa tubos Eppendorfdonde hay 0,5 mL de

H2504 0,5 M. En principio, no seríanecesariopararla reacción,ya queestaseparaen

el momentoen queel líquido de la muestradejade estaren contactocon el sólido que

contienela enzima,pero seevita así que continúe la reacciónsi parte de la enzima

hubierapasadodel sólido al mediode reacción.

• SeanalizanlasmuestrastomadasporHPLC como sedescribióen el apartado2.2.3.

Estudiode la estabilidaddel inmovilizado

• Se preparanviales de centelleo de lO mL en los que se pone una cantidadde

inmovilizado (de 0,06 a 0,1 g) y se añade5 mL de BP cuyo pH ya ha sido ajustadoal

valor deseado.Después,seincubanlos vialesa la temperaturaadecuada.

• Se preparanvarios Erlenmeyerscon 25 mL de una disolución de ONPG y se

termostatizan.A cadatiempode incubación,se tomaun vial y se arrastrael sólido del

vial con ayudadel líquido del Erlenmeyer,midiéndosela actividadremanentede la

enzimainmovilizada(apartado2.3.4.).

• Se lava y se secael sólido, sepesael sólido secoy se calculala concentraciónde

enzimaen el Erlenmeyeren el que semidió la actividad.

Paracalcularla concentraciónde enzimapor litro de medio de reacción,C1~1,, se

empleala relaciónsiguiente:
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CEL [mg enzima1 LI = CE~ [mgenzima1 g de soportel ~[ g desoporte/ LI [2.7]

donde CE~ es la concentraciónde enzimapor gramo de soportey PL la concentración

másicaen el medio de reacción.

Experimentode hidrólisisde lactosaen continuo

Estos experimentospermiten analizar la estabilidad de los inmovilizados a

tiempos suficientementelargos, muy superiores al tiempo de reacción en reactor

discontinuo.Ademásde esteobjetivo, los experimentosen continuosirvenparavalidar el

modelocinéticoobtenidoen discontinuo.

Se realizaron experimentosprevios de estímulo-respuestapara determinarlas

condicionesde agitaciónqueeliminabanvolúmenesmuertosen el reactor.En los estudios

de estabilidaddel inmovilizado seempleóun tamañode partículalo suficientementebajo

para eliminar resistenciasdifusionalesinternasy una agitaciónsuficienteparaeliminar

resistenciasdifusionalesexternas.

Las etapasseguidasduranteun experimentode hidrólisisde lactosaen continuose

describenacontinuacion:

• Paracalcularla cantidadde enzimainmovilizadaque debeintroducirseen la cestadel

reactor se realizaun balancede materiaal reactor CSTR dondese sustituyeen el

términode velocidadla ecuacióncinéticaobtenidaen discontinuo.Se fija el caudalde

alimentación,la conversióndeseada,la concentracióninicial de lactosay el volumen

de líquido en el reactor, con lo que se puededespejarel pesode inmovilizado

necesario.

• Sepreparan4 L de unadisoluciónde lactosa50 g/L en BM.

• Seesterilizael depósitode aceroinoxidableutilizado como depósitode alimentación

y el filtro MILLIPORE en un autoclavea 1200C durante20 minutos.Se limpia con

isopropanolla bombaque se vayaa usar(generalmente,la queproporcionaun caudal

de 0,2 L/h), las conduccionesy el reactor,tapaincluida. Es importanteaseguraruna

asepsiasuficiente,ya queno sepuedeesterilizarel reactor(sedesactivaríala enzima).
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• Se introducen3 1. de la soluciónde lactosaen el depósitode alimentacióncon ayuda

de unabombaperistálticay de un filtro estéril de 0,2 ím queseacoplaen unaentrada

del depósitode alimentación.Deestaformaseesterilizael mediopor filtracion.

• Se enciendenlos bañostermostáticos:el que regula la temperaturade la zona de

precalentamientoy reaccióny el queregulala temperaturade la zonade alimentación

a 5”C paramantenerel alimentoen condicioneslo másasépticasposibles.

• La misma bombay el mismo filtro utilizadosparallenar el depósitode alimentación

seutilizan paracargarel volumenadecuadode soluciónde lactosaen el reactor.Antes

seha colocadoel codo de salida a la altura adecuadapara que el volumen cargado

coincida con el calculadopreviamentepara el experimento.Se coloca la tapa del

reactory se dejaagitandoa 600 r.p.m.

• Se fija el caudal de operación y se empiezaa bombearla solución de lactosa,

purgandoel isopropanolde la tuberíaque conectael depósitode alimentacióny cl

reactorhastaque no haya olor al mismo a la salida de la misma. Esta salidaestá

conectadaen esemomentoal depósitode residuos.

• Sepesala cantidadrequeridadel inmovilizadoen una cestaen formade sobre(dc 0,5

mm de luz de malla).

• Cuandola temperaturadel medio de reacciónseala adecuaday el caudal seaestable,

seintroducela cestacon el inmovilizadocon ayudade unaspinzasestérilesen la cesta

soportequehay en el reactor.Se cierrala tapa,sefija lavelocidadde agitaciónen 600

r.p.m. y secolocaa Jaentradadel reactorJatuberíade alimentacióncon la soluciónde

lactosapasandoal caudalfijado. A los pocosminutos,comienzaa salir líquido porel

codo de salida,actuandoel reactordurantecierto tiempo como reactorsemicontinuo

que irá progresandohacia un cierto estadoestacionarioque a su vez se puedeir

modificandocon la desactivación.

• Sc toman muestrasde mL duranteel experimento,añadiéndolasa tubos Eppendorf

con 0,5 mL de H2S04 0,5 M. En viales de centelleodc 20 niL, se toman pequeñas

muestrasdel sólido (paraque no afectea la reacciónen marcha).Paraello, seextrae

la cesta-sobrecon ayudade pinzasestériles,se tomaunapuntadc espátuladel sólido

y se vuelve a colocar la cestadentro del reactor con las pinzas. Estasmuestrasse

utilizan paraver la evoluciónde la actividaddel sólido frentea lactosa,paralo que se

añadea cadavial de centelleocon su inmovilizado 1 mL de soluciónde lactosa50 g/L
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y se incubaen el baño de agitaciónJULABO 5W20 a 40”C, fijando la agitaciónen

200 r.p.m.

• El experimentosemantienemientrashayauna conversiónalta (seguidaporHPLC) y

una actividad importanteen el sólido. Si es necesario,se añademás solución de

lactosaal depósitode alimentacióncon ayudade la bombaperistálticay del filtro

estéril de grancapacidad.

Medidadel coeficientede difusiónenausenciade reacciónquímica

Las técnicas de medida del coeficiente de difusión en ausenciade reacción

químicao métodosfisicos de medidapuedenclasificarseen dos grupos: técnicasen las

que setrabajaen condicionesestacionariasy técnicasen las que la medidaseefectúaen

régimen dinámico. Dentro de los métodosdinámicos, el más aceptadoes el método

eromatográficoen columna.Consiste,básicamente,en introducir en impulso un trazador

en la corriente de fluido portador que atraviesala columna que contiene el sólido

problemay medirla salidade dicho trazadorde la columna. Las etapasseguidasdurante

un experimentode estetipo seresumenen el siguienteesquema:

• Se calculanlas dimensionesde la columnaque se va a usar(volumen,diámetro y

longitud). El volumensemide introduciendoaguaen la columnatrashaberlatarado,

se pesala columna llena y el peso indica el volumen de la columna.El diámetro

internode la columnasecalculaapartir del volumende columnapuesseconoceya la

longitud de esta.

• Pararellenarla columnaseconectaun extremoa la trompa de vacíoy por el otro se

va introduciendoel sólido con la ayudade un embudo.Segúnse va introduciendoel

sólido en la columna, se hace vibrar para que el sólido se reparta de forma

homogénea.

• Se coloca la columnaen el homoy sehacepasaraguamilli-Q a un caudal alto (> 5

mL/mm). Se sacala columnay se observasi hay huecosen la zona de entradadel

líquido, en cuyo caso serellena con más sólido. Se calcula el pesototal de sólido

introducidoy sedeterminala porosidaddel lecho.
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• Se enciendeel horno y se dejaque la columnasetermostatice.Se fija el caudalde

líquido en el caudalmínimo de experimentacióny secomienzaa pasareluyentepor la

columnaadichocaudal.

• Se enciendeel detectorque sevaya a usar. Si se empleaONPG como trazador, el

detector es de UY y necesita60 minutos de estabilizacióny que el agua esté

perfectamentedesgasificada.En el casode utilizar lactosa,el detectoresde dispersión

de luz y se mide a 45<’C, estandola gananciafijada en un valor adecuadopara la

concentraciónde trazador inyectada.

• Se conectael ordenadory secargael programade tomade datos.

• Se preparala muestrade trazadora la concentraciónadecuaday se colocan2 mL de

dichasoluciónen un vial de inyección, colocándoloen el autoinyectorbajo el punto

de inyección.

• Se inyecta. El ordenadorcomienzaatomardatosdel cromatograma.Cuandotermina

el cromatograma,el programaintegraelpico de trazadory lo almacenaen un archivo.

• Secambiaal siguientecaudalde experimentacióny serepiteel procedimiento.
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3.- CINETICA DE LAS REACCIONES

DE HIDRÓLISIS CON LAS ENZIMAS

EN DISOLUCIÓN



3.1.- INTRODUCCIÓN

En este capítulo se determinanlos modelos cinéticos de las reaccionesde

hidrólisis de lactosay de ONPGmedianteel empleode las dos enzimascon actividad 3-

galactosidasaen estudio. Se consideranprimero aspectosgeneralesde la cinética

enzimática,como son los mecanismospropuestospara la acciónde las enzimas.Estos

mecanismosdan lugara los modeloscinéticosque permitencuantificar la velocidadde

obtenciónde productosa partirde los sustratos.

Los modeloscinéticos que se generana partir de los diversosmecanismos

consideradosse han particularizadopara las reaccionesde hidrólisis de lactosa y de

ONPG. Las variables que aparecende forma explícita en estos modelos son las

concentracionesde sustratoy de productosy la concentraciónde enzima, y de forma

implícita, la temperatura.Los parámetroscinéticosdel modelovariancon las condiciones

ambientalesen las queseproducela reacciónenzimática:pH, fuerzaiónicay lapresencia

de ciertos cationesy de algunos compuestosorgánicos, con actividad represorao

activadorade la actividadenzimática.

3.1.1.-Mecanismosdeacciónenzimática

Existen varios mecanismosque explican la acción de las enzimas.Los más

sencillossebasanen el mecanismode Michaelis-Menten,del que sederivanecuaciones

cinéticas de tipo hiperbólico. Para las enzimas de acción más controlada y
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específica,propiasdel metabolismoprimario, la cinéticapuedeseruna funciónsigmoidal.

Sin embargo, la mayoría de las reaccionesllevadas a cabo mediante enzimas de

aplicaciónindustrial, farmacéuticay analíticaactualmenteen el mercadosiguencinéticas

detipo hiperbólico.

Mecanismostipo Michaelis-Mentensin inhibición

Este mecanismo,propuesto en 1913 por Michaelis y Menten, ha sido muy

aceptadoy aplicadoparadescribirla cinéticadenumerosasreaccionesenzimáticas,como,

por ejemplo, las de tipo hidrolitico, entre las que se encuentranlas estudiadasen este

trabajo. Dentro delmecanismode Michaelis-Mentenhay diversosgradosde complejidad

queseconsiderana continuación.

1.- Reacciónirreversiblecon un sustrato

Existen dos aproximacionesparadesarrollarestemecarnsmo,y ambassuponenla

existenciade un complejo enzima-sustratocuya concentraciónes constante.Michaelis y

Mentenpostularonque este complejo se encuentraen equilibrio, mientrasque Briggs y

Haldanesuponenun estadopseudoestacionarioparala forníaciónde estecomplejo,esdecir,

que la velocidad de formación del complejo es igual a la de su desaparición.Fstasdos

aproximacionespartendel hechode que, cuandoen el medio de reacciónhay muchomás

sustrato que enzima, la concentracióndcl complejo ES es constante.Aunque las dos

aproximacionesdanlugar a la mismaecuacióncinética,el desarrollode Eriggsy Haldanees

másgeneral,porqueno implica quela especieintermediaevolucionemayoritariamentehacia

los reactivosquela formarony sólo unapartemuy pequeñade estaespeciepasea productos

(esdecir,k=<k~1) , lo queno estágarantizadoparatodaslas enzimas.El mecanismoque

seplanteaesel siguiente:

E+SYjES—±--*E±P [3.1]
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El estadopseudoestacionariosuponeque la velocidadde formación del complejo

ES esnula, esdecir:

d CES
RES tít k,CE,CS - k./CES - k2CES = O [3.2]

de dondesedespejaquela concentracióndel complejoES es:

CES—
k, + k2

C~, C5 [3.3]

Reordenandola ecuación [3.3], se puede definir una nueva constanteKM,

denominadaconstantedeMichaelis:

[3.4]
CES

La concentracióntotal de la enzima introducida al medio de reacción C~, se

encuentracomo enzimalibre y como enzimaqueformapartedel complejoES, siendoCE!

y CF%s susconcentracionesrespectivas.Portanto:

+ CES [3.5]

DespejandoC~, de la ecuación [3.5], sustituyéndolaen la ecuación [3.4], y

reordenandoestaúltima, se obtiene la siguiente expresiónpara la concentracióndei

complejoES:

CES = CE C5
KM+ CX

[3.6]

Multiplicando la ecuación[3.6] por k2, se obtienela velocidadde formación de

productoP con el tiempo.

dc

?

tít
k2 C~ C5

— k. Q~ = ____

KM+ 0
[3.7]

C5~ O — (,<, + k2) = KM
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velocidadque,habitualmente,seescribecomo:

Y max 0 [3.8]
= KM + C5

siendo Urna, la velocidadmáximaque puedeobtenerseparaunascondicionesdadasde

temperaturay de concentraciónde enzima.

La ecuación[3.8] seconocecomo ecuaciónde Michaelis-Menten,segúnla cual la

velocidadde la reacciónenzimáticaes una función hiperbólicade la concentraciónde

sustrato.Sepuededemostrar,a partir de la ecuación[3.8], quecuandola concentraciónde

reactantees igual a la de KM, seobtieneunavelocidadnetamitad de la máxima,Urna,, y

que, a valores suficientementeelevadosde la concentraciónde sustrato,la velocidad

máximaqueseobtieneesUrna. (bCO.

La constantecinéticadel numeradores k2 y se sueleexpresarcomo moles de

sustrato/sque reaccionanpormg de enzimay por unidadde tiempo. Si seexpresacomo

molesde sustrato/smodificadospor mol de enzimay porunidadde tiempo coincidecon

una constantecinética, de uso común en bioquímica, conocidacomo kcat o número de

recambio,cuando la enzima sólo tiene un centro activo. Si la enzimatiene n centros

activos,k2 es igual a nkcM. El númerode recambioindica el númerode moléculasde

sustratoquepuedenreaccionarcon laenzimapor unidadde tiempoy porcentroactivo.

La constantede Michaelis-Menten,KM, es un parámetroque englobavarias

constantescinéticas.Es importanteporvariasrazones:

i) El valor de KM caracterizala interacciónde la enzimacon un sustratodado. De

formaque:

• Si It1 » k2, es decir, KM EIQi/ki (que es la hipótesis de Michaelis-Menten), la

enzima, el sustrato y el complejo ES están en equilibrio, y la formación del

producto es mucho menosprobableque la evolución del complejo ES hacia el
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sustrato y la enzimalibre de partida. En estecaso, KM es, aproximadamente,la

inversade la afinidad de las enzimasporel sustrato.CuantomenorseaKM, mayor

serála afinidady viceversa.

• Si k1 « k2, la hipótesisde Michaelis-Mentenno tiene validez y KM ya no tiene

relacióncon la afinidadde la enzimaporel sustrato.

u) Los valoresde KM de muchasreaccionesenzimáticassonpróximosa los de la

concentraciónfisiológica de sus sustratos.Considerandoque la velocidad de

reacciónesmuy sensiblea la concentraciónde sustratocuandoéstaes similar a

KM, pequeñasvariacionesde las concentracionesde algunos sustratospueden

traducirseen la modificaciónde lavelocidadde todaunarutametabólica.

En el mecanismode la ecuación [3.1] también se puede considerarque el

intermediocovalente ES evolucionahaciaun productoX y un intermediode reacción

ES’, que es el que finalmente setransformaen productoy enzimalibre. El mecanismo

vieneahorarepresentadopor:

Mt

E+S &yES—*ES’+X——-—*E+P [3.9]

La velocidadde reacción,que seobtiene considerandoel estadoestacionariopara

el complejo,resultaser:

(K.,K3)/(K2±K3) C C

(K5K3)/(K2 +K3)±C5 ~ [3.10]

Las constantesde la ecuación[3.10] sepuedenenglobaren dosconstantes,KM y

k2, de acuerdoalas ecuaciones[3.11]y [3.12].

KM=KSKK [3.11]
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1<3 [3.12]

Con lo que la ecuación[3.10] tiene la misma expresiónque la cinéticade Michaelis-

Mentende la ecuación[3.7].

II.- Reacciónreversiblecon un sustrato

Si la descomposicióndel complejo enzíma-sustratoes reversiblea travésde la

formaciónde un complejoEP, el esquemade reacciónesel siguiente:

E±SVjEStIEP<E±P [3.13]

Con la aproximacióndel estadopseudoestacionariose llega a una forma de la

ecuación de velocidad similar a la de Michaelis-Menten,aunque aquí existen dos

constantes,una referidaal equilibrio que forma ES con la enzimay el sustrato(KMI) y

otra referidaal equilibrio que forma EP con la enzimay el producto(KM2). La ecuación

cinéticaresultaser:

k2 CE EX/KM, —k.2 C5 G/K,~

.

[3.14]
l±C5

1KM! + C~/K,J.

donde:

KMI [3.15]

KM. — [3.16]

Esta ecuación se simplifica a la de Michaelis-Menten simple cuando la

concentraciónde productoescero.Cuandova aumentandola concentraciónde producto,

cobra importanciael segundotérmino del numeradory disminuyeel primero,hastaque,

en el equilibrio, se igualan.
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III.- Reaccionesconmásde un sustrato

Hay enzimasque catalizanreaccionesen las que intervienemásde un sustrato.

Particularmente,las enzimasque utilizan cofactores(como el NADH) suelenutilizarlos

comouno de los sustratosde la reacción.

La acciónde estasenzimasse ha intentadoexplicarpor dos aproximaciones:una

consideraquetodoslos sustratosse unena la enzimaantesde la catálisis,y laotrasupone

quepuedeliberarseun productoantesde la unión del segundosustrato.

Considerandoel casode dos sustratos,A y B, y asumiendola hipótesisdel estado

pseudoestacionariode los intermedios,las ecuacionescinéticasque se obtienensondel

siguientetipo:

r,. C4 C11

KÁKB+KÁCB±KBCA -i-CACB [3.17]

Sepuedeformarun complejotemarioABE, dondeun sustratoformaun complejo

con la enzimay estecomplejo luego se une al otro sustrato(mecanismoordenado)o

dondecualquierade los sustratospuedeformarel complejoinicial con la enzimay luego

entraríael otro (mecanismoaleatorio).Unavez sehanunido los dos sustratosseproduce

la reacción.Los esquemasde los mecanismosantescitadosy las ecuacionescinéticasque

sederivandeellosseresumenacontinuacion:

-Formaciónde un complejoternario. Mecanismoaleatorio

¼
E+A WEA+B 77>EAB [3.18]

E+ByEB±A tEAB

EAB k

,

*3 C1. CA C~
[3.19]

KA K5 +KA C~ +KB CA+CACB
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donde:

k
1<’ -

A

k
2

1< -2
KB - ‘py

- Formacióndé? un complejoternario. Mecanismoordenado

A, A,

E±A77>EA±BYSEAB——>E±X±Y

*3 CE CA O

KAKR ±KACB -l-KBCA ±CAC/A

1

<

KA k

k -2
KB

donde:

Otra

para entrar

(mecanismo

sinformacióndecomplejoternario.

posibilidad implica que reaccioneprimeroA, que se libere un productoX,

posteriormenteB en el complejo EA’ y liberar otro segundoproducto

de sustitución).Es decir, seproducela reaccionenzimáticacon dossustratos

Las reaccionesenzimáticasmás importantesdentro de estacategoríasiguen el

mecanismode sustitucióno mecanismoping-pong (Price y Stevens,1980; Gódiay col.,

1998). Este mecanismo y las ecuacionescinéticas que se derivan se presentana

continuacion:

¾ A,

E±ATJ>EÁ tE’±X [3.27]

E’+B “~E’B~=~~*E±YA
3

[3.20]

[3.21]

[3.22]

[3.23]

[3.24]

[3.25]

[3.26]
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*2 CE CB CA [3.28]

KBCA +KA CB±CACB

donde:

*
___ [3.29]

A *

KB— k~3 [3.30]
1<,

En algunoscasos,especialmenteen reaccionesde hidrólisis, sepuedesimplificar

elmecanismo.El esquemade reacciónquedacomo:

E+A Y7EA—~—4EA’±X [3.31]

Mecanismodel quesederivala ecuacióncinéticasiguiente:

*2 C5 CA
rx KM + CA [3.32]

*4*3*2 C~ CACB [3.33]ry= KM+CA

Estemecanismose transformaen uno de tipo Michaelis-Mentensimple sin más

queconsiderarqueC8 esconstantey queel productok4.k3 vale la unidad,puestoqueKM

esla constantedefinidaen la ecuación3.4. Esto equivalea decir que las velocidadesde

formación de los dosproductosson las mismasy que la descomposicióndel complejo

EA’ esinstantánea.

Como ejemplo de mecanismoping-pong de interésindustrial, se puedecitar la

síntesisde péptidosque transcurreatravésde un intermedioacil-enzima.Seconsideraun

mecanismoen el que entraun tercersustrato,el agua,siendolos otros dos un aminoácido

y un derivado esterificado de otro aminoácido. Sobre este mecanismose pueden

consideraralgunas simplificaciones que llevan a expresionescinéticas sencillas: la

reacciónde formaciónde EA’ esmuy rápidacomparadacon las demás,la concentración
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de aguaes constantey se dan ciertas relacionesentre constantescinéticas(k.1«ki;

k4»k1 y (k3 CÑ/kí)±(k4/kl)»CA).Se llega a dos velocidadesde formaciónde producto,

unaparael péptidoproductode la síntesis(X) y otraparael ácido (Y):

*3 C~ CA CE
¼ [3.34]

~ 1<

k~ C5 CA
A [3.35]

*2

*1 Bk ¡

Metanismostipo Michaelis-Menten con inhibición

La velocidad de una reacciónenzimáticay la actividad de la enzimapueden

modificarsepor la presenciade otros compuestosdiferentesal sustrato.Estos pueden

clasificarseen doscategorías:

• Los activadores,que aumentanlavelocidadde la reacciónenzimática.

• Los inhibidores,tantoreversiblescomo irreversibles,que la reducen.

A partir del mecanismode Michaelis-Mentensimple, se considerancuatro tipos

principalesde inhibición: competitiva,no competitiva,acompetitivay mixta, dependiendo

de a cual de las especiesimplicadasen la reacciónse una el inhibidor. Segúncomo se

comportela especiea la que estáunidael inhibidor, la inhibición puedeser total o lineal, o

bien parcial o hiperbólica(Whiteley, 1997). En el primer caso, al unirse el inhibidor a la

enzima, da lugar a un intermediode reacciónque no evolucionahaciaproductos. En el

segundocaso,la especiea la queestáunida el inhibidor evolucionahaciaproductoscon una

velocidadinferior a la de la reacciónde descomposicióndcl complejoES hacialos mismos.

A continuación,seconsiderala inhibición total en sus posibles casos,ya que es la más

frecuente. Posteriormente,se desarrolla el mecanismoaplicable a todos los tipos de

inhibición citados.
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1. Inhibición total

1.- Inhibición Competitiva

El inhibidor es unasustanciacuyasestructurasquímicay espacialsonsimilaresa

las del sustratoque interaccionacon el centro activo de la enzima,impidiendo así la

fijación de dicho sustrato,tal comosemuestraenel esquemasiguiente:

kj *2

E÷SY7ES—*E±P [3.36]

E ±I<-m--*EI

donde:

C~C, [3.37]
CE,

Sesigueasumiendoel estadopseudoestacionarioparala formacióndel complejoES

y se consideraque el complejo EJ estáen equilibrio con la enzima libre y el inhibidor.

Medianteun nuevobalancede enzimaseobtienela siguienteexpresiónparala velocidadde

formacióndelproductoy, portanto,parala velocidaddela reacciónglobal:

r — *2 CE C
5 [3.38]

KJl±K’)+ C5

Comparandolas ecuaciones[3.7]y [3.38],seobservaqueno semodificala velocidad

máxima por la presenciadel inhibidor, pero podria considerarseuna nuevaconstanteKM

aparentequeaumentaal aumentarla concentracióndel inhibidor.

2.- InhibiciónAcompetitiva

Estaes unainhibición porbloqueodel complejoES. Se suponeque en la enzima

existen dos tipos de centros, uno que interaccionacon el sustrato y el otro con el

inhibidor, pero éste último sólo puedefijarse en forma reversible sobre el complejo
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intermedio,ES. El complejotemarioESJno puedeevolucionara producto,llegándosea

un puntociego,tal como se muestraen el esquemade la ecuación[3.28].

A,

E +5+1 77>ES+1 *~=L~~*ESÍ [3.39]

ES~ E + p

Laecuacióncinéticaqueseobtienede estemecanismoes:

*2 C5 C,5

r

KM + Csh+K’j

[3.40]

donde:

C~C1
CES’

[3.41]

En estetipo de inhibición, la velocidadmáximaUrna, y la constanteKM aparentes

son menoresque en ausenciade inhibidor. El inhibidor favorece la formación del

complejoES.

El sustratopuedeactuarcomo un inhibidor acompetitivocuandoseencuentraen

concentracioneselevadas,uniéndoseal complejoES en un centroalostéricode la enzima.

En estecaso,lavelocidadmáximadisminuyeal aumentarla concentraciónde sustrato.

3.-Inhibición mixta

El inhibidorpuedeformarcomplejoscon laenzimalibre y con eJ complejoES. El

mecanismoes:

E -rS ~j>[ES]-~ffl~*E + P
a—

[3.42]

K

ES±1<~~~—* ESÍ
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donde:

C,C, [343]

CE.S C, [3.44]
C ES’

La ecuacióncinéticaque sederivade estemecanismoes:

*2 CE C,
5 [3.45]

r =

Kj+K’) + Cj1+;’)

Se observaque, respectoa la ecuación[3.7], Urnav. y KM aparentesvaríancon la

concentraciónde inhibidor. La velocidadmáxima aparentedisminuye al aumentarla

concentraciónde inhibidor. La constantede Michaelis aparentedisminuyeo aumentacon

el aumentode temperaturasegúnla relaciónde las constantesK1 y K’¡.

4.- Inhibición no Competitiva

Es una simplificación de la inhibición mixta que sólo se presentacuandoactuan

como inhibidores moléculas pequeñas,como, por ejemplo, iones (Comish-Bowden,

1995). Se consideraque las dos constantesde inhibición K1 y K’1 son iguales. La

ecuacióncinéticaque seobtieneentonceses:

*2 CE C5 [3.46]

(KM + Cjl-l-K)

En la inhibición no competitiva la velocidadmáxima aparentedisminuye al

aumentarla concentraciónde inhibidor, mientrasqueKM aparentepermaneceinalterada.
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11. Mecanismoueneralde inhibición

Se puedeconsiderarun mecanismoque tiene en cuentatodas las posibilidadesde

inhibición posibles,tanto totalescomoparciales:

E-í-SYj[ES]—-L--*E±P [3.47]

ES±I~ ESÍ

EJ±S’11~EIS-21~E±J±P
a--

donde f3 es un parámetrocomprendidoentre O y 1 (0 indicaría inhibición total y 1

ausenciade inhibición) y K
1 y K’1 estándefinidasen las ecuaciones[3.43] y [3.44]. Las

constantescinéticasde los equilibrios sepuedenenglobaren dos constantesK8 y K’5. La

ecuacióncinéticaqueseobtieneahoraes:

(
dC~ *2 PC) CECS

r — tít K 1+j<t) C CC C [3.48]
~ 1+ ~ ~ 5

+ +
K, K’JX~ K,

donde:

= *1 .‘.K~=K’, [3.49]* —l

La igualdadde K’s y K’1 suponequeno importael ordende entradadel inhibidor o

el sustratoen el complejopreviamenteformado,seaésteEl o ES.

3.1.2.-Modeloscinéticosde las reaccionesde hidrólisis con ~-galactosidasas

La mayoría de los estudiosdesarrolladosen la literatura paralas reaccionesde

hidrólisis con f3-galactosidasasse refieren a la reacciónde interes industrial, que es Ja

hidrólisis de lactosa.A la hidrólisis de ONPG, que se utiliza para ciertos estudios de

actividad,se le aplica habitualmenteel mecanismode Michaelis-Mentenningún tipo de

inhibición. En cualquiercaso, todos los modeloscinéticospropuestosparacuaíiti ficar la
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hidrólisis enzimáticade lactosatienencomo punto de partidael mecanismodeMichaelis-

Mentenconsiderandodiversostipos de inhibición:

a) Inhibición competitivapor galactosa.

b) Inhibición competitivapor los anómerosa-y fi- de la galactosa.

e) Inhibición competitivapor/1-galactosay mixtapor a-galactosa.

d) Inhibición competitiva de galactosa, con una liberación secuencialde los dos

productosde hidrólisis.

e) Inhibición no competititivaporgalactosa.

1) Inhibición competitivaporgalactosay no competitivaporglucosa.

g) Inhibición competitivapor a- y fi- galactosay formación de oligosacáridoscomo

reacciónlateral.

Estosmecanismosy suaplicaciónse desarrollana continuacion:

Modelo de Michaelis-Mentenconsiderandoinhibición competitivapor2alactosa

Estemodelo ha sido el más aplicadoparadescribirla hidrólisis de lactosapor fl-

galactosidasas,ha sido propuestoporvariosautores(Yangy Okos, 1989; Papayannakosy

col., 1993; Carraray Rubiolo, 1996; Santosy col., 1998).Seha utilizado con enzimasde

diferentesmicroorganismos:A. niger y K. fragilis. El esquemade reacciónimplicado es

el siguiente:

A, *2

E±lactElac—>E-i-glu-i-gal [3.50]
a--

E + gal <~~1ss” E gal

La ecuacióncinéticaquecorrespondeaestemecanismoes:

*2 CE C,0~ [3.51]
(Cg)

Kn~l + + Ciar
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Donde K, gal es la constantede inhibición competitiva debidaa la galactosa,

definidasegúnla ecuación[3.37], dondeel inhibidor 1 es la galactosa.

Modelo de Michaelis-Mentencon inhibición competitiva por anómerosde a- y /1

-

2alactosa

A diferenciadel mecanismoanterior,en estemecanismosedistingueentrelos dos

anómeros,a- y fi-, de la galactosa,que puedenpresentardistinto efecto inhibidor.

Estudiosanteriores con la enzimadc A. niger (Flasehely col., 1982)demostraronque el

anómeroa- de la galactosainhibía más que el anómerofi- . Esteúltimo es el que se

produceinicialmenteen la hidrólisisde lactosa.Lamutarrotaciónde la forma ~- a laa- es

rápida,lo queobliga ateneren cuentala presenciade esteúltimo anómeroen el medio de

reacción (Fasehely col., 1282; Bakken y col., 1992). Los parámetros_cinéticos de la

mutarrotaciónde a- a /1-galactosase estimanindependientementede la hidrólisis de

lactosa.El mecanismopropuestoesel siguiente:

E¾ac ~ —glu-i-/} —gal [3.52]

fi —gal<—-’-’~—* a—gal

A
3

E+fi —gal Y7Efi -gal

A4

1¼-a—galT7E a-gal

siendo Krnut la constantede equilibrio de la reacciónde mutarrotaciónde a-gal a fi-gal.

Con estemecanismo,la ecuacióncinéticaquerige la velocidades:

1’-. It- r.
‘LS ‘-/5 ‘--,ac

1 C C [3.53]

v
1~ fi—gal a—gal~ K

15~,,, + K +
O-gal

DondeK1 ~ga¡ y Ki os’gal sonconstantesde inhibición competitivadefinidassegúnla

ecuación[3.37].
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La mutarrotaciónes una reacciónreversible de primer orden. La velocidad de

reacciónse expresaen funcióndeconcentracionesde equilibrio a un tiempodeterminado.

En los experimentosparaestudiarestareacción(Flasehel,1982) separtede a-galactosa

pura,que setransformaen el anómeroI~. La ecuacióncinéticaquecuantificaesteproceso

es:

r *,rn,t (C~ — C,,) [3.54]

dondek,,11~ es la constantecinéticade primerordende la conversiónde a-galen fi-gal y

C~1~ la concentraciónde la especiea-galactosaen el equilibrio.

Considerandoel balancede galactosaen el equilibrio seobtienela concentración

de a-galactosa:

C
3a—ga¡ = (C

50 — C5 — Cgajo) Kmi,i [3.55]
1+Kirn¿t

Tanto kmu¡ como ~ son parametrosque sedeterminanen experimentosdonde

sólo seproducela reacciónde mutarrotacion.

Modelo de Michaelis-Mentencon inhibición competitivapor O-galactosay mixta por a

-

galactosa

Estemodelo fue propuestopor Flasehely col. (1982)y utilizado posteriormente

por Bakken y col. (1989) en sus estudiossobrereactoresenzimáticos.El esquemade

reacciónen estecasoessimilar al anterior,pero incluye,además,un término en el que el

anómeroa- de lagalactosaformaun nuevocomplejocon el complejoE lac,según:

~ [3.56]

fi —gal+--~’ a —galE + fi — gal ~ E fi — gal

E +a — gal<—~---‘---> E a — gal

~ —gal
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La ecuacióncinéticaqueresultaes:

*2 CE C,0~

( C¡ftg¿j + C0~g0¡ Á ( C.~- ga/~ [3.57]
Ku~l + Kj1j~g<,j K,0 -gcii ,~ + Chfl.KI±K’j<~~g,,¡

Donde K1 ~gaI y K1 a-gal son constantesde inhibición competitivadefinidasen la

ecuación[3.37] y K’1 (>ga¡ es la constantede inhibición acompetitiva,que estádefinidaen

la ecuación[3.41].

Michaelis-Mentencon inhibición competitivade galactosa.con unaliberaciónsecuencial

de los dosproductosde hidrólisis

Este modelo, propuestopor Yang y Okos (1989), se basaen el mecanismode

acciónde las [3-galactosidasas,el cual sostieneque se libera primeroun producto,en este

caso laglucosa,dejandoun residuogalactósidounido a la enzima.Esteresiduoreacciona

posteriormentecon un electrófilo que quedaunido al oxígeno dcl antiguo enlace[3-1,4-.

Esteelectrófilo sueleserel agua,ya que el disolventese encuentraen mayorproporción

(55 M). El esquemadereacciónesel siguiente:

E+lac <jEgal—gin [3.58]

A2

E gal— glu_Y7Egal + glu

Egal yjE±gal

Las constantesk1 ak.3 son constantesde velocidadde la reacciónprimaria. Si la

glucosano tiene efecto sobrela velocidadde reacciónde la hidrólisis, 1c2 es cero. La

ecuacióncinéticade la reacciónvieneexpresadapor:

1<2 C,, (1,,

+ C +12
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donde K1 gal esla constantede inhibición competitivapor galactosa.Definida de nuevo

por laecuación[3.37].

N4ichaelis-Mentencon inhibición no competititivapor2alactosa

Este mecanismoha sido propuestopor Shukla y Chaplin (1993) para la [3-

galactosidasadel hongo A. oryzae. En su representaciónse observa únicamente

disminución del número de recambio (keat). El mecanismode reacciónpropuestoy la

ecuacióncinéticaquese obtienesonlos siguientes:

k
E±lacyElac—

2--->E+glu-i-gal [3.60]
a--

E + gal<—~“ E gal

E lac+ gal ~ E lacgal

*2 C~ Ciar
r =

1 Cga¡ ~ [3.61]
(KM + Ciar) 1±

x 1<, gal vi
Donde K

1 ~‘aíesuna constantede inhibición, definidapor las ecuaciones[3.37] y

[3.41], yaque,paraestainhibición, ambasconstantes,K1 y K’1, soniguales.

Michaelis-Mentencon inhibición competitiva por galactosay no competititiva por

glucosa

Chen y col. (1985) ajustarona este modelo sus datosexperimentales,obtenidos

con célulasde K. fragilis como catalizadorpermeabilizadascon acetona.Se proponeel

siguienteesquemade reaccióny seobtienela ecuacióncinéticade la expresión[3.63]:

A’ *2

E-i-lac_77>Elac—*E-vglu±gal [3.62]

E+gal÷~lifiEgal

E ¡tic +glu <—~~~---~ E lacgin
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*2 C~ C,0.
( Cga¡ Á T~Z

77 [3.63]

~ + + (K,, + C,<,3 (<1 + Kjg
1~ ji

DondeK1 ga! esuna constantede inhibición competitiva,segúnla ecuación[3.373,

y K’igiti esla constantede inhibición no competitivaporglucosa,que estádefinida según

las ecuaciones[3.37] ó [3.41].

Michaelis-Mentencon inhibición competitivapor cx- y [3- galactosay formación de

oligosacáridoscomo reacciónlateral

Estemodelo fue propuestoporBakkeny col. (1992)parala [3-galactosidasade la

bacterialiacil/us circulans.Consideraque seproducela reacciónde transgalactosidación

de la [3-galactosidasacomo reacciónlateral.Estaesunareacciónque sucedecuandohay

más dc un aceptordel grupo galactósido.En la hidrólisis de lactosa,la glucosay la

galactosapuedenejercercomo aceptoresde talesgrupos.En el casode la galactosa,esta

reaccionacon ellosformandomoléculasde 2, 3, 4 y 5 moléculasde galactosa,siendolos

queestánen mayorconcentraciónlos oligogalactósidosde 2 y 3 moléculasde galactosa.

Estosson productosque, dejandoque la reaccióntranscurrael suficientetiempo, también

son hidrolizados,por lo que presentanun máximo de concentraciónduranteel transcurso

de la reacción. No todas las enzimas tienen la misma capacidaddc formarlos y su

concentración es mayor a concentracioneselevadas de lactosa y del aceptor de

galactósidoque compitecon el agua(Stevenson,1993). Estareacciónlateral pareceser

importanteparala sintesisde numerososcompuestosde interésfarmacológico(Menzíer,

1997).

El modelo introduce algunas simplificaciones:sólo se considerantrisacáridos

como productode la transgalactosidacióny se asumeque las reaccionesde inhibición por

a- y fi- galactosason mucho más rápidas que las reaccionesde formación de los

complejosE lac, E3gal y E2gal. Se asumeel estadoestacionarioparalos complejosy se

derivan las ecuacionescinéticas,siguiendo el procedimientopropuestopor King y

Altman (1956).El modeloconsiderala reacciónde mutarrotaciónindependientementede

la reacciónde hidrólisis. Al final, seobtiene un grupo de ecuacionesdiferencialesque
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Capitulo 3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisis conlas enzimasen disolución

expresanla velocidadde formación de las distintas especiesquímicaspresentesen el

medio.El esquemade reaccióny las ecuacionescinéticasque correspondena estemodelo

sepresentana contínuacion:

E±lac ElacyjEgal—glu---±—*E-i-fi—glu±fi—gal [3.64]

fi —gal<--~—>a —gal

E + fi — gal <~ftiit5í=~>E fi — gal

E±a~gal<~±~~tll Ea -gal
A

4

Egal—gluj7Egal+glu

A6

E gal +gal 77E 2gal 77E + gal,

Ay

E 2gal+ gal Y7E 3gal ““‘E + gal3

dCiar — —flCíar—2PiC
2iar+J’?~qri—P;$;arCgrii ~l’~CiarCñi+ P¿Cggi Ciri [3.65]

di 1-i-K
10 galc:4 gal —gr’

1 C~ gal

dCgj,~ _ fl Ciar + P
2C

2 lar + 1% Cíar Cgai [3.66]

di l+Kja~gaí Ca~gai +Kig.gai Cp...gai

dCgai PClar — 2~ Cd; + 1’~ Cí~ —[‘4 Ciar C~
0~ + í’5 Ciar ~‘ji — [‘~ C’gaí ~

dt 1-~-K,~ gal Ca gal -i-K,4 ~01C~gal [3.67]

dCdl PgCíarCgaí —P7C~1 — PsCíarCdi + P6Cgal CId [3.68]
di l+Kia~gaiC«t~gaí ±K,4—gal C13—gal

dEL. _ P2C
2íar — PyC~ri + f~Clar Cd; — P

6 Cg,d CId [3.69]
dt 1±K10gal Ca gal -rK,~ gal Cggaí

dCa~gai (CK
_______ gal muí —

2~ [3.70]
dt = ~ ~ “>a—gal

Donde K1 ~‘gal y K1 a-gal son constantesde inhibición competitiva y quedan

definidasde acuerdocon la ecuación[3.37]y los parámetrosP1 a P(, sonagrupacionesde

constantescinéticasqueincluyenla concentracióntotal de enzimaCE.
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Capítulo3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisiscon las enzimasen disolución

En la Tabla3.1 se resumenlos modeloscinéticosutilizadosen la literaturaparala

reacciónde hidrólisis enzimáticade lactosa(desarrolladosen los puntos anteriores),así

como las condicionesen las quese ha llevado a cabola experimentacióny serecogenlos

valoresobtenidosde parámetroscinéticosde estosmodelos.

99



0
0

h”
0

0
0

C
o

C
I

en
oc

oc
r’-

0
0

0
0vi

~
~‘.

<
<

<<.6rtO
e4

~.E

cs

-~

r—~rl——

—
~

‘t~—o
c

0
0

C
i

0
0

3
D

\O
t

rn

0
tI

a
’

h
”

o
¿

~e
n

—

‘e
o

te
ro

O
0

C
O

N

0
0

a
’

.4~33Den~C
I

33Da
’0V

-~0O—

C
C

h
’

[‘-
h

’
rl

—
3

,.
—0

0
015

terl3D0
0

ttia’0a’ente<~1rl

~
Go

u-
o

~
o

en
u-

u-
‘‘st

‘ALA0ej‘A—‘A015‘~.>3U
w

A.
O

0
~d

O
.j

&
‘A

U
3D

>
‘A

en

~
‘A

0
00

~
0

’
.0

E
0

o
0

C)
‘0

e
e

‘A
‘0

’0
0

0
0

0
0

0
0

‘A
~

—
C~.s

..-..

‘‘A
e

n
>

3
3D‘

‘A
e

n
3

,
o

‘A
—

3D
U‘A

0

‘~
‘Ao

0.
¡.15

0
—

0
.

e
j

‘A
LA

>
0U

.~t0
’

A
.

U
‘A

‘A
‘0

.~
.—‘A

O

—
A)

‘A00‘A
‘~015

3-oa
’

‘A
.1.‘AO>0

.
E0

.“‘~

U‘A
e

n
‘A

‘A
~

‘0
~5‘A

115

—
.....-

‘A3,o—O‘A‘A015

0
.

‘A
.—aE

~

U
e

n
‘A

‘A
0

0
0

.0
U

U

‘A
0

0

‘A3,o5’~U‘A‘A0
0

0
.

‘A
.——‘A

.
..~..

E
—

U
e

n
‘A

‘A
U

U

‘A
1:5

‘A3,o4.,
U‘A‘A0

0

0
.

‘A
.—...‘A

.
,....

S
~

ej
e

n
‘A

‘A
‘0

.0
U

U

‘A
(15

—
......

‘A3,o—O‘A.~0
~

3.
O0

.

‘A.—.~a
.-...

E
—

U
e

n
‘A

‘A
~

~
~5‘A

115

—

00
.

E3
,

5s~.‘Ao
~

e
n

LA
‘A

.0
0

.~
O115

<<.6O>O“eO—

‘A1<E>
3

‘A3,O
—U‘A‘A

u
-

0
’r

0
.

eA‘A
0

.9

‘A
U

>
‘A

.—
O

.~
U

...A)a
‘A

U
U

‘A
‘0

‘A
~5

0
0

.0
’A

~
”’A

.0
’A

z
’A

.B
’A

z
’A

.0
a

.n
’A

’A
Y

E
é

U
.O

C
.5

.Z
O

.O
C

).O
0

.’A
E

’A
~

O
.0

A.
~

0

—
a

‘‘OE

e
n

u
’a‘oLAo

--2

o
—

,.A
3

0

‘~
‘A

’~
a

os.
—0

0
0

‘0
‘

O
“t

“A
Z

‘A
a

’
‘A

.
U

—
.—

‘A
5-’

‘A
H

.—

C
I3

D
o

~
0

Z
5

0
.

‘~
.3,

‘‘‘Ae,S
u

-
—

Z
‘A

a
E.-

‘A
‘0‘A5-.
‘A‘Ao>o>

.00

‘A‘AaE‘o‘A

~
~

‘

j
a

’
o

c

e
n

rrl‘~,

CIu-

——
~‘

—

‘A‘A

—
o

’

C
IA

.3

00
3

)
~

En
fl

Ñ
~.~

>

E
~

U
‘AA

.
0

0
.o

E
S

u
-

O
>

..r
E

uuu
’,

ou
”

C
I

O
~

u
’,

E
e

n
Q

“~~o
...<~

u
-

en

0
1

“““7’rl

0
’

en

3D.~
‘

<<<“A

<
‘-

e
n

1
’-

e
n

~C
I

‘‘o0

0
enr

u
-

en
u

-
en

‘
U

o
o

rl
O

tte

<.6
.~

4>
4>

-~o>
‘~o>

1
4

o,
.ÉS‘Aj

o,‘A‘.~

““-~
‘A

o,~

.~o

.~.So>

‘‘A

L

LAO.20~‘A
a

’

C
C

C
C

>
3

0
‘A

—
4’-

~10
o>

‘A
0

~

~00

.
.

.~
—

E

2

.0

e
n

C
C

0
..>

—
>

3
‘A

‘o
...

.2
0

.5

.0
.0

.0
a

’
ej

a
’

~-“

>

>>>
3

u
’,

‘‘‘A
.2

a
’

C
i)

<‘.6

4
/

3,0.2
e

n
‘A

a
’

‘A
a

’

>
3

-
a

’~

0
’A

U
o

a
>

3
>

-—

3DQ
~

C
’

—
>

3
‘A

O

3.
‘~~

‘A
0

0
~

Q
iQ

Q
—

O
’3

C
I

0
0

.0
—

O
>

a
’

U3
,

‘A
—

—
0

Es.
e

j

A
-’

EOE‘A
-

OEEOEE‘A
-

CC0oo~00000

‘0-to1~O00O
-’

‘-3

o‘AO00000oao‘-3
aCOoO~00‘A



Capitulo 3. Cinéticade las reaccionesde hidrólisis conlas enzimasendisolución

3.1.3.- Discriminación del modelo cinético y obtención de los parámetros cinéticos

La discriminacióndel modelo cinéticode unareacciónenzimáticay el cálculo de

los parámetrosque en él aparacensepuedehacermediantela metodologíabien conocida

y aplicadaen otrasreaccionesquímicas(Raghavany Doraiswamy, 1977; Doraiswamyy

Sharma,1984; García-Ochoay col., 1989 a, 1989 b, 1990 a y 1990 b; García-Ochoay

Santos,1995).Las etapasa seguirson:

Obtenciónde datosexperimentales

La experimentacióndeberealizarseteniendoen cuentatodas las variables que

puedaninfluir en la velocidadde reacción.Hay que seleccionarlas variablesa considerar

y determinarel intervaloexperimentalparacadauna de ellas. Posteriormentese llevan a

cabo experimentospara distintos valores de las variables, dentro de los intervalos

seleccionados.

Antes de realizarel estudiode una reacciónenzimáticaes necesarioconocerla

actividady laestabilidadde la enzimafrentea variablesintrínsecasal medio de reacción

como la temperatura,fuerzaiónica,presenciade iones y compuestosorgánicos.Paraello,

se deben llevar a cabo lo que se denominaráexperimentosprevios. Sc seleccionanlas

condicionesóptimas del medio para que la enzima sea más activa duranteel mayor

tiempo posible y, fijadas estascondiciones, se lleva a cabo el estudio cinético. Se

seleccionanlas variables que afectan a la cinética de la reacción: en este caso,

concentracionesde sustrato,productos y enzima, y temperaturaen fase líquida, y se

delimita el intervaloexperimentalde cadavariable.

Una vez seleccionadaslas variablesy el intervalo de variaciónsedebeelegir el

equipodondesellevaráa cabola reacción.Estosequipospuedenser:

• Reactoresdiscontinuos,en los queseobtienendatosintegrales(C. frentea tiempo).

• Reactorescontinuostubulareso tanquesde mezclacompleta,dondeseobtienendatos

de C~ frentea V/Q, o de lavelocidadde reacción(r) frentea C~, respectivamente.
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La mayoríade los estudioscinéticosde reaccionesenzimáticascon las enzimasen

la misma faseque los sustratosy productos(enzimasen disolución) se hanllevado acabo

en reactoresdiscontinuos.

Métodosde interpretaciónde los datosde reactordiscontinuo

Existen dosmétodosgeneralesde interpretaciónde datoscinéticos:el diferencialy

cl integral.

1. Métododiferencial

En estemétodo esnecesariocalcular,paraunosvaloresde las concentracionesde

reactivos y productos, la velocidadde reacción.En el reactor discontinuo, los datos

experimentalesson concentraciónde productoo reactivofrenteatiempo, es decir, datos

integrales.La velocidadde reacciónpara cadatiempo se calculacomo derivadade la

curvaCs frenteal tiempo.

tIC5 [3.71]

dt

Calculados los valores de velocidad de reaccióna cadatiempo, se proponen

diversos modeloscinéticos, y se ajustan los valores de velocidad y los valores de

concentraciónde reactivoo productode acuerdoa los modelosconsiderados.Paraajustar

los datosexperimentalesa los modelospropuestosse utilizan métodosnuméricosde

regresiónlineal o no lineal.

1.- Lineauizackmnde las ecuacionescinéticas.Ajustepor regresiónlineal

No siemprela velocidadde reacciónesunafunción lineal de las concentraciones.

En este caso, para aplicar este método hay que manipular la ecuación cinética,

convirtiéndolaen una función lineal. Por ejemplo,la ecuacióncinéticadel mecanismo

Michaelis-Mentensimple (ecuación[3.7]) sepuedelinealizarde tres formasdiferentes:la
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Capitulo 3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisis con las enzimasen disolución

linealizaciónde Lincweaber-Burk,la de flanesy la de Eadie-Hofstee,cuyas ecuaciones

sonlas siguientes:

½1 + KM ~L [3.72]
r *

2CE LCC2 E 5

- __ 1
r ~ + *2 É C5 [3.73]

CE—KAI 2— [3.74]

Los parámetros se obtienen por regresión lineal simple de la variable

independiente(primer término de las ecuaciones[3.72] a [3.74]) frente a la variable

independientequecorresponda.

La Unealizaciónmás utilizada es la de Lineweaber-Burk.Sin embargo, esta

linealizacióntiendea dar más importanciaa los erroresen los valoresde r másbajos, lo

que la hace adecuadapara calculark2, pero no tanto para calcular KM. Una forma de

solventar este problema es dar distinta significación estadística a cada punto,

normalmentevariándolade forma lineal. Estatécnicaseconocecomo “weighting”: dar

un peso en la regresión a cada punto. De esta manera se puede compensar

estadísticamenteel error en cadapunto a lo largo de la rectade regresión.Estatécnicaes,

en si misma, tendenciosa,porquediscrimina los puntos estadisticamente,sin tener en

cuentaerroresexperimentalesaleatorios.

La linealizaciónde flanes es más adecuadadesdeel punto de vista estadístico,

porquedistribuyemejor los errorescii los puntosa lo largo de la rectade regresión.Aún

así, senecesitael uso de pesosparaunadeterminaciónmásexactade los parámetros,pero

la variación de significación estadísticaentre los puntos experimcntalesextremoses

muchomenorque con la linealizaciónde Lineweaber-Burk.La linealización de Eadie-

Hofsteees útil para observardesviacionesdel comportamientocinético de Michaelis-

Menten.

Cuando hay términos de inhibición, por sustrato o por productos u otros

inhibidores, las ecuacionescinéticasson funcionesmáscomplejasde las concentraciones
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que la ecuación[3.7], pero sepuedenlinealizarpor los mismosprocedimientos,llegando

a ecuacionessimilaresa las ecuaciones[3.72] a [3.74]. En estoscasos,hay másde una

variableindependiente,por lo quela regresiónlineal utilizadadebesermúltiple.

Cuandoseajustandatosdiferencialeso r rs C5 medianteregresioneslineales,sólo

se puedenconsiderardatos a temperaturaconstante.Conocidos los parámetrosa cada

temperatura,se les aplicala ecuaciónde Arrheniusparaconocerla energíade activación

y el término preexponencial.El empleo de las linealizacionesha sido cuestionadopor

diversosautorespor la manipulaciónaque sesometea la ecuacióndiferencial (Fromenty

Bischoff, 1990).

2.- Ajustededatos d¿ferencialespor Regresiónno lineal

Para evitar la manipulaciónde las variables que suponelinealizar la ecuación

cinéticay el error que ello conlíevaen los parámetrosobtenidos,sepuederecurrirauna

técnicade regresiónno lineal. En este caso, la temperaturapuedeseruna constanteo

puedeincluirse como una variablemás. Uno de los métodosde regresiónno lineal más

frecuentementeaplicadoes el de Marquardt(Marquardt, 1963). Una de las dificultades

que planteala aplicación de la regresiónno lineal es que es necesariointroducir unos

valoresiniciales de los parámetrosque se pretendencalcular.Estosparámetrosiniciales

debensersuficientementepróximosalos finalesparaquela regresiónno dé problemasde

convergencia.

La regresiónno lineal sepuedeaplicardirectamentea ecuacionesdiferencialesen

las que se hayadesglosadocadaparámetrocinéticosegúnla ecuaciónde Arrhenius.Así,

se pueden ajustar datos r vs C, obtenidosa distintas temperaturasy obtenerlos

parámetrosen funciónde la temperatura.

11. Métodointegral

En estemétodo no se caleula la velocidad r como etapaprevia, si no que se

analizandirectamentelos datos de concentraciónrs. tiempo. Por ello, en el balancede

materia,sesustituyela velocidadde reacciónporel modelo cinéticoa ensayar,resultando
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así una expresióndondelas variablessonconcentracionesy tiempo y los parámetrosa

determinarlas constantescinéticasdel modelo.Paraun reactordiscontinuo,el balancede

materia,una vezsustituidorporunaf(T,Cs)resultaserunaintegral del tipo:

trf~ dQ - [3.75]
f(T,C)

segúnsea f (T,C), la integraciónde la ecuación[3.75] es más o menos compleja. En

ciertos casos,se puede resolver analíticamentey en otros es más sencillo hacerlo

numéricamente.En el primercaso,el cálculo de los paramétroscinéticosse realizapor

regresión—lineal o no lineal segúnsea la ecuaciónintegrada-o medianteregresiónno

lineal acopladaa un métodonuméricode integración-porejemplo,Runge-Kutta-.

Sepuedenajustarlos datosobtenidosa unatemperatura,y calcularlos parámetros

cinéticosde cadamodelo propuestoparaesatemperatura.Tambiénse puedeconsiderarla

temperaturacomouna variabley analizara la vez todos los datos obtenidosa todas las

temperaturas.

III.- Criterios anlicadosen la discrimínaciondel modelocinético

Cualquieraque seala regresiónque seutiliza, estatiene una función objetivo que

minimizar. Esta función siemprees una relaciónentrevaloresexperimentalesy valores

calculadosy, al hacerlamínima,sebuscael mejorajusteposibleparael modelo aplicado.

Tanto en la regresiónlineal como en la no lineal, la función objetivo es la suma de

residuosal cuadrado.

Para cualquierade las dos regresionesconsideradas(lineal o no lineal), la

discriminación del modelo cinético se realiza teniendo en cuenta criterios fisicos y

estadísticosque seaplican a los parámetroscinéticoscalculadosen cadamodelo. Estos

criteriosson (Raghavany Doraiswamy,1977; García-Ochoay col., 1989):
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a) Criterios estadísticos:

al) En la regresiónlineal son:

• La E de Fischer,queindica lasignificacióndel modelo y quedebetenerun valor

superior a un cierto valor tabulado para una probabilidad determinada(95%,

usualmente)

• La t de Studentde cadaparámetro,que indica el intervalo de confianzade dicho

parámetro,debetener valores superioresa los tabuladosparauna probabilidad

determinada(95%).

a2) En la regresiónno lineal son:

• El valor de la sumade residuosal cuadrado(SQR),quedebeserlo menorposible.

• La F de Fiseher.

• La t de Studentde cadaparámetro,que indica el intervalo de confianzade dicho

parámetro.Los parámetrosno debenincluir el ceroen el intervalode confianza.

b) Criteriosfisicos:

• Los parámetroscinéticosy las constantesde equilibrio no puedensernegativos.

• La variaciónde los parámetroscinéticoscon la temperaturadebeserconsistente:

las constantescinéticasdeben teneruna energíade activación positiva. Otros

parámetros,comoKM y K1, puedenseguirotratendenciacon la temperatura.

Para discriminar entre los modelos cinéticos,podría utilizarse únicamenteel

métododiferencial,empleandoregresiónlineal o no lineal, o el métodointegral. Cuando

seempleala regresiónno lineal, en cualquierade los dos métodos,se puedeconsiderarla

temperaturacomo una constanteo como una variable. Independientementedel método

elegido,hay queaplicarlos criteriosfisicos y estadísticosa los parámetrosobtenidos.

El grado de validezde cadauno de los métodospuedesercuestionado,siendo,en

general,más fiables(reproducenmejor los datos) los parámetrosobtenidosutilizando el

métodointegral, concretamente,la regresiónno lineal con la temperaturacomo variable
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(es decir, ajustartodos los datosexperimentalesa los modeloscinéticospropuestos).Una

posibilidadescombinarlos métodosanterioresen la siguientesecueneja:

• Aplicar el métododiferencialy, mediantelas linealizacionesde los modeloscinéticos,

obtenervalores de los parámetroscinéticos que puedan utilizarse como valores

inicialesde la regresiónno lineal.

• Aplicar, en segundolugar, el método integral. En este caso,dado que se utiliza la

regresiónno lineal generalmente,los parámetrosinicialespuedenserlos obtenidosen

el métododiferencial.

En cualquiercaso, tanto en la aplicacióndel método diferencial como en la del

método integral, hay un momento en el que hay que elegir los modeloscinéticos a

considerar.En el casode las reaccionesde hidrólisisde lactosay de ONPG,los modelos

cinéticosque sevan a analizarsonlos quesepresentanen las Tablas3.2, 3.3 y 3.4.
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Capitulo 3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisisconlas enzimasen disolución

3.2~ MODELOS CINÉTICOS DE LAS REACCIONES DE HIDRÓLISIS CON !3-

GALACTOSIDASA DE Kluyveromycesftag¡IisEN DISOLUCIÓN

Esta enzimaestácontenidaen un preparadocomercial suministradopor Novo

Nordisk Ltd., denominadoLactozym,que ya fue descritoen el apartado2.1.1. Primero

han realizadoalgunosexperimentosprevios paradeterminarlas condicionesen que la

enzimaes más establey activa. En esascondiciones,y en el intervalo de variables

seleccionado,se abordó el estudio cinéticode las reaccionesde hidrólisis de lactosay

ONPG, discriminandoparacadauna de estasreaccionesel modelo cinético que mejor

reproducelos resultadosexperimentalesy calculandolos correspondientesparámetros

cinéticos.

3.2.1.-Experimentosprevios

Estosestudiostienen como finalidad determinarla influenciade ciertasvariables

intrínsecasdel medio de reacciónen la actividady la estabilidadde la enzima. Estas

variables son: composicióndel tampón, pH del medio y temperatura.Conocidossus

efectos, se puedenacotar intervalos experimentalesde estasvariables en los que la

enzimatengaunaactividadmáximay seaestableduranteun periodorazonable(al menos,

de un ordensuperiora la duraciónde un experimentocinético). Estudiossimilareshan

sido realizadospara la misma enzimapor otros autores,empleandotambién enzima

procedentede K. fragilis (Mahoney,1978),paraconocerel comportamientode la enzima

frentea ionesdel medio y frentea la concentraciónde los ionespropios dcl medio y de

proteínasy otrassustanciascontenidasen la leche.

Los experimentosde hidrólisisde lactosasehan llevado a caboen tampónM, que

tienela composiciónsalinade la lechey supH (6,5). En estecaso,no se ha modificadola

composicióndel medioni el pH.

Parala experimentacióncon ONPG,se hautilizado un tampónfosfato, estudiando

la influenciade sucomposiciónen la actividadde la enzima.
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Capitulo 3. Cinéticadelas reaccionesde hidrólisiscon las enzimasendisolución

Influenciade la composicióndeltamnónen laactividadde laenzima

Paraoptimizarel tampónfosfato, se midió la actividadde la enzimaLactozym(K.

fragilis) utilizando como sustrato ONPG y llevando a cabo la reacción en unas

condicionespreviamentefijadas(Herrero,1995): 250C y una concentracióndel ONIPG de

0,5 gIL. La concentraciónde enzimaañadidafue de 0,7 mg/L. En cadaexperimentose

variaronlas concentracionesde los distintoscompuestosqueforman el tampónfosfato.

El tampónfosfato estáformadopor las siguientesespecies:monohidrógenofosfato

dipotásico(K
2HPO4,dihidrógenofosfatopotásico(KH2PO4), cloruro de magnesiohexa-

hidratado (MgCI2.6H20) y mercaptoetanol(HS-CH2-CH2OH).Se utilizó un tampón de

pH 7, que es el pH óptimo para la hidrólisis enzimáticade ONPG segúnla literatura

(Wallenfeldsy Weil, 1972).Los experimentosrealizadosparaseleccionarla composición

del tampónseresumenen la Tabla3.5. Los resultadosde estosexperimentossemuestran

en las Figuras3.1 a 3.3

En la Figura 3.1 semuestrael efectode la concentraciónde ión potasiosobrela

actividadde la enzima.Esteión, queprocededelK2HPO4, KH2PO4 y KOH añadidopara

ajustarel pH (si senecesita),pareceinhibir a la enzimaaconcentracionesaltas,por lo que

seelige la menorconcentraciónensayada:50 mM.

En la Figura3.2 sepuedeobservarel efectodel mercaptoetanolen la actividadde

la enzima. La ausenciade mercaptoetanol(ME) lleva a una desactivaciónrápidade la

enzima, ya que la reacciónse para a conversiónmuy baja. Su presenciaevita esta

desactivación,que es probablementedebida a una oxidación. A concentracionesde

mercaptoetanolentre 1 y 10 mM, seobservaqueestavariableafectapoco a la velocidad

de reacción.Paraasegurarunapresenciasuficientede estereactivodurantela reacciónen

el medio,yaque esrelativamentevolátil, seha elegido la concentraciónde 5 mM.

La Figura3.3 muestrael efectodel ión magnesioen la actividadde la enzima.Se

observaque la presenciade esteión activala enzima,pero que estaactividadno varíaa

partir de una concentraciónde 1 mM, por lo que se elige estaconcentraciónen la

experimentaciónposterior.
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Para estudiarla estabilidadcon el tiempo de las disolucionesde enzimaen los

tamponesensayados,se dejó almacenadala enzimaen cadauno de ellos duranteuna

semanay se midió la actividad de la misma tras este tiempo, medianteel protocolo

standardde hidrólisis de ONPG (Herrero, 1995). Los experimentosrealizadosse

muestranen la Tabla3.6 y los resultadosobtenidosen la Figura3.4.

Como se observaen la Figura 3.4, las disolucionesde enzima conservansu

actividadduranteuna semana,al menos,en todos los tamponesensayados.Quizáshay

unapequei~adesactivaciónen el tampónBP 100 mM (experimentos2 y 2’).

Tabla 3.5 -. Experimentospreviosparadeterminarla composicióndel tampónBP.

CKI¡2¡’o4 [ C¡<~¡po~ C~<o~ ] CK+ Crvierc’aptoet’aiioi C~ig2~
PLD-l 50 50 2,8 200 10 1

PLD-2 25 25 0,98 92,5 10

PLD-3 25,5 24,5 - 74,5 10
PLD-4 25,5 24,5 - 74,5 5

PLD-5 25,5 24,5 - 74,5 2,5
PLD-6 25,5 24,5 - 74,5 1 1

PLD-7 25.5 24,5 - 74,5 0.5
PLD-8 25,5 24,5 - 74.5 0

PLD-9 25,5 24,5 - 74.5 5 10
PLD-í0 25,5 24,5 - 74,5 5 5

PLD-í 1 25,5 24,5 - 74,5 5 0,1

PLD-12 25,5 24,5 - 74,5 5 0

Nota: las concentracionessonmM

-Experimentosprevios. Influenciade la composicióndel tampón en la
estabilidadde la actividadde la enzimacon el tiempo.

t (h) CK112P04 ] CK211P04 CKt}l[ Ci<± CMercaptoctanol

LD-2 0 25 25 0,98 92,5 10
PLD-2’ 168 25 25 0,98 92,5 lO

LD-3 0 25,5 24,5 . 74,5 10
LD-3’ 168 25,5 24,5 - 74,5 lO

LD-4 0 25,5 24,5 - 74,5
LD-4’ 168 25,5 24,5 - 74,5
LD-6 0 25 25 0,98 92,5
LD-6’ 168 25 25 0,98 92,5

Tabla 3.6

Nota: las concentracionessonmM. La concentracióndc Mg’~ esdc 1 mM en todos.
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Otra formade analizarcómo influye la composicióndel tampónen la actividady

estabilidadde la enzimaescompararcomovaría lavelocidadinicial encadaexperimento.

Estavelocidadsecalculacomo:

= — dCONPÚ =C• dXOÑPG [3.76]
dt (=0 ONPGO dt

los resultadossemuestranen las Tablas3.7 y 3.8.

Tabla 3.7.-Resultadosde los experimentosde la Tabla 3.5.

Experimento PLD-í PLD-2 PLD-3 PLD-4 PLD-5 PLD-6 PLD-7 PLD-8
r0 (mM/mm) 0,34 ‘0,62 0,63 0,66 0,67 0,64 0,61 0,14

Experimento PLD-9 PLD-I0 PLD-11 PLD-12
r0 (mM/mm) ‘0,68 0,67 0,24 0,02

Tabla 3.8.- Resultadosde los experimentosde la Tabla 3.6.

PLD-2Experimento
‘0,62

PLD-2’ PLD-3 PLD-3’ PLD-4 PLD-4’ PLD-6 PLD-6’
r0 (mM/mm) 0,45 0,63 0,62 0,64 0,63 0,46 0,46

Como ya se habíaindicado, los resultadosde la Tabla 3.7 confirman que la

disminuciónde la concentraciónde jón potasiode 100 a50 mM aumentala velocidadde

reacción, coincidiendo con los resultados de Mahoney (1978); mientras que la

concentraciónde mercaptoetanol,en el intervalo 1-10 mM, no afectaexcesivamentea la

velocidadde reaccióny que la presenciade ión magnesiono afectaa la actividad de la

enzimaporencimade una concentración1 mM, pero suausenciaimplica la pérdidade la

actividad.

Los resultadosde estabilidadde las solucionesenzimáticasen diferentestampones

(Tabla 3.8) confirman que la actividad se conservaen todos los casos, excepto a

concentraciónalta de mercaptoetanol(experimentos2 y 2’), dondedisminuyelevemente.

Con los resultadosobtenidosse eligió el siguiente tampón para realizar los

experimentoscinéticos: tampón fosfato potásico50 mM pH 7,0 (C~po4kz25,5mM y

CFI2PO4~~
24,5 mM) al que se le añadeMgCl

2 1 mM y mercaptoetanol5 mM. En este

tampón(blanco)serealizaronvariosexperimentos,añadiendovarioscationesdivalentesy
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trivalentes,para analizarcúal era su influencia sobrela actividad de la enzima. Estos

cationes se añadieron al medio seleccionadoen una concentración0,1 mM. Cada

experimentose realizó siguiendo el procedimientoestándarde medida de actividad

(Herrero,1995). La actividadrelativasecalculacomo el cocientede velocidadesiniciales

dereacción;los resultadossemuestranen la Figura3.5.

Los resultadosque muestrala Figura 3.5 indican que el manganesoy, en menor

medida, el cobaltoy el zinc activanla enzimaLactozym.En el casodel manganeso,esa

activación llega al 50%; de hecho,todos los ionesprobadosactivan en mayoro menor

grado la enzima,exceptoel hierro.
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Influenciadel pH en la actividadde la enzimp

Paraanalizarla influencia de estavariable en la actividadde la enzimasehan

realizadouna seriede experimentosmodificandoel pH del medio entre 5 y 9. Se han

utilizado como reactivosONPG y lactosa,tanto en el tampónfosfato seleccionadoen el

apanadoanterior como en el tampón denominadoBM, de composicióndescritaen el

apartado2.2.1. El intervalodepHsehaestudiadoentre5 y 9 (ajustandoelpH conNaOH

y H2504. Este estudio es necesariopara determinarel pl-! óptimo (al cual la enzima

muestraunamáximaactividad)tantoparala reaccionesde hidrólisis de ONPGcomo de

lactosa.

Los datos de concentraciónde producto vs. tiempo, obtenidos en cada

experimento,se han ajustadoa funcionesmatemáticastipo doble exponencial.Derivando

dichascurvas,sehan obtenidolos datosde velocidadinicial de reacción,r0, de acuerdoa

la ecuación[3.2]. Esteparámetroha sido utilizado paradeterminarel pH óptimo de la

enzimaen cadatampóny con cadareaccion.

En las Figuras 3.6 y 3.7 serepresentala variación de la velocidadde reacción

inicial con el pH, al emplear como medios de reacción BP y BM.

En la Figura 3.6 seobserva que la actividad del Lactozym en la hidrólisis de

lactosaesmayor en BP que en BM, y que, en ambas, el valor óptimo de pH estápróximo

a 6,5. La actividad de la enzima en la hidrólisis de ONPG (Figura 3.7)apenasvariacon el

tampón utilizado y esmáxima a un pH en tomo a 6,5. Por tanto, puede decirseque ni el

sustratoni los tamponesempleadosafectanal pH óptimo de estaenzimaen las reacciones

de hidrólisisconsideradas,quepuedefijarseentre6,5 y 7.

Influenciadel pH enla estabilidadde la enzima

Paraconocerel afecto del pH en la estabilidadde la enzima se ha seguidoel

protocolodescritoen el punto 2.2.4.3. La Figura 3.8 muestracómo varía la actividadde

Lactozymconel tiempode almacenamientoacadapH. Se observaque la enzimaespoco

establea pH ácido, mientrasque es relativamenteestableentrepH 6 y 9. Su máxima
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estabilidadse observaa pH 7, que es muy próximo al pH óptimo encontradopara la

actividadenzimática.

Influenciade la temperaturaen la estabilidadde la enzima

El efectode la temperaturaen la desactivaciónde las enzimasseanalizasiguiendo

el protocolodescritoen el apanado2.2.4.3.Parallevar a caboesteestudiocon Lactozym

sehan empleadotemperaturasde 20, 30, 40, 45 y 50 0C. La concentraciónde enzimase

ha fijado en 70 mg/L, realizandolos experimentosen Erlenmeyersquecontienentampón

BP y que se han termostatizadoa las temperaturasindicadas.La actividad residual se

calculacomo el cocienteentre la velocidadinicial, r
0, obtenidaa un cierto tiempo de

incubación de la enzima a la temperaturaconsideraday su valor a tiempo cero de

incubación.En la Figura 3.9 sehan representadolos resultadosde actividad residualvs.

tiempo. Se observaque la temperaturamáximaa la que Lactozymes establees 40
0C. Por

encimade estatemperatura,la enzimasufreuna pérdidade actividad considerable.Por

otraparte,cuantomásbajaseala temperatura,la reacciónde hidrólisis serámáslenta, por

lo que,parasuaplicaciónindustrial, habráquellegar a un compromisoparalaelecciónde

la temperaturamásconvenienteen cadacaso.
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Figura 3.9.-Estabilidad de la ¡3-galactosidasade K. fragilis en BP frente a la
temperatura. Actividad residual vs tiempo de incubación.

Medidade actividadestándar:T~25OC;C(->NPC~=0,5g/L; C~=0,7mg/L

3.2.2.-Modelocinéticode la reacción de hidrólisis de lactosa

El estudio cinético se realiza en las condiciones de pH y temperatura

seleccionadasen el punto 3.2.1., paraquela enzimatengamayoractividady la mantenga

duranteun periodode tiemporazonable.En estecaso,la composicióndel tampón(BM) y

supH (6,5) vienenfijadospor las condicionesdel medio salino de la leche(Novo, 1979)

y se detallanen la Tabla 2.5. La máximatemperaturaa la que se van a realizar los

experimentoscinéticosesde 400C,para evitar la desactivaciónde la enzimaduranteel

tiempoquedurael experimento.

3.2.2.1.- Resultadosexperimentales

El estudiode la cinéticade la reacciónde hidrólisis de lactosacon Lactozymse

llevó acabovariandola temperaturaentre5 y 400C, la concentraciónde enzimaentre2,3

y 7 mg/L, la concentraciónde lactosaentre 25 y 75 g/L y las concentracionesde los

productos de la reacción (galactosa y glucosa) entre O y 1 5 g/L. Los experimentos

0 50 100 150
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realizadosserecogenen las Tablas3.9 a 3.13. Los resultadosobtenidosse muestranen

las Figuras 3.16 a 3.22, expresadoscomo X¡ac vs. el productotiempoconcentraciónde

enzima.En todos los casos,laconversiónde lactosaa trisacáridossemantuvopordebajo

del 3%, por lo que la transgalactosidaciónes una reacción lateral que apenas es

importanteen lacinéticadel sistemade reacciónaquí considerado.
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Tabla 3.9.- Resultadosde la hidrólisis de lactosa a 5<’C con la 3-galactosidasade K.
fragilis.

EXP LLí LL2 LL3 LL4 LL5 LL6 LL7 LI. LL9 LLIO
Ciac(g¡L) 75 50 50 50 50 50 25 50 50 50
Cgai(g/L) 0 0 7,5 15 0 0 0 0 7,5 15
Cgiu(g/L) 0 0 0 0 7,5 15 0 0 0 0
CE(mg/L) 7 7 7 7 7 7 7 4,6 4,6 4,6

tiempo(m¡n) Xiac

O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0,12 0,12 0,10 0,1 - 0,1 0,28 0,17 0,06 0,09
120 0,2 0,26 0,23 0,21 0,3 0,14 0,52 0,26 0,1 0,16
180 - 0,38 0,35 0,29 0,35 0,31 - 0,33 0,22 0,22
300 0,45 0,55 0,49 0,46 0,58 0,44 0,82 0,46 0,31 0,35
420 0,62 - - - - - 0,9 - - -
480 - 0,8 0,62 0,59 0,71 0,66 - 0,56 0,54 0,48
660 - 0,87 0,73 0,67 0,85 0,67 - 0,67 0,6 0,6
780 0,78 -- - - - - - - - -

900 0,77 - - - - -
990 0,88 - - - - - - - - -
1080 - - 0,83 0,8 0,86 0,82 - 0,81 0,78 0,77

1200 0,92 - - - - - - - . --

Tabla 3.9.(cont.)-Resultadosde la hidrólisisde lactosaa 50C con la 3-galactosidasade
K. fragilís.

EXP LLIl LL12 LL13 LL14 LLíS LLI6 LL17
Ciac(g/L) 50 50 50 50 50 50 25

Cgai(g/L) 0 0 0 7,5 15 0 0
Cgiu(g/L) 7,5 15 0 0 0 7,5 15
CE(mg/L) 4,6 4,6 2,33 ‘ 2,33 2,33 2,33 2,33

tiempo(m¡n) Xiac
o o o o o o o o
60 - 0,05 0,09 0,06 0,04 - 0,04
120 0,11 0,1 0,15 0,11 0,07 0,08 0,08

180 0,15 - - - - - -
300 0,31 0,27 0,24 0,16 0,13 0,21 0,23
420 - 0,4 - - -
480 0,52 - - - 0,25 0,4 0,41
600 - - 0,46 0,39 0,34 0,46 0,43

660 0,63 0,59 - - -

900 - - 0,54 0,56 0,46 0,62 0,58
1200 0,8 0,76 0,7 0,64 0,59 0,71 0,65
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Tabla3.10.-Resultadosde lahidrólisisde lactosaa250C con la ¡3-galactosidasade K.
fragílís.

EXP LL24 LL2S LL26 LL27 LL2S LL29 LL3O LL3J . LL32
Ciac(g/L) 75 50 50 50 50 25 50 50 50
Cgai(g/L) 0 0 7,5 15 0 0 0 7,5 15
Cgii¡(gfL) 0 0 0 0 15 0 0 0 0
CE(mg/L) 7 7 . 7 7 7 7 4,6 4,6 4,6
tiempo(m¡n) Xiac

o o o o o o o o o o
15 0,09 - - - - 0,26 - - -
30 0,19 0,27 0,27 0,14 0,24 0,50 0,17 0,15 0,1
60 0,39 0,47 0,39 0,38 0,44 0,78 0,35 0,29 0,23

120 0,68 0,75 0,58 0,61 - 0,91- 0,57 0,5 0,44
180 0,8 0,84 0,77 - 0,73 - 0,68 0,63 0,56
240 0,9 0,93 - - 0,76 - 0,71 0,72 0,66
300 - - - 0,8 0,81 - 0,77 0,74 0,68
360 - - 0,85 0,83 - - 0,82 0,79 0,77

Fabla 3.10.(cont.)-Resultadosde la hidrólisis de lactosa a 25’>C coíi la 3-galactosidasade
K. fragilis.

EXP LL33 LL34 LL35 LL36 LL37 LL38 LL39 LL4OLL4I
Ciac(g/L) 50 50 25 50 50 50 50 50 25
Cgai(g/L) O O 0 0 7,5 15 0 0 0
Cg~ij(g/L) 7,5 15 0 0 0 0 7,5 15 0
CE(mg/L) 4,6 4,6 4,6 2,33 ‘ 2,33 2,33 2,33 2,33 2,33
tiempo(min) X¡ac

o o o o o o o o o o
15 - - 0,15 - - - - - 0,07
30 0,16 0,15 0,29 0,09 0,07 0,06 0,06 0,07 0.15
60 0,32 0,31 0,53 0,17 0,17 0,13 0,13 0,17 0.26
120 0,55 0,55 0,75 0,33 0,32 0,23 0,23 0,32 0,48
180 0,68 0,65 0,88 0,52 0,45 0,35 0,35 0,58 0,64
240 0,76 0,71 0,94 0,63 0,56 0,44 0,44 0,62 0,81
300 0,78 0,74 - 0,7 0,6 0,49 0,49 0,63 0,89

360 0,84 0,75 - 0,77 0,67 0,56 0,56 0,7 -
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Tabla 3.11.-Resultadosde la hidrólisis de lactosa a 15”C con la f3-galactosidasade K.
fragilis.

Tabla

EXP LLiS LL19 LL2O LL21 LL22 LL23
Ciac(g/L) 50

C~~¡(g/L) O
Cgiu(g/L) 15

tiempo(m¡n)
0 0 0 0

0,25 0,09 0,06 0,09
0,45 0,19 0,13 0,15

180 0,66 0,49 0,59 0,3 0,2 0,23
240 0,74 0,58 0,66 0,35 0,25 0,29
300 0,77 0,65 0,72 0,44 0,33 0,37
360 0,79 0,69 0,75 0,48 0,35 0,4
420 0,82 0,72 0,79 0,51 0,4 0,45

3.12.- Resultadosde la hidrólisis de lactosaa 300Ccon la 9-galactosidasade K.

fragilis.

EXP LL42 LL43 LL44 LL4S LL46 LL47
Ci~~(g/L) 50 50 50 50 50 50
C~

0i(g/L) 0 15 0 0 15 0
Cgiu(gIL) 0 0 15 0 0 15
CE(mg/L) 7 7 7 2,33 2,33 2,33

tiempo(rnin) Xtac
o o o o o o o
30 0,34 0,3 0,26 0,12 0,04 0,1
60 0,4 0,47 0,53 0,20 0,13 0,24

120 0,79 0,68 0,71 0,42 0,29 0,4

180 0,85 0,77 0,78 0,55 0,43 0,55
240 0,88 0,8 0,81 0,63 0,54 0,62
300 0,91 0,84 0,83 0,7 0,59 0,68
360 - 0,84 0,87 0,72 0,64 0,72
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Tabla 3.13.-Resultadosde la hidrólisis de lactosa a 40”C con la f3-galactosidasade K.
fragilis.

EXP LL48 LL49 LL5O LL5I LL52 LLS3 LL54 LLS5 LLS6 LL57
C¡0~(g/L) 75 25 75 50 50 50 50 50 25 50
Cgai(g¡L) 0 0 0 0 7,5 15 0 0 0 0
Cgiii(g/L) O O 0 0 0 0 7,5 15 0 O
CJmg/L) 11,65 11,65 7 7 7 7 7 7 7 4,6
tiempo(min) Xiac

O O O O O O O 0 0 0 0
5 0,14 0,26 0,06 0,08 0,1 0,06 0,09 0.1 0,18 0,06
10 - - 0,15 - - - - - 0,35 -
15 0,4 0,56 - 0,29 0,22 0,19 0,27 0,26 - 0,18
20 . - 0,29 - - - - - 0,63 -
30 0,67 0,85 - 0,52 0,46 0,39 0,46 0,47 - 0,36
40 - 0,53 - - - - - 0,86 -
60 0,81 - 0,71 0,75 0,64 0,62 0,69 0,7 - 0,62
90 - - 0,81 - - - - - - -
120 - - 0,86 0,87 0,84 0,75 0,86 0,86 - 0,81
180 - - - - - - - - - 0,84

Tabla 3.13.(eont.)-Resultadosde la hidrólisis de lactosaa 40
t’C con la ¡3-galactosidasade

K. fragilis.

EXP LL5S LL59 LL6O LL6J LL62 ¡ LL63 LL64 LLÚS LL66
C¡

5~(g/L) 50 50 25 50 50 50 50 50 25
Cg~i(g¡L) 15 0 0 0 5 15 0 0 0
Cgiii(g/L) 0 15 0 0 0 0 5 15 0
C5(mg/L) 4,6 4,6 4,6 2,33 ‘ 2,33 2,33 2,33 2,33 2,33

tiempo(min) Xia.
0 0 0- 0
5 - - 0,12 - - - - 0,07

15 0,17 0,2 0,33 0,09 0,05 0,04 0,08 0,07 0,19

30 0,3 0,35 0,55 0,17 0,14 0,11 0,19 0,17 0,36
60 0,46 0,55 0,81 0,33 0,3 0,22 0,32 0,31 0,59
90 - - - 0,44 0,43 0,3 0,45 0,4 -
120 0,66 0,72 0,82 0,51 0,53 0,4 0,5 0,5 0,82
180 0,8 0,83 - 0,65 0,6 0,51 0,62 0,62 -
270 - - - 0,71 0,73 0,6 0,82 0,66 -

¡29



Capítulo3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisisconlas enzimasen disolución

3.2.2.2.-Análisis de las velocidadesinicialesde reacción

Teniendoen cuentala influenciade las variablesanalizadasen la velocidadinicial

de reacción,r0, sepuederealizaruna discriminacióncualitativadel modelo cinético.En

las Figuras3.10 a 3.12 semuestrala variaciónde r0 con las concentracionesiniciales de

lactosa, de galactosay de glucosa,respectivamente,a diferentestemperaturas.

Los resultadosde la Figura 3.10 muestranque, al aumentarla concentraciónde

sustratoaumentamuy poco la velocidadinicial, por lo que se estácercade la zonadonde

la enzima está saturadade sustrato,existiendo el complejo ES en una concentración

muchomayor que la de la enzimalibre. El sustratodebeapareceren el denominadordel

modelo cinético. Las concentracionesde sustratoutilizadasestánpróximaso coinciden

con las de la leche de vacay el suero, que son de 50 y 75 g/L, respectivamente.Se

observa,también,quesegúndisminuyela temperatura,las velocidadesinicialesobtenidas

a distintasconcentracionesde sustratoseaproximanmásentresí, es decir, el ordende la

reacciónseaproximacadavez más a cero. En un modelo de Michaelis-Mentensimple,

estosupondríaque la constantede Michaelís,KM, aumentaal aumentarla temperatura,es

decir, quela afinidadde laenzimaporel sustratoesmenora mayorT.

En los resultadosque se muestranen la Figura 3. 11 seobservaque a todas las

temperaturasestudiadasla adición de galactosahaceque disminuyala velocidadinicial

de la reacción.Por tanto, la galactosaactúacomo inhibidor. La Figura 3.12 muestrael

efectode añadirglucosaal comienzode la reacción;seobservaque la glucosano parece

inhibir la reacción,ya queseobtienenlos mismosvaloresparala velocidadinicial cuando

estemonosacáridoseañadeo no al medio. Sólo en los experimentosa 5
0C aparececierta

inhibiciónpor glucosa.

Como consecuenciadel análisis realizado, los modeloscinéticos a considerar

seríanmodelosbasadosen el mecanismode Michaelis-Mentenque incluyeraninhibición

porgalactosa.En principio,podríadescartarsela inhibición porglucosa.
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Se han realizadouna seriede experimentospara analizarel efecto de los dos

anómerosde la galactosasobre la hidrólisis de lactosacon Lactozym.Flasehely col.

(1982) observaronque los dos anómerosde la galactosainhibían de forma distinta la

reacciónde hidrólisisde lactosacon ¡3-galactosidasade Aniger. En estecaso,los modelos

cinéticosque pretendanexplicar los resultadosexperimentalestienen que considerarla

reacciónde mutarrotaciónde la galactosacomo lateral e incluir términos de inhibición

distintosparacadauno de los anómeros.

Un testpropuestoporFlasehely col. (1982), sencillode llevar a cabo,consisteen

hacerreaccionesde hidrólisisde lactosaen mediosque contengangalactosaa tiempocero

en unadeterminadaconcentración.En un experimento,la galactosase añadeal mediode

reacciónvarias horasantesde añadir la enzima,con lo que en el medio hay a- y /1-

galactosaen equilibrio (unaproporciónaproximadade 33%de la especiea- y 66% de la

especie/1-). En otro, se aguardaa añadirla galactosaen polvo justo antesde añadir la

enzima,de formaque la galactosaestácomo suenantiómeroa, que es el que existeen el

azúcaren polvo. Si la inhibiciónpora- y /3-galesdistinta, la conversiónevolucionarácon

0.00 0.02 0.04 0.06

~(mol/L)
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el tiempo de reacciónde forma distintaen cadaexperimento.Los valoresde velocidad

inicial tambiénseránconsiderablementedistintos.

Se llevaron a cabo cuatro experimentosa dos concentracionesiniciales de

galactosa:15 y 25 g/L, manteniendoconstanteslas demásvariables: concentraciónde

lactosade 50 gIL, temperaturade 400C, concentraciónde enzimade 14 mg/L. En un

experimentocon 15 gIL de galactosay en otro con 25 gIL, sedejaron las solucionesde

azúcaresen BM durante24 horasparaque se alcanceel equilibrio dc mutarrotación.En

los dosexperimentosrestantes,seañadióla galactosaun poco antesde añadirla enzima.

En todoslos casossellevó a cabola hidrólisisde lactosasegúnel protocolodescritoen el

apartado2.2.4.

En la Figura 3.13 semuestracomo evolucionala conversióncon el productot’C
8

en estosexperimentos.En la Figura3.14 semuestrala velocidadinicial de reacciónfrente

a la concentracióninicial de galactosa.Si se observanambas fi guras, se llega a la

conclusiónde que no hay diferenciaentre los experimentosen los que se añadela

galactosaa tiempo cerode reaccióny aquellosen los que la a-galactosaestáen equilibrio

con la fi—galactosa. Por tanto, no se aplicaránmodelos en los que se distinga entre

anómerosde la galactosa,como sonalgunosde los modelosdesarrolladosen el apartado

3.1.2.
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3.2.2.3.-Discriminacióndelmodelocinéticoaplicandoel métododiferencial

Como se indicó en el apanado3.1.2.3, en este método hay que calcular la

velocidad de reacción, r, en cada punto de la curva C vs t obtenida en cada experimento

realizado en reactor discontinuo.

Para calcular r hay que derivarla curvaC vs t por algún procedimientonumérico.

En este caso, sc ha elegido ajustar la concentración de producto a una doble exponencial:

— C,~3t)= a (exp(—hí)— exp(—ct)) [3.77]

Calculando a, b y c porajustede los datosde cadaexperimentoporregresiónno

lineal (Marquardt, 1962). La velocidad de reacción a cada tiempo se obtiene corno:

r(t) = a (—bexp(—bt)+ eexp(—ct)) [3.78]

1. Linealizaci¿nde los modeloscinéticos

Los modeloscinéticosbasadosen el mecanismode Michaelis-Mentensepueden

linealizar por diversos procedimientos.Para ajustar los datos diferenciales (r, C)

obtenidospor derivación de los datos experimentales(C, t) se han utilizado modelos

cinéticostipo Michaelis-Mentenque, o no consideraninhibición ninguna,o consideranla

inhibición porsólo uno de los compuestosimplicadosen la reacción(modelosde la Tabla

3.2). Aunquesepodriadiscriminarentremodelosmás complejos,que incluyan más de

una inhibición, porque la inhibición por glucosa no está clara en el análisis de las

velocidadesiniciales. Por tanto, se aplicaránlos modelos más simples y, sólo si es

necesario, se incluirán en la discriminación modelos más complejos. No se discriminará

entremodelosque considerenuna inhibición distinta por los anómerosa- y 3- de la

galactosa, puesto que se ha demostrado que el efecto de estos dos anómeros sobre la

velocidadinicial de reacciónes el mismo,y tampocoseconsideraránmodeloscinéticos

que tenganen cuentala reacciónde transgalactosidación,ya que no se han observado

trisacáridosen los experimentosrealizadosen un porcentajemayor del 30 sobreel total

de azúcaresen cadamuestra.
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Para cadamodelo seproponenlas linealizacionesde Lineweaber-Burk,Hanesy

Fadie.Las ecuacionesquecorrespondena cadamodeloy acadalinealizaciónsemuestran

en las tablasde resultados(Tablas3.14 a 3.17). Los datosobtenidosa cadatemperatura

sirven para calcular la variable dependientey las variables independientesen cada

linealización. Luegose aplican a las variables obtenidasregresioneslinealessimpleso

múltiples, segúnhayauna o másvariables independientes.Se obtienenvaloresde los

parámetroscinéticosa cada temperatura,así como parámetrosestadísticos(t5, F) que

indican la bondaddel ajustey la confianzadel modelo linealizado,respectivamente.Los

resultadosobtenidos,así como las linealizacionesaplicadas,semuestranen las Tablas

3. 14 a3.17.

Para discriminar el modelo cinético más adecuadose utilizan los criterios

estadísticosy fisicos ya citadosen el punto3.1.3.2. En cuantoa los criterios estadísticos,

sepuedeobservarque los valoresde 2 obtenidosparalacorrelaciónson inferioresa 0,7,

llegando incluso a valoresde 0,06. Por tanto, el ajustey los parámetrosobtenidospor

linealizaciónno tienenvalidezestadística.Los valoresde F de Fisehersoninferioresen

muchoscasos al valor tabulado para un &ado de confianzaigual o mayor al 95%.

Aquellosparámetrosqueno cumplenlos criterios estadísticosy los valoresdeF inferiores

al valor tabuladoestánsombreadosen las Tablas3.14 a 3.17.

Los valores de los parámetrosobtenidos,pata cadamodelo por las distintas

linealizaciones,no coincidenentre sí. La variación del valor de los parámetroscon la

temperatura,cuandoéstosno sonnegativos,no siguela ecuaciónde Arrhenius.

Al aplicar la técnicade regresiónlineal en cadacasoseha consideradoque cada

dato (x, y) teníael mismo pesoen la regresiónque los demás,ya que, a priori, todos los

datos estánsujetosa la misma probabilidadde error. El uso de pesospuedemejorar los

resultados,pero a costade suponerque unos datosson más fiablesque otros y dar, por

ello, un mayorpesoen la regresióna unosdatosfrentea otros. Lineweavery Burk (1934)

consideraronel uso de pesosdiferentessegúnla concentraciónde sustratoparala que se

obtenia la velocidad de reacción, ya que los datos experimentalesobtenidos a

concentracionesde sustrato altas suelen ser más fiables que los obtenidos a

concentracionesbajas,así se obtienenparámetrosmásprecisos.El pesoaplicadoa cada
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dato esproporcionalar, lo que suponeque el error experimentalse comportaigual. Esta

suposiciónes discutible, ya que dependerá,al menos,del método de análisis utilizado

paraseguirla reacciónenzimática.

Aunquela aplicaciónde las lineaflzacionesa los modelostipo Michaelis-Menten

es muy común en la práctica(para 3-galactosidasas,ver Wadiak y Carbonelí, 1975;

Shukla y Chaplin, 1993 1 para enzimas en general: Price y Stevens,1980; Cornisli-

Bowden, 1995), debidoa los pobresresultadosobtenidosal utilizar las linealizacionesy

la regresiónlineal consiguientecon los datos experimentalessin considerarpesos,se

determinano aplicar más dichas linealizacionesparael estudiodel resto de reacciones

cuyo modelo cinéticosepretendedeterminar.

II. C’ólculo de narámetrospor regresiónno lineal

La regresiónno lineal es una técnicaque puedeaplicarsea los datosobtenidosa

unatemperatura(ajustea temperaturaconstante)o a todos los datosconseguidosa todas

lastemperaturas(ajustecon temperaturavariable).

Cuandolos datosqueseajustansondatosdiferenciales,(r, C), seha de calcularla

velocidad de reacción para cada par de valores experimentales (concentración, tiempo),

como ya seindicó anteriormenteen esteapanado.

Los modeloscinéticosqueseproponenparaajustarlos datosdiferencialesson [os

modelospresentadosen la Tabla3.2. Estosmodelosimplican la inexistenciade inhibición

o la existenciade inhibición por sustratoo por uno de los productos.Como seobservó

que la galactosaera el único compuestoque inhibía, no se necesitanmodeloscinéticos

máscomplejosparaajustarlos datosexperimentales.

1.- Ajustecon la temperaturaconstante

El ajustede los datosde cadaexperimento,conseguidosa temperaturaconstante,a

los distintosmodelospropuestoslleva a los resultadosde las tablas3.18 y 3.19, dondese

muestranlos parámetrosy el valor de la sumade residuosal cuadrado(SQR) obtenidos
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrólisis con las enzimas en disolución

paracadamodelo cinéticoaplicado,ademásdel intervalode confianzade cadaparámetro.

Los parámetrosque no pasanlos criterios fisicos o estadísticosestánsombreados.En la

Tabla 3.20, seresumeel cumplimientode los parámetrosde cadamodelo los criterios

estadísticosy fisicos yadescritosen el apartado3.1.3.2.

Rigurosamente,pasanlos criterios estadísticoslos modelos 1, 2, 5 y 9, y los

criterios fisicos, los modelos1 y 2. El modelo 8, aunquetiene dosparámetros(KM y K1)

que incluyen el cero en su intervalo de confianzaa dos temperaturas,esel modelo que

tiene unasumade residuos al cuadrado (SQR) menor, siendo casi la mitad del SQR del

siguientemodeloque mejorajusta,el modelo 10.

Seobservaque,paravarios de los modeloscinéticosprobados,los parámetrosKM

y K1 tiendena acoplarseentresí, es decir, la variaciónde cadauno influye en la variación

del otro durantela iteración.El resultadode estefenómenoesun mejorajustedel modelo

a los datosde cadatemperatura,pero larelaciónde los valoresde los distintosparámetros

a variastemperaturasno sigue unatendenciarazonable.Además,como en el modelo 8,

los parámetrospuedenincluir el cero en el intervalo de confianza.El modode evitar este

fenó-menoes obligar a los parámetroscinéticos a seguir una tendencialógica con la

temperatura,mediantela ecuaciónde Arrhenius,ajustandotodos los datosexperimentales

a todas las temperaturasa los modeloscinéticospropuestos,esdecir, se lleva a caboun

ajustecon la temperaturacomovariable.

2.- Ajustecon la temperaturacomovariable

En el ajustede los datos diferencialesa temperaturacomo variable se sustituye

cadaparámetrocinético de los modelos de la Tabla 3.2 por su expresiónsegúnla

ecuaciónde Arrhenius y se ajustan los datos diferencialesa las ecuacionesque se

obtienen.Los valoresde los parámetros,susintervalosde confianza,el SQRy el valor de

F de cadamodelo serecogenen las Tablas3.21 a 3.23. En la Tabla 3.24 se resumeel

comportamientode los parámetrosde cadamodelo con los criteriosestadísticosy fisicos.

Los parámetrosque no pasanlos criterios fisicos o estadísticosestánsombreadosen las

Tablas3.21 a 3.23.
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Analizandola Tabla 3.24, los modelosquepasanlos criterios estadisticosson los

modelos 1, 2, 3, 4 y 8. Los criterios fisicos (Ea dc la constantecinética > 0; valores

razonablespara todas las energíasde activación) los cumplen todos los modelos

propuestos.De nuevo,el modelo quemejorajustalos datosexperimentaleses el 8, siendo

su SQR casi la mitad del siguientemodelo en bondadde ajuste.En consecuencia,se

puedeelegir el modelo 8 para ajustarlos datos experimentales,lo que suponeque la

galactosa inhibe la hidrólisis de lactosa con 3-galactosidasade K. fragilis de forma

competitiva.

Se puede concluir que el ajuste con la temperaturacomo constante lleva a

resultadosque no tienenla suficienteconsistenciaestadísticacorno paradiscriminarel

modelo cinético,por lo que sehacenecesarioel ajustecon la temperaturacomovariable

parapoder llevar a cabola discriminacion.
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Capiuslo3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisisconlas enzimasen disolución

Tabla3.20.-Discriminaciónde modelos:Hidrólisis dc lactosacon laenzimade K.
frogilis. Método diferencial:regresiónno lineal de datosa temperaturaconstante

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS OBSERVACIONES
FíSICOS

Orden1(1) + S Pasa,SQR: 2,1 lO’ (1 j0)
Michaelis-Menten
simple (2)

k, +

SQR: 2,0 106 (100)KM + N\~

Michaelis-Menten
con inhibición por
lactosa(3)

k
2

SQR: 2,0 1 o~ (90)KM 0 (31) S (valoresmuy altos)

Michaelis-Menten
con inhibición
competitivapor
glucosa(4)

k2 S No pasa.
SQR: 8,4 ío-~ (50)KM O (iT) E

K O (IT) -

Michaelis-Menten
coninhibición
acompetitívapor
glucosa(5)

k2 + S No pasa.
SQR: 1,6 to~ (30)KM

K1
+ F
+ E

Michaelis-Menten
con inhibición no
competitivapor
glucosa(6)

k + S No pasa.
SQR: 1,3 io~ (7¡¡)KM O (21) E

K O (IT) fi

Michaelis-Menten
coninhibición
mixta porglucosa

(7)

k2 S Nopasa.K1»K’1.
SQI{: 1,3 ío~ (60)KM O (31) - 1

K1 o (31)
K’, 0(11) NV(valoresmuy altos)

Michaelis-Menten
coninhibición
competitivapor
galactosa<8)

k2
SQR: 4,1 io-

7 (10)KM 0(21) F
K

1 O (IT)

Michaelis-Menten
coninhibición
acompetitivapor
galactosa(9)

k2
KM
K1

Michaelis-Menten
con inhibición no
competitivapor
galactosa(10)

k2
SQR: 6,8 io-

7 (30)KM F
K

1 O (IT)

Michaelis-Menten
con inhibición
mixta por galactosa

12 + S No pasa.K~»K’1.
SQR: 5,2 ío

4 (20)KM 0(11) - 1

K O (IT)
0 (31) 13 (valoresmuy altos)

Clave: Criterios fisicos:

Criterios estadísticos:

IT fluctua ; 5 sube;B baja;NV no varia(segúnaumentalatemperatura)
- Parámetronegativo,le sigueel númerodc vecesque lo escon ese
modelo
o incluyeel cero enel intervalodeconfianza,le sigueel númerode
temperaturasen lasqueseda la circunstanciaconesemodelo
4 pasa

Observaciones~al valor de SQRle sigueel u0 deordendc mejora peorajuste,entreparéntesis,

146



=
-=

.=
-=

-=
.=

-=
-=

4-
~

ej
4

>
c~

Ñ
O

Ñ
O

’tr—
~

o
c

—
—

r—
—

O
e

n
C

I
e

~
O

C
a

->
~

~
05~

’-el
0

h
—

~
+

1
±
1

+
1

—
+

t+
l

—
—

‘tÑ
O

O
ÑO

Z
t

[unÑ
O

O
O

4~
C

l
~a>

.—
.—

4>~
—

h
-e

n
u

n
~

0
>

~

—
—

¡
¡

te
Ñ

o
a>

q
>

te
~

C
M

C
I

—
t

—
4

-
Ñ

O
’0

0
N

o

C
I

—
‘t

—
e

n
—

ÑO

—
—

e
n

+
1

+
1

—
¡

u
¡

a->
a

s
r—

‘.0
’4

C
Ite

¡-,C
I

s
c

C
I

o
—

te

o
e

o
~

~
F

-4
”

ti

-4
-.

a‘atiti“4ti4ti“4
—

-4

ti“4ti
taa‘ti

‘oe--)

o‘1)

a>Co
—

-5

ga>
-uCi

-ESta>C
i

oe-)

ccl
‘ooe-)cia>

‘-u‘o‘o

‘o‘o
-uccl

O-)
‘-u‘ooe--)

-a>
ti

-s-z
L

0
5

-
c
a

‘4
~

5

a>a
S

E
-c

i
a

C
I

e
ncici



ci

4
>

.—
’—

’
~O>c

e
ta

>
—

—

ej

Ñ
O

S
r~

o
c

—
~

~
Ñ

O
,-c

n
c
te

±
¡+

I±
¡±

<
A

;+
¡n

—
c
L

’’A
,~

‘e
n

~
[¡I~

ti

Ñ
O

S
r’

~
‘5

os
C

I’4
CI

~r5’<-
¡

—
o

~

-,--‘
~

—t¡Z
&

e
n

0
5

e
n

u
n

s
~

~
C

I~
cc~

;

,.~
.

E
L

Ñ
O

r~
~

C
Q

0
5

~
t

—
C

I

¡
S

rl
—

~

Ñ
O

’
—

0
0

Ñ
O

—

CIen8
’

en

~~
oc

ÑO

(-‘-

~

eej
~

-
o~

-~
~

~
:2

~
-‘—

4
—

e
jt

ci
~

.—
.~

c
e

+
I+

I+
i+

j+
k
’t

O
—

~0r—
Ú

Ñ
O

u
n

—
0

c.>.E
E

~
r&

~
r—

,
ci

Oej
ej

ci

¡
o

o
c
—

o
c
—

O
C

I~
C

I
o

~
‘t

¡J
-j

0
0

Ñ
O

ocSr

¡

4>~
‘O

a
~

—
~

O
>

t
~

Ce
C

e
->

->
+

+
1

L
)±

J
u

j

t~
O

>
a

>
(.~

~
0

te
e

n
C

I

C
I

C
I~

¡
Ñ

Ñ
O

05

oo
e

E
~

~~
,‘4

~
o,

ati

—
-4

a‘aCoti“4beti“4ae-->tia‘-aa‘ti

‘oe--)
Cio‘o

-uCia>Coaa>
‘uc

iSt
Cia>c
i

Ciooc
i

‘ooocdO-)
-u‘o‘o

‘o‘4
‘-u-zc

i

a>
-uCi,
oe-)

‘a>
ti

o
a

‘o
“4

a>aa

e
l

rsci
‘Oci



O

c
i

4>
ci

.~
e

j4
>

e
j’O

.~
ci

ci
<~>

4>

C
IO

~
o

c
C

I~
C

I4

~
.‘

0
te

e
n

Ñ
O

2
0

5
S

S
rC

I~
-o

s
Ñ

O
‘-~

n
Ñ

o
c
te

C
n

Ñ
O

0
0

c
¿

Ñ
O

S
r’-

o.’
t

C
l~

unC
I

—

O

..
te

‘1-

t

t

tE
~

Ñ
O

~
C

.’~
2

¡
¡

—
S

r
C

IC
I

eeej
‘4

a
O

a
t

flC
IÑ

O
O

S
r4

~
e

‘~+1
-¡-A

Ce~’
O)

.~
.a

a
.n

Ú
S

ro
s
c

~
4

.~
E

~
~

?
ej

e.>
ci

2

0
0

0
0

—
—

C
I

Ñ
O

005

1
1

1=—os

ÑO¡7—C
I

44>
‘4

—
a

o
~

a~
c.>ci

-osen
~

~
~

C
t,~

en0Ñ
O

C
I00

e.>
a->

ÑO
1=—

0
Sr

ci
05

os
—

—
—

e
j0

2
ej

¡
¡

tte

ÑO—

222

o
o

—

o,

ati

—
-4

a‘aCotietiae--Ati

‘-aa‘-aa—
ti

-ouo‘o

-uCia>Co
—

-4

bea“4
¼

—
>

a>
‘-uciStC

i
a>ci

e
-

oe--)
ci‘ooe--)cia>

-u‘o‘o

‘o‘o
-eAcda>
-u‘ooe--)

‘a>
ti

‘o
“4

‘ccl
a

‘4
0

)
ci

rsrsci
.0ci



Capitulo3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisis con las enzimasen disolución

labIa 3.24.- Discriminación de modelos: Hidrólisis de lactosacon la enzima de K.
fragilis. Método diferencial: regresión no lineal de datos a temperatura
variable.

MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES

Pasa
>0 SQR’—2,16 io~ (10”)

Pasa.

>0 SQR~2,l5 10~ (9”)

+ >0
+
+ >0 SQR=2,0610” (8”)
+
+ >0
+

<0

Michaelis-Menten Ln k~
coninhibiciónpor Ea/R
lactosa(3)

Pasa.
>0 SQR=l,161(Y” (30)

>0

Michaelis-Menter Ln k0
coninhibición EJR
acompetitivapor Ln KM
glucosa(5) EaM/R

LnK1
Eai/R

+

+ >0 SQR=l,88 to~ (7”)

+

+

+

O

Michaelis-Menten Ln k
coninhibición no Ea/R
competitivapor Ln KM
glucosa(6) EaM/R

LnK1
Eai/R

+

+ >0 SQR=l,61 106 (6”)

+

+

O

O

Michaelis-Menten Ln k0
coninhibición Ea/R
mixtapor glucosa Ln KM
(7) EaM!R

Ln K1
Eai/R
Ln K’~

No pasa.
>0 SQR’—l,22 l0~ (5”)

0 >0 (valormuy alto)

Clave: Criterios fisicos:

Criterios estadísticos:

Observaciones:

<O Parámetronegativo
> O Parámetropositivo
O incluyeel ceroen el intervalo de confianza
+ pasa

al valor de SQRle sigueel n” de ordende mejora peorajuste,entreparéntesis.
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Capítulo 3. Cinética de las reacciones de hidrólisis con las enzimas en disolución

Tabla 3.24(cont.).-Discriminaciónde modelos:Hidrólisis de lactosacon la enzimade
K. fragilis. Método
temperaturavariable.

diferencial: regresión no lineal de datos a

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS
FíSICOS

OBSERVACIONES

Michaelis-Menten
con inhibición
competitiva por
galactosa (8)

Ln k5, -1- Pasa.
SQR=5,47 í0~

7 (1’)

>0

Ea/R + >0
Ln K~

+ > 0

LnK
1 -b

Eai/R -4-

Miclíaclis-Menten
coninhibición
acompetitivapor
galactosa(9)

Ln k45 + No pasa.
SQR”l,18 10<’ (40)E}R -4- >0

Ln KM +

EaM/R

LnK1

+ > O
+

0 <0
Michaelis-Menten
con inhibición no
competitiva por
galactosa (10)

Ln k0 + No pasa.
SQRo-9,2 11 o~ (2”)

No pasa.
SQR~8,64 í0

4 (1 E’)

Fa/R + > O
Ln KM +

F.JM/R + >0
LnK

1 O

E~/R -1- >0
Michaelis-Menten
con inhibición
mixta por galactosa
(11)

La k1> +

Ea/R + >0
Ln KM +

>0E>M/R +

Ln K1 O
E,1/R -1- >0
LnK’¡ +

E’M/R -4- >0

Clave: Criterios tísicos:
O Parámetro positivo

Criterios estadisticos:
+ pasa

Observaciones: al valor de SQRle sigue el n” de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.

3.2.2.4.-Discriminacióndel modelocinéticoaplicandoel métodointetiral

El método integral es otro método para obtener los parámetroscinéticos y

discriminar entre varios modelospropuestos.Para aplicar este método es necesario

integrar las ecuacionesdiferenciales que ligan la velocidad de reacción con las

concentraciones.Esta integración da lugar a funciones donde la conversión o la

concentraciónde sustrato o producto son flínciones del tiempo, son las ecuaciones

cinéticas integradas. Los datos concentracióno conversión vs. tiempo se ajustan
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Capitulo 3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisis con las enzimasen disolución

a estasecuacionesporregresiónno lineal, ya que la concentracióny laconversiónquedan

como unafunción no lineal deltiempo.

Los modeloscinéticosque seutilizan paraajustarlos datosintegrales(C, t) son los

modelosutilizadosen la discriminaciónporel métododiferencial,propuestosen la Tabla

3.2. Como las ecuacionesdiferencialesde estosmodelosson complejasy su integración

analíticano es sencillani, en ocasiones,posible, serecurrea su integraciónnumérica,

acoplandoal algoritmo de regresiónno lineal una integraciónnuméricaporRunge-Kutta

de cuartoorden.

El métodointegralse ha aplicadotanto a datosobtenidoscon la temperaturacomo

constantecomo atodoslos datosa la vez(datoscon la temperaturacomovariable).

1 . - Ajustecon la temperaturacomoconstante

El ajustea temperaturaconstantede los datosintegralescon los distintosmodelos

cinéticospropuestoslleva a los resultadosde las Tablas3.25 y 3.26, dondesemuestran

los parámetroscinéticos, sus intervalos de confianza, la suma de residuosal cuadrado

(SQR) y el valor de F para cadamodelo ensayado.En la Tabla 3.27 se resumeel

cumplimiento de los parámetroscon los criterios estadísticosy fisicos del apartado

3.1.3.2.Los parámetrosque no cumplencon algún criterio semuestranen las Tablas3.25

y 3.26.

El análisis de la Tabla 3.27 muestraque sólo pasanlos criterios estadísticoslos

modelos1, 2, 6 y lo. A estosmodelosseles aplican los criterios fisicos y entoncessólo

pasanel modelo 1 y el 2, ya que los demástienen parámetrosque fluctúan con la

temperatura.Como en la discriminaciónporel métododiferencialcon regresiónno lineal

con la temperaturacomo constante,el modelo 8, aunquetiene dos parámetros(KM y K~)

que incluyen el cero en su intervalo de confianzaa dos temperaturas,es el que mejor

ajustalos datosexperimentales.La sumade residuosal cuadradode estemodelo es 1,07,

cuandola del segundomodeloporordende mejora peorajusteesde 1,41.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrólisis con las enzimas en disolución

Como ya se ha comentado,y como también sucedíaen el método diferencial,

cuandohay másde un parámetroen el denominadorde la ecuacióncinética,como es el

casode los modeloscon inhibición porsustratoo porcualquierade los productos,cuando

sc lleva a caboel ajustede los datosexperimentalescon la temperaturacomo constante,

los parámetrosdel denominador(KM y K1) se acoplan.Este hechoprovoca que los

parámetrosno varíencon la temperaturade forma lógica,por lo que sehacenecesarioel

ajustede los datosexperimentalescon la temperaturacomo variable.

2.-Ajustecon la temperaturacomovariable

En estecaso,los parámetroscinéticosse sustituyenpor sus expresionessegúnla

ecuación de Arrhenius, y se ajustan los datos experimentalesobtenidos a todas las

temperaturasa las ecuacionesobtenidas.

Las Tablas3.28 a 3.30 agrupanlos resultadosdel ajustecon la temperaturacomo

variable: valor de los neperianosde los términos preexponencialesy de las energíasde

activaciónjunto con sus intervalos de confianzay el SQR y el valor de F para cada

modelo cinético ensayado.La Tabla 3.31 resume el cumplimiento de los criterios

estadísticosy fisicos por parte de cada modelo. En estas tablas de resultados, los

parámetrosque no pasanalgún criterio estánsombreados.

Cuandoseajustantodos los datos a la vez, los modelosque pasan los criterios

estadísticosson los modelos 1, 2, 8 y 9. Los criterios lisicos los superantodos los

modelos,exceptoel modelo 7, que tiene un valor excesivamentealto de la energíade

activación de K1. El modelo 8, al igual que en la discriminación por el método

diferencial,esel quemejorajustalos datos experimentales,es decir, el quetiene un valor

dc SQRmásbajo (1,31 frentea 1,83 del siguientemodelo en el ordende mejor a peor

ajuste).Pareceel modelo másadecuadoparala hidrólisis de lactosacon ~-galactosidasa

de K. fragilis.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrólisis con las enzimas en disolución

Como en el método diferencial, el ajustede los datos experimentalescon la

temperaturacomo constanteno tiene suficiente consistenciaestadísticaparallevar a

cabola discriminacióndel modelocinético,por lo quehay querecurriral ajustecon la

temperaturacomo variable.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrólisis con las enzimas en disolución

Tabla3.27.-Tablade discriminaciónde modelos:Hidrólisis de lactosacon la enzimadc
K. fragilis. Métodointegral:regresiónno lineal de datosa temperatura
constante

MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO FíSICOS ESTADÍSTICOS

Orden 1(1) S + Pasa, SQR: 4,84(11”)

Michaelis-Menten Y, S
simple <2) KM NV

+ Pasa.

+ SQR: 3,80 (8”)

Michaelis~Menten k2 5
con inhibición por KM 5 (valores muy altos)
lactosa (3) K fi

+ No pasa.

(1 (3T) SQR: 3,76 (7”)

O (3T)

Michaelis-Menten 1<, S
con inhibición KM F
competitiva por E

+ No pasa.

0(21) SQR: 2,13 (5)

O (2T)

glucosa (4)
Michaelis-Menten k2 5
con inhibición KM E
acompetítíva por K fi

+ No pasa.

+ SQR: 4,00(9)

+

glucosa (5)
Michaelis-Menten k2 5
con inhibición no KM E
competitiva por E

+ No pasa.

+ SQR: 2,70 (60)

glucosa (6)
Michaelis-Menten k2 5
con inhibición KM E
mixta por glucosa K E
(7) 5 (valores altos)

1 No pasa. K1»~K’1.

O (31> SQI{: 4,01 (10”)

0(31)

O (2T)

Michaelis-Menten k2 5
con inhibición KM F
competitiva por K1 F

1 No pasa.

O (21) SQR: 1,07 (1”)

0 (21)

galactosa <8)
Michaelis-Menten k2 5
con inhibición KM F
acompetítiva por K E

+ No pasa.

. SQR: 1,91 (40)

O (iT)

galactosa (9)
Michaelis-Menten k2 5 1 No pasa.
con inhibición no KM E 1 SQR: 1,41 (20)
competitiva por K fi
galactosa (10)
Michaelis-Menten k2 5 + No pasa. K1»K’1.
con inhibición KM NV 0(31) SQR: 1,90 (3”)
mixta por galactosa K 5 0 (31)
(11) K’1 B (valores muy altos) O (3T)

Clave: Criterios físicos:

Criterios estadísticos:

IT fluctua ; 5 sube;Bbaja;Ny no varia (segúnaumentala temperatura)
Parámetro negativo, íe sigue el número dc veces que lo es con cse
modelo

o incluye el cero en el intervalo de confianza, le sigue el número de
temperaturas en las que se da la circunstancia con ese modelo
+ pasa

Observaciones: al valor de SQRle sigue el n” de orden de mejor a pcor ajuste, entre paréntesis.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrólisis con las enzimas en disolución

Tabla 3.31.- Discriminación de modelos: Hidrólisis de lactosa con la enzima de K.
fragilís. Método integral:regresiónno lineal de datosa temperaturavariable.

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS
FíSICOS

OBSERVACIONES

Orden 1 (1) Ln k0 + Pasa
SQR=5,48 (10”)E/R + >0

Michaelis-Menten
simple (2)

Ln k0 + No pasa.
SQR4,6l (90)

Ln KM
+ >0
o

. OItM¡R O
Michaelis-Menten
con inhibición por
lactosa (3)

Lo k<, + Pasa.
SQR=S,44 (II”)Ea/R -F >0

Ln KM +

EaM/R .y > O

>0

>0
No pasa.
SQI{=2,72 (4”)

>0

>0
Michaelis-Menten
con inhibición
acompetitiva por
glucosa (5)

Ln k, No pasa.
SQR~232 (5¡¡>Ea/R > O

Ln KM
E3M/R

Michaelis-Menten
con inhibición no
competitiva por
glucosa (6)

Ln k<, No pasa.
SQR=3,90 (8”)E]R > o

Lo KM
ESM/R > o

Ln K1
<0

Michaelis—Menten
con inhibición
mixta por glucosa
(7)

Ln k<~ No pasa.
SQR=3,18 (6”)Ea/R + >0

Ln KM +

E,M/R + > O

LnK1 O
Eai/R + > O

LnK’¡ 0

0 >0 (valor muy alto)

Clave: Criterios físicos:

Criterios estadísticos:

<O Parámetro negativo
> O Parámetropositivo
O incluye el cero en el intervalo de coiifianza
-i- pasa

Observaciones: al valor de SQRle sigue el n” de urden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Capítulo3. Cinéticade las reacciones de hidrólisis con las enzimas en disolución

Tabla 3.31 .(contj.-Discriminaciónde modelos: Hidrólisis de lactosacon la enzimade
K. fragilis. Método integral: regresiónno lineal de datosa temperatura
variable.

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS
FíSICOS

OBSERVACIONES

Michaelis-Menten
con inhibición
competitiva por
galactosa (8)

La k<~ + Pasa.
SQR’=l,34 (1”)E3/R + >0

Ln KM +

EHM/R 1- > 0

LnK~ +

+ > O

Michaelis-Menten
coninhibición
acompetitivapor
galactosa(9)

Ln k0 t Pasa.
SQR~2,44(3”)Ea/R F >0

Ln KM 1-

FaM/R + > O

LnK1 y

-y <0
Michaelis-Menten
coninhibiciónno
competitivapor
galactosa(10)

Ln k~ + Pasa.
SQR1,81(2”)E~/R + >0

Ln KM +

E0MIR + >0
Ln K1 *

EMIR + <0
Michaelis—Menten
con inhibición
mixta por galactosa
(11)

Ln k<~ + No pasa.
SQRs=3,65 (70)Ea/R >0

Ln KM +

EaM/R + >0

LnK1 O
Eai/R 0 <0
LnK’1 O
E’~1/R 0 >0

Clave: Criterios físicos:

Criterios estadísticos:

Observaciones: al valor

<0 Parámetronegativo
> O Parámetropositivo
O incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa
de SQRle sigue el a” de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.

3.2.2.5.-Discusión

Para discriminar entre los modelos cinéticos propuestosen la Tabla 3.2. y

aplicadosa la hidrólisis de lactosapor la ~-galactosidasade Kluyveromycesfragilis

(Lactozym) y obtenersus parámetros,se pueden utilizar dos métodos: diferencial e

integral. En primer lugar, seha aplicadoel método diferencial. El ajuste de los datos

experimentalesrequierederivarlos,por cualquiermétodo numérico. Los datos (r, C)

resultantesde la derivaciónsepuedenajustara varios modelossencillospropuestoscon

inhibición porun productoo porel sustrato(Tabla3.2).
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Capítulo 3. Cinética de las reacciones de hidrólisis con las enzimas en disolución

Como primera opción, se han aplicado regresioneslineales para obtener los

parámetroscinéticospara los distintosmodelospropuestos.Estos modelosse linealizan

siguiendo los métodosexistentespara la ecuaciónde Michaelis-Menten:Lineweaber-

Burk, llanesy Eadie. Los parámetrosque seobtienenparacadamodelo por las distintas

linealizacionesno coinciden.Los ajustessonmalos(r<O,9 en todos los casos);los valores

de F de Fiseherson más bajos de lo que requiere un nivel de confianzadel 95% en

muchosmodelos.Haymuchosvaloresnegativosde los parámetros,por tanto, sin sentido

fisico, en todos los modelos.Sepodríapensarquehay queaplicarotrosmodelos,pero los

resultadosson tan negativosque no pareceserésteel problema,ya que no hay mejoras

ostensiblesde un modelo a otro con los ya aplicados.Por tanto, la utilización de las

linealizacionesa los datoscinéticos,con la consiguientemanipulación,parapoder usar

regresioneslineales,no es un método aconsejableen este estudio y no se aplicará a

ningunode los sistemasde reacciónposteriores.

Como las ecuacionesdiferencialesque ligan la velocidadcon las concentraciones

son funcionesno linealesde estasúltimas, se puedenajustarlos datos r vs C mediante

regresiónno lineal. Los datosobtenidosse ajustaronde estamanera:primerose ajustaron

datosa la misma temperatura(ajuste con la temperaturacomo constante)y luego se

ajustarondatos a todaslas temperaturas(ajustea temperaturavariable). En los ajustesa

temperaturaconstanteseobservóque los parámetrosdel denominadorde las ecuaciones

diferencialesfluctuabannotablementecon la temperatura,cii vez de seguirunatendencia

concreta.Estefenómenoesdebidoa que estosparámetrosseacoplanentresi paraque se

ajustenmejor los datosde cadatemperatura.Paraevitarlo, seajustantodos los datosde

todas las temperaturasa la vez en el ajuste a temperaturavariable. Además, en la

discriminación de un número elevadode modelos que dan ecuacionesrelativamente

parecidas,es estadisticamentemás correcto y más esclarecedoraplicar la regresiónno

lineal con la temperaturacomovanable,porqueseimponeal sistemaunavariaciónlógica

de los parámetroscon la temperatura(Vrábel y coL, 1997). Al ap]icar regresionesno

lineales, los parámetrosobtenidosya tienen sentido fisico, obteniéndoseenergíasde

activación razonablescon varios modelosde los propuestosen la Tabla 3.2. Así que,

claramente, la linealización no es aconsejable,sino lo que es adecuadoes utilizar

regresionesno lineales cuandolas ecuacionesdiferencialesson funcionesno lineales.
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Tampocoparecemuy aconsejablediscriminarel modelo basándoseen los resultadosdel

ajustecon la temperaturacomo constante.El modelo elegidopor el método diferencial

utilizando regresiónno lineal y ajustea temperaturavariable es el modelo 8: inhibición

competitivaporgalactosa.

La aplicación a los datos experimentales(que son datos C vi. t obtenidosen

reactordiscontinuo)del métodointegralevita la derivaciónnuméricade estosdatos.Por

lo tanto, es necesarioun método numéricoparaintegrar la ecuacióndiferencial de cada

modelo.Los datossehanajustadoa los distintosmodelosporuna regresiónno lineal que

sigue el algoritmo de Marquardt al que se ha acopladoun algoritmo de integración

numéricaporRunge-Kuttade cuartoorden. Seajustanlos datoscon la temperaturacomo

constantey con la temperaturacomo variable, y se observael mismo fenómenode

acoplamientoque seobservabaal aplicarel métododiferencial,por lo que se puedellegar

a lamismaconclusión:lo másadecuadoparadiscriminarel modelocinéticoesajustarlos

datosde todas las temperaturasa la vez. El ajustede los datoscon la temperaturacomo

variablelleva aelegir el modelo 8, igual queporel métododiferencial.

Posteriormente,seutilizan los valoresde los parámetrosdel modelo 8 conseguidos

mediantela aplicación del método diferencial a temperaturavariable para generar,

utilizando un programaque tenga implementadoel método de integraciónde Runge-

Kutta de cuarto orden, valores de conversiónde lactosa para cadavalor de tiempo

experimental,que se puedencompararcon las calculadasen el ajuste de los datos

experimentalesX vs t porel métodointegral a temperaturacomo variable.Además,con

la X experimental,sepuedecalcularel SQRencadacaso.El SQR al que se llega en la

simulaciónque utiliza los parámetrosobtenidosporel métododiferenciales 1,34, cuando

el SQR conseguidopor el método integral es 1,31. En la Figura 3.15 se observala

tendenciade los residuosdebidosal cálculo de X con los parámetrosobtenidospor los

métodosdiferencial e integral. Utilizar el método diferencial no es más útil para la

discriminacióndel modelo cinéticoqueusarel métodointegral y si exigeun pasomásde

cálculo,el cálculo de las velocidades.En consecuencia,a partir de aquí sólo se aplicaráel

métodointegralparaladiscriminaciónde los modeloscinéticosen los siguientessistemas

reaccionantes.
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Resumiendolos resultadosobtenidospor el método integral aplicado con la

temperaturacomovariable,los modelosque incluyen la inhibición porglucosa(modelos

4 a 7) no ajustanbien los datos,aunquemejoran el ajusterespectoa Michaelis-Menten

simple. Estos modelostienenvarios parámetrosque incluyen el cero en su intervalode

confianza.Dc los modelosque incluyen la inhibición por galactosa(modelos8 a II), el

modelo que mejor ajustalos datos (menorSQR) esel modelo 8. Además,los intervalos

de confianzade los parámetrosde estemodelosonlos másestrechos.

El análisisde las velocidadesiniciales indica quela inhibición parecesermenora

mayortemperatura,lo que lleva a un aumentode K1 al aumentarla temperatura,esdecir,

que Eai es positiva, lo que está de acuerdocon lo obtenido en el modelo 8 y en

desacuerdocon lo que indica el modelo 9, que es el quemejor ajustatras el modelo 8. La

ecuacióncinéticaquecorrespondeal modelo 8 es la siguiente:

k2 CE C,0~ [3.79a]

K Cgo¡
M C K¡g¿,¡

donde:

( 5870±441’l
k = expyll,30±1,55—-— T

)

KM = 12854+1223 10110±6200) [3.79b]

Y’ T

K¡gal exp~24,58±13 96—9001±6230

)
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Con el modelo seleccionado(ecuaciones[3.79 a] y [3.79b]) sehan reproducido

los resultadosexperimentalesde las Tablas3.9 a 3.13. Los valorescalculadossemuestran

con líneacontinuaen las figuras dondesemuestrala conversiónen funcióndel producto

Cu (Figuras3.16 a 3.22)
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Figura 3.15.-Análisisde residuoscon los parámetrosdel métododiferencialy del
integral.
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3.2.3.-Modelocinéticode la hidrólisis deONPG

Unavez detenninadaslas condicionesóptimasde pH, composicióndel tampónBP

y temperaturaparamantenerla actividady la estabilidadde la enzimaduranteel tiempo

queduracadaexperimento,y con el objetode estudiarel efecto de la temperaturay de las

concentracionesde los compuestosimplicadosen la cinéticade la reacciónde hidrólisis

de ONPG con la fl-galactosidasade K. fragilis (Lactozym),se llevaron a cabo una serie

de experimentos,en los quesevarió la temperaturaentre5 y 40”C (siendola temperatura

máxima de trabajo los 40” C por producirse desactivacióntérmica de la enzima a

temperaturassuperiores),la concentraciónde ONPG entre0,25 y 1 g/L, la concentración

inicial de galactosaentre O y 15 g/L y la dc ONP entreO y 0,25 g/L. Estosexperimentos

se llevaron a caboutilizando unaconcentraciónde enzimade 0,7 mg/L.

3.2.3.1.-Resultadosexperimentales

Los experimentosrealizados,así como los resultadosobtenidos,son los que se

reflejan en las Tablas3.32 a 3.35. Las gráficasX vs t CEN/IMA se presentanen las Figuras

3.27 a 3.35.
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Tabla3.32.-Resultadosde la hidrólisis de ONPG a5”C con la f3-galactosidasade K.
fragilis.

EXP LOl L02 L03 L04 - LOS L06 - L07 L08L09
CoNpc(g/L) 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 - 1
Cga¡(g/L) O - 0,3 - O 0,15 15 0 0 0,6 - 150•0 •0 0 0,25 0 0 0
CoNP(g/L) O
t¡empo(m¡n) XONPG

o o 0 0 O O 0 0 0 0
3 0,061 0,06 0,03 0,04 0,01 0,02 0,04 0,29 0,03
6 0,148 0,15 0,12 0,08 0,03 0,07 0,04 0,07 0,05

10 0,26 0,24 0,13 0,17 0,05 0,09 0,12 0,07 0,10
15 0,40 0,37 0,25 0,22 0,13 0,17 0,13 0,15 0,12
20 0,50 0,43 0,29 0,32 0,11 0,18 0,20 0,18 0,17
30 0,56 0,57 0,42 0,41 0,18 0,31 0,27 0,27 0,29
60 0,77 0,72 0,64 0,66 0,29 0,45 0,52 0,46 0,49
90 0,79 0,84 0,79 0,75 0,43 0,62 0,64 0,58 0,60

120 0,86 0,78 0,76 0,8 0,47 0,66 0,71 0,7 0,70

Tabla3.33.-Resultadosde la hidrólisis de ONPGa 25”C con la ~-galactosidasade K.
fragilis.

EXP LOtO bu L012 L013 L014 LOiS
CoNpG(g/L) 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 1
Cgai(g/L) 0 0 0 15 0 0
CoNP(g/L) 0 0,05 0 0 0,25 0
tiempo(min) XON¡ Pc.

o o o o o o o
3 0,28 0,18 0,21 0,08 0,10 0,16
6 0,50 0,36 0,40 0,16 0,31 0,28

10 0,68 0,45 0,58 0,27 0,4 0,42
15 0,78 0,6 0,75 0,36 0,57 0,58

20 0,83 - 0,82 0,45 0,58 0,67
25 - - - 0,54 0,6 0,71
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Tabla3.34.-Resultadosdelahidrólisis de ONPG a30”C con la [1-galaetosidasade K.
Jragilis.

EXP L016 L017 LOIS
CONpG(g/L) 0,25 0,5 1

CgadIgIL) O O O

CoNP(g/L) O O O

tiempo(m¡n) XON PC

O o o O
3 0,41 0,3 0,22

6 0,68 0,56 0,41

10 0,85 0,7 0,59

15 0,85 0,71

Tabla3.35.-Resultadosde la hidrólisisde ONPGa40”C con la ¡3-galaetosidasade K.
fragílis.

EXP LOI L020 ¡ L021 - L022 L02 - L024 L02 L02 L027

CoNPc.(g/L) 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 - 0,5 - 1 1

Cgai(g/L) 0 0,3 0 0 - 0,15 15 0 0 0,6

CoNp(g/L) 0 0 0,5 0 - 0 0 0,25 0 0

tiempo(min) XoNP(;
=

o o o o o o o o o o
3 0,51 0,42 - 0,38 0,32 0,26 0,25 0,16 0,12

6 0,8 0,72 0,61 0,63 0,56 0,51 0,46 0,3 0,26

10 0,96 0,88 0,66 0,76 0,74 0,62 0,6 0,4 0,38

15 1 1 0,83 0,8 0.76 0,64 0,67 0,51 0,51

20 - [ - 10,82 J0~83 [o,ÉJ 0,69 ¡o~6s1o~s9I 0,6
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3232- Análisis de las velocidadesiniciales

Para analizar el efecto de la concentración inicial de sustrato y de las

concentracionesiniciales de los productosen la velocidadinicial de reacción,r0, se ha

calculadodichavelocidaden cadaexperimento,segúnlo expuestoen el apartado3.2.2.2.

Posteriormente,se ha representador0 frente a la concentración de ONPG para

concentracionesiniciales de productosigualesa cero en la Figura 3.23. En las Figuras

325 y 3.25, serepresentar0 frentea la concentraciónde cadaproductoa concentración

inicial de ONPG0,5 gIL.

La influencia de la concentracióninicial de ONPC sobrela velocidadinicial de

reacciónsemuestraen la Figura 3.23. Seobservaque, al aumentarla concentraciónde

ONPG la velocidadde reacciónaumenta,pero no proporcionalmente,sino que parece

acercarsea un valor máximo de la velocidadinicial de forma asintótica,por lo que el

modelo cinético que ajuste los datos representaríauna cinética intermediaentre orden

cero y orden uno. A temperaturasbajas,al aumentarla concentraciónde ONPG inicial,

apenasaumentala velocidadinicial de reacción,por lo que la cinéticaes similar a unade

orden 0. Al aumentarla temperatura,la diferenciarelativa entrevelocidadesiniciales

cuandoaumentala concentraciónde sustratose hacemayor, con lo que la cinéticase va

aproximandoa una de orden uno. Por lo mismo, la KM pareceaumentaral aumentarla

temperatura,es decir, que disminuye la afinidad de la enzimapor el sustrato en ese

sentido.

En la Figura3.24 seobservael efectode la concentracióninicial de galactosaen la

velocidadinicial de reacción.Añadirgalactosaal mediode reacciónal comienzo,implica

una disminución en la velocidad inicial de reacción, por lo que la galactosaes un

inhibidor. Lagalactosainhibe siemprequeestéen unaconcentracióninicial muchomayor

que el sustrato,lo que lleva a la conclusiónde que la enzimatiene muchamás afinidad

porcl ONPGque por la galactosa,a pesarde que se podríapensarque la galactosaentra

más en el centroactivo de la enzimaque el resto aromáticoONP, segúnel mecanismo

propuestoparala acciónde las ~-galactosidasas(Wallenfeldsy Weil, 1972). Además,se

observaque la inhibición disminuye al aumentarla temperatura,tendenciacomún en
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muchasenzimassegúnse acercana su temperaturaóptima de actividad. Este hecho

implica queK1 gal aumentacon la temperatura.

La Figura 3.25 presentael efecto de añadirONP al comienzode la reacción.Se

observaque, al añadirONP en una concentraciónsimilar a la del sustratoal medio de

reacción,se producea una velocidadmenor comparadacon la que se consiguesin la

presenciade esteproductode reacción,por lo quetambiénesun inhibidor. El ONP inhibe

muchomásque la galactosa,o sea,sefija a la enzima,ya como complejoo como enzima

libre, aunqueesteen unaconcentraciónbaja,de la misma magnitudque la concentración

inicial de sustrato. Se observaque la inhibición por este producto parecedisminuir al

disminuir la temperatura,esdecir,quela K1 CNT’ aumentaal disminuir T.
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Los modeloscinéticosa considerardeberíanincluir la concentracióndc ONPC en

el denominadory unostérminosen el denominadoren los que setenganen cuentaque la

galactosay el o-nitrofenol son inhibidores de la reaccióndc hidrólisis enzimáticadel

ONPG.

325.3.-Discriminacióndel modelocinético

En estepunto, y como ya se decidió en el apartado3.2.2.2, se aplica el método

integral, ajustandolos datosexperimentalesa los modeloscinéticos entre los que se

discriminapor regresiónno lineal a la que se ha acopladoun método de integración

numéricaporRunge-Kutta.

Se discriminaentrelos modeloscinéticospropuestosen las Tablas3.2 y 3.3 Los

modelosde la Tabla 3.3 sonmodelosque consideranla inhibición por los dosproductos

de la reacción.Estos modeloscinéticosse utilizan paraajustarlos datosexperimentales

(C, t) por regresiónno lineal teniendo en cuentadatos obtenidosa cada temperatura

(ajustecon la temperaturacomoconstante)o ajustandotodoslos datosa la vez(ajustecon

la temperaturacomo variable).

Ajustecon la temperaturacomoconstante

En las Tablas 3.36 a 3.39 se muestranlos resultadosobtenidosal aplicar la

regresiónno lineal a datos a cada una de las temperaturas:parámetroscinéticosy sus

intervalosdc confianza,la sumade residuosal cuadrado(SQR) y el valor de F paracada

modelo cinético.En la Tabla3.40 semuestrael cumplimientode los criteriosestadísticos

y fisicos aplicadospor cadamodelo. En las Tablas 3.36 a 3.39, los parámetrosqueno

pasanalgúncriterio estánsombreados.

Los modelosquepasanlos criterios estadísticossonlos modelos1, 8, 9, 10, 12, 18

y 20. Al aplicarlos criterios físicos a los modeloscinéticos,los modelosque superanlos

citadoscriterios son los modelos1 y 10.
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cumplen algún criterio fisico o estadístico están sombreados. En la Tabla 3.44 se muestra

el grado de cumplimiento de los criterios estadísticos y fisicos por parte de los parámetros

de cada modelo cinético.

Con la temperatura como variable, pasan los criterios estadísticos los modelos 1,

2, 4, 5, 8, 9, 10, 13, y 15. Los criterios fisicos (Energíade activación de la constante

cinética del numerador mayor que cero; valores razonables de las energías de activación)

los pasantodos los modelosensayados.

El modeloquemejorajusta(con el menorvalor de SQR: 1,28)esel modelo 15. El

modelo 12 es el siguiente modelo que mejor ajusta, con un valor de SQRde 1,56. El

modelo 1 5 tiene unos parámetros con intervalos de confianza másestrechosque los del

modelo 12. Por estas dos razones, el modelo 15 parece el más adecuado para ajustar los

datos de la reacción de hidrólisis de ONPGcon Lactozym.

Comoya sucedía en el caso de la reacción de hidrólisis de lactosa con Lactozym,

el ajuste de los datos experimentales con la temperatura como constante no permite la

discriminación ¿elmodelo cinético, por teneruna fiabilidad estadísticabaja. Hay que

recurrir al ajustede los datos con la temperatura como variable, para poder discriminar de

forma razonabk entre los modelos cinéticos propuestos. Por esto, en los sistemas de

reacción siguientes sólo se van a ajustar los datos experimentales por el método integral

con ajuste cori la temperatura como variable.

3.2.3.4.-Discusión

P~s-aelegir el modelo final, se han utilizado las conclusionesdel análisis de las

velocidades iniciales y del ajuste a temperatura variable por el método integral. Como el

modele 12 pronosticaunosvaloresde K1 gal y de K1 ONPcrecientes con la temperatura,

parecequeel modelo másadecuadoes el modelo 15, que pronosticaunavariaciónde K1

gal cr:cientecon la temperaturay una variaciónde K1 ONP decrecientecon la temperatura,

de 7Lcuerdo a la que se observaen el análisis de las velocidadesiniciales. Además, el

medelo15 tieneun SQRde 1,28 frenteal SQR de 1,56 del modelo 12. En la Figura3.26
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El modeloque tieneel SQRmenores el 18, seguidode cercapor cl 15 y por el 12,

por eseorden(susrespectivosvaloresde SQR son: 0,74; 0,78 y 0,79). Como el modelo

18 pasatodos los criteriosy es el quetiene mejorSQR total, pareceserel másadecuado.

Los únicosmodelosque seeliminan en estaetapason los modeloscon inhibición mixta

por ONP y por galactosa (modelos 7 y 11), porque los resultados obtenidos con estos

modelos son mucho peores que con los demás: estos modelos tienen cuatro parámetros,

pero sus valores de SQR son iguales o mayoresque los dc los modelos con tres

parámetros; varios de sus parámetros incluyen el cero en sus intervalos de confianza a

variastemperaturasy, además,la constanteK’1 tieneun valor muchomayorquela K1, por

lo que el término del denominador en el que está dicha constante se hace despreciable y el

modelo que contempla la inhibición mixta se transfomm en uno de inhibición

competitiva.

Muchos modelos (todos menos cl 1, el 2 y el 10) tienen parámetrosen el

denominador (KM, K1 o K1 gal y K1 ONP) que se acoplan,variandoal unísonodurantela

regresión. El acoplede los parámetros provoca que dos o más dc ellos evolucionen hacia

valores similares que, en general, carecende sentido físico. Este hecho falsea la

discriminaciónquese realizacon el ajustecon la temperaturacomo constante,por lo que

no es fiable, y hay que recurrir al ajuste de los datos con la temperatura como variable

paradiscriminarel modelo cinéticoadecuado.

2.- Ajustecon la temperaturacomovariable

Parallevar a caboel ajustede los datosexperimentalescon la temperaturacomo

variable se sustituyecadaparámetrocinético por su expresiónsegúnla ecuaciónde

Arrhenius. Luego, se ajustan todos los datos de todas las temperaturas con la ecuación de

cada modelo cinético, en la que se han sustituido los parámetros por sus expresiones

segúnArrhenius.

Los resultados del ajuste con la temperaturacomo variable:neperianosdc valores

preexponenciales y energias de activación con sus intervalos de confianza, el valor de

SQR y el valor de E, semuestranen las Tablas3.41 a 343, dondelos parámetrosqueno
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semuestrael análisisde residuoscalculadocon el modelo 15. Como sepuedeobservar,la

mayoriade los valorescalculadosapartirdel modelocinéticoelegidotienenmenosde un

1 0 % deerrorrespectoa los valoresexperimentales.Sin embargo,hay varios casosen los

que los erroressuperanel 15%.La ecuacióncinéticadel modelo 15 es:

k2 CE CÚNPG
[3.80a]

KM i gal 1 ONP(~+ Kiga¡) + K,ONP)

donde:

( 12160±4203
¼ expj34,0O±13,20— T )

exp~ 34+13,52~8141±3700)

( 2883±1704 ~
ex~~6~29±6~l4— T ) [3-80 b]

K¡¿) ~, exp(—35,86+1423±8085 ±3982

)

Se hanreproducidolos resultadosexperimentalesde las Tablas3.32 a3.35 con el

modeloelegido(ecuaciones[3.80a] y [3.80b]). Los valoresobtenidosde la reproducción

serepresentancomolineascontinuasen las Figuras3.27 a 3.35.
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Capitulo 3. Cinéticadelas reaccionesdehidrólisiscon las enzimasendisolución
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Figura3.26.-Análisisde residuoscomparandolos datosexperimentalescon los valores
calculadosa partir del modelo 15.
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Capitulo 3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisis conlas enzimasendisolución

Tabla 3.40.-Discriminación de modelos: Hidrólisis de ONPG con enzima deK. fragilis.
Métodointegral:regresiónno lineal de datosatemperaturaconstante

MODELO PARA-
[METRO

CRITERIOS
FISICOS

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

OBSERVACIONES

Orden 1 (1) S + + Pasa.
SQR=3,31(200)

Michaelis-Menten
simple(2)

k2 E + No pasa.
SQR2,62(18”)KM F O (lT)

Michaelis-Menten
cnn inhibiciónpor
ONPC(3)

k2 S (a40
0C valoralto) O (2T) No pasa.

SQR~2,29(17”)KM F O (3T)
F (a400C valorbajo) O (3T)

Michaelis-Menten
con inhibición
competitivapor
ONP (4)

k
2 E + No pasa.

SQR1,60(11”)KM E O (2T)
E O (IT)

Michaelis-Menten
con inhibición
acompetitivapor
ONP (5)

k2 E O (2T) No pasa.
SQRI,68(12tKM F O (2T)

K> F O (2T)

Michaelis-Menten

con inhibición no
competitiva por

ONP(6)

k2 E
SQR=l,59 (l0~)KM F O (lT)

K 13

E O (2T)Michaelis-Menten
con inhibición
mixta por ONP (7)

k2 No pasa.
SQR2,16(160)KM S + O (3T)

K,

Michaelis-Menten
coninhibición
competitivapor
galactosa(8)

k2
SQRI,90(13”)KM 1-

K F

Michaelis-Menten
coninhibición
acompetitívapor
galactosa(9)

k2 E
SQR’”2,O7 (15”)KM 13± +

K E

Michaelis-Menten
coninhibición no
competitivapor
galactosa(10)

k2 E Pasa.
SQR=l,96(14”)KM 13 + +

1<~ B + +

Michaelis-Menten
con inhibición
mixta por galactosa
(11)

k2 E + No pasa.
SQR2,70(19”)KM B + +

K - 1 0 (2T)
K’> E (valoresaltos) O (2T)

Clave: Criterios fisicos:

Criterios estadisticos:

F fluctua; 5 sube;8 baja(segúnaumentala temperatura)
- Parámetronegativo,le sigueel númerode vecesque lo es con ese
modelo
o incluye el ceroen el intervalode confianza,le sigue el númerode
temperaturasen las que seda la circunstanciaconesemodelo
+ pasa

Observaciones: al valor de SQRle sigueel n” de ordendemejorapeorajuste,entreparéntesis.
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Capitulo 3. Cinéticade las reaccionesdehidrólisis conlas enzimasen disolución

Tabla 3.40.(cont4-Discriminación de modelos: Hidrólisis de ONPG con enzima de K.
fragilis. Método integral: regresión no lineal de datos a temperatura
constante

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
FÍSICOS

CRITERIOS OBSERVACIONES
ESTADÍSTICOS

Michaelis-Mentencon
inhibicióncompetitiva
por ONP y competitiva
por galactosa(12)

F No pasa.
SQRO,79(3¡¡)KM S + O (lT)

K>~>~ 13 + O (IT)

K ONU n~ +

Michaelis-Mentencon
inhibicióncompetitiva
porONP y acompetitiva
por galactosa(13)

E O
O (iT)

No pasa.
SQR”0,97(7’>)KM 13 +

K¿ga> 8 + O (IT)
+K QN? E

Michaelis-Mertencon
inhibicióncompetitiva
porONPy no
competitivaporgalactosa
(14)

E -, No pasa.
SQR=O,88 (5”)KM 13 + O (IT)

K~5>1 B +
K QN>

Michaelis-Mentencon
inhibición acompetitiva
por ONP y competitiva
por galactosa(15)

Michaelis-Mentencon
inhibición acompetitiva
porONP y acompetitiva
por galactosa(16)

KM O<IT) SQR”t,78 (2>)
Kígí

ONU

KM B -+ O (3T) SQRO,98(8”)
Ki5ai B -f- +
K QN? E

E
O (2T)

Michaelis-Mentencon
inhibición acompetitiva
por ONP y no
competitivapor galactosa
(17)

O (2T) No pasa.
SQR””O,91 (6’>)KM E O (2T)

Kigai
K ONU O (lT)

Michaelis-Mentencon
inhibición no competitiva
por ONP y competitiva
por galactosa(18)

+ No pasa.
SQRO,74 (1”)KM +

K151> +

ONU

Michaclis-Mentencon
inhibición no competitiva
por ONP y acompetitiva
porgalactosa(19)

+ No pasa.
SQRÁ 49(9”)KM 4

K~> E
QN? -2 0 (IT)

Michaelis-Mentencon
inhibiciónno competitiva
por ONP y no com-
petitivapor galactosa
(20)

E + No pasa.
SQR’W,8O(4”)KM B + +

Kgíí E +
K1 QN? 13 +

Clave: Criterios fisicos:

Criterios estadisaicos:

F fluctua ; 5 sube;B baja(segúnaumentala temperatura)
- Parámetro negativo,le sigue el número de veces que lo es con ese

modelo
O incluyeel ceroen el intervalo deconfianza,le sigueel número de

temperaturas en las que se da la circunstancia con ese modelo
+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n” deorden de mejora peorajuste,entreparéntesis.
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Capítulo 3. Cinéticade las reaccionesde hidrólisiscon las enzimasen disolución

Tabla3.41.-Parámetroscinéticos de lahidrólisisde ONPGcon enzimade K. fragilis en
disolución. (Método integral, regresión no lineal, Tcomo variable)

MODELO Orden1
(1)

Michaelis-
Menten simple

(2)

Michaelis-Menten con
inhibición por ONPG

(3)
Ln k0 34,56±0,87 2999 + 1 20 29,45±12,45
EaIR 12687±136 11310±342 10569±6582
Ln KMO - 2653 + 640 25,48±16,40
EaMIR - 9651±2060 9826±8964
Lii K>o 9~53t12~?
Eai/R $649
SQR 4,98 3,85 3,79
E 1478 1357 698

MODELO Michaelis-Menten
con inhibición
competitivapor

ONP (4)

Michaelis-Menten
con inhibición

acompetitiva por
ONP (5)

Michaelis-Menten con
inhibición no

competitiva por ONP
(6)

Ln k0 2933 ±2,32 32,90+ 1 92 30,71 ±2,32
E2IR 10975±700 12058±5644 11413±684

LIIKMO 2653+11,00 26,54+724 2653+542
E~MtR 9651±3600 9651±2142 9651±1698
Ln K10 10,04±6,76 -36,92±640

5139±2000 -8636±1900 ~Z24t2t4
SQR 2,40
F 1050 1039 896
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Capitulo 3. Cinéticade las reaccionesde hidrólisis con las enzimasen disolución

Tabla 3.42.-Parámetroscinéticos de la hidrólisisde ONPGcon enzimade K. fragilis en
disolución. (MétodointegraL regresiónno lineal, Ti-orno variable)

MODELO Michaelis-Menten
con inhibición

competitiva por
galactosa (8)

Miehaelis-Menten
con inhibición

acompetitiva por
galactosa (9)

Michaelis-Menten con
inhibición no

competitiva por
galactosa (10)

Lii k,¶j 29,46+120 2978±120 29,45±1,18

EaIR 11128±346 11226±354 11122±354
LnKMO 26,53+2605 2641 ±696 26,96+420
EaM/R 9649±8520 9678±2000 9653 ±1244
LnK10 12,24+896 -2597+816 11,85+930
Eai/R 4534±2618 6642±2404 4409±2746

SQR 3,06 3,26 3,08
F 856 809 851

MODELO Michaelis-Menten con
inhibición

competitiva por ONP
y competitiva por

galactosa (12)

Michaelis-Menten con
inhibición competitiva

por ONP y
acompetitiva por

galactosa (13)

Michaelis-Menten con
inhibición competitiva

por ONP y no
competitiva por
galactosa (14)

10878±2742 10888±2634 10527±2289
Lii KMO 24,65+930 26 53 + 8,32 2456+ 1022

E2MIR 9069±2600 9652±2564 9121 ±2750
LnK¡~¡o 11,42±7,60 -25,48±8,24 1425±789

Eatg~</R 4429±2260 -6333±2843 6821 ±4523
LnKIONPO 8,02±7,14 1016+7,96 989±496

E~íoNp/R 4503±2164 5183±1732 5125±1875
SQR 1,56 1,76 1,83
E 1049 947 1037
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Tabla 3.43.-Parámetroscinéticos de la hidrólisisde ONPG con enzimadeK. fragilis en
disolución. (Métodointegral, regresiónno lineat T comovariable)

MODELO Michaelis-Menten

con inhibición
acompetitiva por

ONPy competitiva
por galactosa (15)

Michaelis-Menten con

inhibición acompetitiva
por ONPy

acompetitiva por
galactosa (16)

Michaelis-Menten con

inhibición acompetitiva
por ONPy no competitiva

por galactosa (17)

Lnko 3400+13,20 3262±1170 32,58+1280

EJR 12160±4203 11939±4282 11924±4524
Ln KMO 2230±13,52 >—5~k i41~Út~ 26,53±15 06
EaM/R 8141±3700 5~ltaB4Z4 9651±3428
LflKigaio 629+6,14 -2756+560 -6,55±600

Eaigai/R 2893±1704 -6956± 1700 4
Ln K¡o~po -35,86 + 1422 -3598 + 15,40 -35,89 + 1504

EaIONP/R -8085± 3982 -8313 ±3502 -8280±3826

SQR 1,28 1,82 1,80
E 1301 1137 1129

MODELO Michaelis-Menten

con inhibición no
competitiva por ONP

y competitiva por
galactosa(18)

Michaelis-Menten con

inhibición no
competitiva por ONP y

acompetitiva por
galactosa (19)

Michaelis-Menten con

inhibición no competitiva
por ONP y no competitiva

por galactosa (20)

Lnko 30 12+22,10 3041+2116 30,31+2216
E2/R 11209±4690 11296±4234 11267±4336
LnKMO 2653+12,06 2653+1348 26,53±1184
EaMIR 9651±4182 9651±4096 9651±4126

Lii Kigaio 1243+12,20 -678+1332 4,~t 2q~?
EaigailR 4736±2106 -9888± 1850 ~47:oJ~-Q$~
Lii K¡oNpo -677±6,04 -2529+678 -670+634

Eai ONP/R 6295±1900
SQR 1050 953 948
F 1,94 2,14 2,14
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Tabla 3.44.- Discriminación de modelos: Hidrólisis de ONPGcon enzima de K. fragilis.
Método integral: regresiónno lineal de datosa temperaturavariable.

Michaclis-Menten
simple (2)

M ichaelis-Menten
con inhibición por
ONPO (3)

Michaelis-Menten
con inhibición
competitiva por
ONP (4)

Ln k<,

E>M/R
Ln k0

Ln k,,

Eh kl

Ln k<,

+

.4-

+

o
‘1-

>0

>0

Pasa.
SQR=3,85(17»)

No pasa.
SQR-=3,79 (16”)

Pasa.
SQR=2,40(lo”)

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS
FISiCOS

OBSERVACIONES

Orden 1(1) Ln k<> + Pasa.
SQR=4,98 (18”)E1/R + >0

E>/R + >0
LnKM +

E>IR .f•• > O

Ln KM -1-

E2M/R + Y> o

Ln K> O

EJR + >0
LnKM +

E1M/R + Y> O

FJ/R + >0
Ln KM +

EJM/R

LnK1

+ >0
+

Ln KM +

+
• >0

Ln K1 .4

Miehaelis-Menten
con inhibición
acompetitiva por
ONP (5)

Michaelis-Menten
con inhibición no
competitiva por
ONP (6)

Michaelis-Menten
con inhibición
competitiva por
galactosa (8)

EJIR
Ln k<,

Lo KNI

3½K>
£aVR

Ln k0
E1/R

+

+

+

+

o
o
+

‘1•

+

>0

<0

Y> O

>0

c O aprox. 200

<-0

>0

Pasa -

• SQR=2,60(II”)

No pasa.
SQR=2,85(12”)

Pasa.
SQR=3,06(15”)

Clave: Criterios físicos:

Criterios estadisticos:

Observaciones: al valor

<O Parámetronegativo
> O Parámetro positivo
O incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

de SQR le signeel nadeordende mejor a peor ajustc, entre paréntesis.
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Tabla 3.44(cont.).-Discriminaciónde modelos: Hidrólisis de ONPG con enzimade K.
fragilis. Método integral: regresión no lineal de datosa temperatura
variable.

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS
FíSICOS

OBSERVACIONES

Michaelis-Menten
con inhibición
acompetitiva por
galactosa (9)

Ln k9 Pasa.
SQR3,26 (14”)E1/R >0

Ln KM
EIM/R

Ln K1

Michaelis-Menten
con inhibición no
competitiva por
galactosa (10)

Ln k<> Pasa.
SQR3,08 (13”)~ + >0

Ln KM
EIM/R

+

+ >0

LnK> +

+ >0
Micliaclis-Menten
con inhibición
competitiva por
ONPy competitiva
por galactosa (12)

Ln k0 + No pasa.
SQR=i,59(1”)E2IR + >0

Ln KM +

EíM/R O Y> O

Ln K1 gal +

E11 511/R + >0
LnKIONP +

E2, oNP/R + Y> O

Michaelis-Menten
con inhibición
competitivapor
ONP y acompetitiva
por galactosa(13)

Ln k0 + Pasa.
SQR=’I,76 (4”)E2/R ‘4 >0

Ln KM +

EIM¡R + Y> O

Ln ~<1g~i +

E1> gaVR + <0
LnKIONP +

E11 oNpIR + >0
Michaelis- Menten
con inhibición
competitiva por
ONPyno
competitiva por
galactosa (14)

Ln k0 + No pasa.
SQR=l,63 (3”)E2/R + >0

Ln KM +
EIM/R 0 >0
Ln K> gal +

E1> gí>/R + <0

LnKIONP +

E1, oÑpIR + Y> O

Clave: Criterios físicos:

Criterios estadisticos:

Observaciones:

<O Parámetronegativo
> O Parámetropositivo
o incluye el ceroenel intervalo deconfianza
+ pasa

al valor de SQRle sigue el n” de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Tabla 3.44(cont).-Discriminaciónde modelos: Hidrólisis de ONPG con enzima de K.
fragilis. Método integral: regresiónno lineal de datos a temperatura
variable.

MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES

Michaelis-Menten
coninhibición
acompetitivapor
ONP y competitiva
por galactosa(15)

Ln k~
E1/R
3½ KM

Pasa.

(6”)

EIM/R

Ln K> gal

Michaelis-Menten
con inhibición
acompetitiva por
ONPy acompetitíva
por galactosa (16)

Lii k<>
E1/l{ >0

No pasa.
SQR-=Q82

Ln KM
L151/R
Ln K1 gal
E~ 531/R

La K1 ONU
~í[ 05kR

Michaelis-Meuten
con inhibición a-
competitivapor
ONP y no
competitivapor
galactosa(17)

Ln k No pasa.

SQR-t80 (5”)E>/R >0
Ln KM +

E1~1/R +

3½ K1 gal +
E11 gíi¡R 0

LnKboNP +

E1> ONP/R +

Michaelis-Menten
con inhibición no
competitiva por
ONPy competitiva
por galactosa (18)

Ln k0 + No pasa.
SQRI 94(7”)EJR + -0

Ln K5> +

EMIR +

Ln K> gal +

E1>ga>/R +

LII KIONP +

~ Q5~,’R 0 <0 (muy bajo)
Michaelis—Menten
con inhibición no
competitiva por
ONPy acompetitiva
por galactosa (19)

La k<> +

>0 SQR2,14 (8¡¡)E]R -b

Ln KM +
E1M/R +

Ln K> gal +

E1> gaí/R +

t.n K> olgg +

E11 ()NI¡IR +

Clave: Criterios fisicos:

Criterios estadísticos:

<O Parámetro negativo
> O Parámetro positivo
O incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones: al valor de SQRle sigue el it de orden de mejor a peor -ajuste, entre paréntesis.
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Tabla 3.44(cont.).-Discriminaciónde modelos: Hidrólisis de ONPG con enzimade K.
fragilis. Método integral: regresiónno lineal de datos a temperatura
variable.

MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO ESTADÍSTICOS FíSICOS

Michaelis-Menten
con inhibición no
competitiva por
QN? y no
competitiva por
galactosa (20)

Ln k0 + No pasa.
SQR2,14 (9”)E>IR + >0

Ln K~ +
E»>/R + >0
Ln K¡ O
E1/R 0 <0

LnK~ +
Eai=/R O <O

Clave: Criterios fisicos:

Criterios estadísticos:

<0 Parámetronegativo
> O Parámetropositivo
O incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigueel n” de ordende mejora peorajuste,entreparéntesis.
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3.3. - MODELOS CINÉTICOS DE LAS REACCIONES DE HIDRÓLISIS CON f3-

GALACTOSIDASA DE Eseherichiacali EN DISOLUCIÓN

Tambiénsehan estudiadolas reaccionesde hidrólisis de lactosay de ONPG con

una9-galactosidasade E> colí, descritaen el apartado2.1.1. Al igual que con la enzimade

K. fi-agilis, se han realizado unos experimentos previos para determinar las condiciones

idóneasdeactividady estabilidadde la enzimay, posteriormente,se ha llevado a caboel

estudiocinéticode las reaccionesde hidrólisiscitadas,

3.3.1.-Experimentosprevios

Estos experimentos se han realizado con el objeto de conocercomo influyen

ciertas variables intrínsecasdel medio en la actividad y estabilidadde la enzima. Es

necesarioestableceren quécondicionesla enzimaesactivay estable,al menosduranteel

tiempo que duranlos experimentoscinéticos, antesde procederal análisis del modelo

cinético.

Para los experimentos de hidrólisis de lactosa se empleó el tampón BM, cuya

composición se detalla en el apartado 2.2.2. Se utilizó como tampón para los

experimentos de hidrólisis de ONPGel tampón fosfato potásico50 mM pH 7,0 con

MgCI2 1 mM y mercaptoetanol5 mM, denominadotampónHP, ya elegidoparala enzima

de K.fragilis (apartado3.2.1.1).De hecho,estetampónestárecomendadoen la literatura

paralaenzimadc E. coli, exceptoqueel fosfatoutilizado essódico,no potásico.

Se realizaronvarios experimentospara observarcúal es la influenciade varios

cationesmetálicossobrela actividadde la enzimade E. coil. Estoscationesseañadieron

al tampón HP seleccionadoen una concentración0,1 mM, utilizando como blanco el

tampónHP sin añadirleningún catión. El resultadode estosexperimentosde medidade

actividad se puede ver en la Figura 3.36. En dicha figura se observa que la ~3-

galactosidasade E. coli es escasamenteactivadapor casi todos los iones, excepto el

manganeso,quelograactivarlaun 15 %.
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Influenciadel pH y del tampónseleccionadoen la actividadde la enzima

Sehaestudiadoel efectodel pH sobrela actividadde la enzimaparadeterminarel

pH óptimo para estaenzima, tanto en la hidrólisis de ONPG como en la de lactosa,

empleandotamponesBP y BM. La forma de procederya se ha explicado en los

apartados2.2.4.1.y 3.2.1.2parala enzimade K. fragilis>

En las Figuras3.37 y 3.38 se representala variacióndc la velocidadinicial con el

pH en la hidrólisis de lactosa y ONPG, respectivamente,empleandoen amboscasos

tamponesBM y BP. En el caso de la enzimaprocedentede E. ccli, seobservaque, en la

hidrólisis de lactosa,la actividadde la enzimaen BP esmayor que en BM y que el pH

óptimo esaproximadamente6,5 en amboscasos(Figura 3.37). En la Figura 3.38 puede

verse que, si se utiliza ONPG como sustrato,el pH óptimo podria dependerdel tampón

empleado,pero no la actividadmáxima:con BM, el pH óptimo ronda el valor dc 7,0 y

con BP, se aproximaa 7,5. Como sepuedeobservar,el pH óptimo varíacon el sustrato

utilizado.

Influenciadel pH en la estabilidadde la enzima

La estabilidadde la enzimacon el pl-! sehaestudiadode modoanálogoa como se

hizo con la enzima de K. fragilis en el punto 3.3.1>3,realizandounaseriede experimentos

siguiendoel protocolodescritoen el punto 2.2.4.3. La enzimade E. ccli resistemejor el

pH ácidoquela deK.,fragilis y suactividadseconservamejora pH levementebásico,pH

8, como sepuedeobservaren laFigura3.39.

Influencia de la temneratura en la estabilidad de la enzima

Paraanalizarla influencia de la temperaturaen la estabilidadde la enzimade

E. ccli sehan llevado a cabo experimentosa 40, 45, 50 y 55”C, utilizando paramedir la

actividad de la enzimaJa reacciónestándarde hidrólisis dc ONPG en BP. Paraello se

añaden50 ml de una disolución de 50 g/L de lactosaen BM a un Erlenmeyercon una

concentraciónde enzimade 4,66 mg/L, se van tomandomuestrasa diferentestiempos

para medir la actividadde la enzima.Se sigue el procedimientodescritoen el apartado
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2.2.1 y en el 3.2.1.4. En la Figura3.40 sehan representadolos resultadosobtenidosde

actividadresidualvstiempo.

De los resultadosmostradosen laFigura3.40 parala fl-galactosidasade E. coli sededuce

que la temperaturamáximaque debeemplearseen los estudioscinéticosesde 400C, A

estatemperaturalaenzimaapenaspierdeactividad,al menosen un intervalode tiempo de

5 horas.
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Figura3.36>-Actividad de las enzimasfrentea distintosionesdivalentes.
Actividadresidualvs ión añadidoa BP.
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3.3.2.- Modelo cinético de la hidrólisis de lactosa

Una vez seleccionadoslos intervalos dc pH y temperaturaóptimos para que la

actividadde la enzimaseaalta y sc mantengaduranteun periodode tiempo razonable,se

ha llevado a cabo el estudio de la cinética de la hidrólisis de lactosa en BM con 3-

galactosidasade E. coli. Para ello, se han realizado experimentosa temperaturasde

reacciónentre5 y 40”C, concentracionesde lactosaentre25 y 75 gIL, concentracionesde

enzimaentre2,3 y 7 gIL y concentracionesinicialesde productos(glucosay galactosa)

entreO y 15 gIL.

3.3>2.1.-Resultadosexperimentales

Los experimentosrealizadosserecogenen las Tablas3.45 a 3.47 y los resultados

obtenidosse muestranen las Figuras 3.45 a 3.50, como conversiónde lactosa vs. el

productotC17.

Tabla3.45.-Resultadosde la hidrólisisde lactosaa5”C con la 3-galactosidasade E. coli.

EXP CLI CL2 CL3
Ciac(g/L) 50 50 50
Cgai(g/L) O O O
Cgiii(g/L) 0 15 0
CE(mg/L) 2,33 3,5 7

tiempo(min)
o o o o

120 0,02 0 0,02

330 0,04 0,025 0,05

1260 0,12 0,12 0,26
1500 0,13 0,16 0,29
2730 0,13 0,21 0,43

3420 0,16 0,29 0,5
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Tabla 3.46.-Resultadosde la hidrólisis de lactosaa 25”C con la 3-galactosidasade E.
cok.

EXP CL4 CL5 CL6 CL7 CLS CL9 CLJO CLil
Ciac(gJL) 25 50 50 50 75 50 50 50
Cgai(gIL) 0 15 0 0 0 0 15 0
Cgiu(g/L) 0 0 15 0 0 0 0 15
Cr(mglL) 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 7 7 7

tiempo(miu) Xra.

o o o o o o o o o
30 - - - - - 0,04 0,02 0,02

60 0,03 0,01 0,01 0,03 0,01 0,04 0,02 0,02

120 - - - - - 0,09 0,05 0,07

180 0,15 0,09 0,026 0,06 0,05 0,17 0,10 0,08

210 - - -

300 0,29 0,11 0,05 0,13 0,09 - - -

390 - - -

420 - - -

450 0,49 0,19 0,1 0,21 0,12 - - -

8>70 0,84 0,41 0,19 0,41 0,28 - - -

1080 0,91 0,50 0,29 0,51 0,32 - - -

1350 0,98 0,60 0,32 0,66 0,41 - - -

Tabla3.47.-Resultadosde la
coli.

hidrólisisde lactosaa 400C con la 3-galactosidasade E.

EXP CL12 CL13 CL14 CLiS CLI6 CL17
Ciac(g/L) 50 50 75 50 50 25
Cga,(g/L) 0 15 0 0 0 0
Cg¡¡j(g/L) 0 0 0 0 15 0
CE(mg/L) 3,5 3,5 3,5 7 7 7
tiempo(min) Xiac

0 0 0 0 0 0 0
30 0,03 0,01 0,01 0,12 0,09 0,21

60 0,08 0,04 0,02 0,24 0,17 0,45

120 0,21 0,13 0,05 0,44 0,30 0,87

180 0,3 0,24 0,14 0,62 0,41 0,98
240 0,39 0,35 0,19 0,76 0,52 0,97

300 0,51 0,50 0,28 0,88 0,61 0,90

360 0,61 0,56 0,35 0,91 0,65 -
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3.3.2.2.-Análisis de las velocidadesiniciales

El objeto del análisisde las velocidadesinicialeses dar una ideade los modelos

cinéticosque puedensermásadecuadosparaexplicar los resultadosexperimentalesde la

reacción en estudio. Sirve, por tanto, para realizaruna discriminacióncualitativa del

modelo cinético.

Paracalcularlos valoresde las velocidadesiniciales, r0, en cadaexperimento,los

datos C vs t se ajustana una función y la velocidadinicial se obtienepor derivación

analiticaa t=0, como ya seindicó en el apartado3.1.3.

En la Figura 3.41 se muestrael efectode la concentracióninicial de lactosasobre

la velocidad inicial de reacción. Se observa que r<> apenas varia al aumentar la

concentracióninicial de lactosa.Estehechosugiereque el ordennetoparael sustratoes

próximo a cero,al menosen el intervalo de concentracionesestudiado.Esteefectoes más

acusadoal disminuir la temperatura.En el modelo de Michaelis-Menten,este hecho

supondríaque la constanteKM aumentadaal aumentarla temperatura.

La Figura 3.42muestrala influenciadc la adición de galactosaal comienzode la

reacciónen lavelocidadinicial. Seobservaque lavelocidadinicial de reaccióndisminuye

cuando la concentracióninicial de galactosaaumenta.Es decir, la galactosatiene un

efecto inhibidor. La pendientede las rectasen la Figura3.42 no varíaconla temperatura.

En la Figura 3.43 seobservael efectoqueproduceañadirglucosaal mediode reaccióna

tiempo cerosobrela velocidadinicial de reacción.Comparandolas Figuras3.42 y 3.43,

se observa que la glucosa inhibe más que la galactosa.Para un mismo valor de

concentraciónde galactosay de glucosa,la velocidadde reaccióndisminuyemáscon la

adición de glucosa. Además, la pendientede las rectasde la Figura 3.43 disminuyeal

aumentarla temperatura.Por tanto, la inhibición debida a la glucosadisminuyecon el

aumentode temperaturay, por tanto, la constantede inhibición, K1 gli, deberíaaumentar

segúnaumentala temperatura.
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3.3.2.3.-Discriminacióndel modelocinético

El métodoutilizado paradiscriminarel modelo cinético es el métodointegral. Al

analizar,porestemétodo,los datosde las reaccionesde hidrólisis de lactosay ONPGcon

Lactozym,se concluyóqueel procedimientode ajustarlos datosobtenidosa temperatura

constantepodiadar resultadosno válidosparadiscriminar el modelo cinético, ya que

careciade fiabilidad estadística.En el estudiocinético empleandola enzimade E. coli,

portanto,no seaplicaráel ajustecon la temperaturacomoconstante,sino queseajustarán

todos los datos experimentalesrecogidosen las Tablas 3.45 a 3.47 con la temperatura

como variable.

De acuerdoal análisisrealizadode las velocidadesiniciales, los modeloscinéticos

a considerardebenteneren cuentael efecto de inhibición de la glucosa,sin descartarla

inhibición porgalactosa.Los modelosanalizadosen primer lugarson los que semuestran

en laTabla 3.2, queconsideranporseparadola inhibición de cadaproducto.En estecaso,

P esglucosao galactosa.
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Los parámetroscinéticosde cadamodelo secalculanmedianteregresiónno lineal

acopladaa una integraciónnumérica(Runge-Kutta),tal como se realizó en el punto

3.2.2.3. En las Tablas3.48 y 3.49 se presentanlos parámetroscinéticosobtenidospara

cada modelo, su intervalo de confianzay la suma de residuosgenerada(SQR). Los

parámetrosque no pasan los criterios fisicos o estadísticosdel punto 313.2 están

sombreados.En la tabla 3.50 se resumeel cumplimiento de los criterios estadísticosy

fisicosporpartede los parámetroscinéticosobtenidosen cadamodelo.

Analizando laTabla3.50seobservaque losmodelos1,2, 5 y 6 pasanlos criterios

estadisticos. Los criterios fisicos los cumplen todos los modelos.Los modelos que

consideran inhibición mixta por glucosa o por galactosatienen varios parámetrossin

significación estadística,pues incluyen el cero en sus intervalos de confianza.Por tanto,

aunqueel modelo 7 es el que menor residuo genera, se ha eliminado porque tiene 4

parámetros en cuyos intervalo de confianza seincluye el cero. El modelo que pasalos

criterios estadísticosy fisicos y generael menorresiduo ( SQR =0,27) es el modelo 6,

aunquesin grandesdiferenciasrespectoal modelo 5 (SQR = 0,28). En consecuencia,no

sepuedeelegir en estafasecuál esel modelomásadecuadoentrelos modelos5 y 6.

Los modelos que incluyen inhibición por galactosano cumplen los criterios

estadísticosya que incluyen el cero en el intervalo de confianza de la constantede

inhibición. Por tanto, en adelante,no seconsideraránaquellosmodelosen los que haya

inhibición porgalactosa,lo quepermiteobviarlos modelosde la Tabla3.3.

3.3.2.4.-Discusión

Del análisisrealizadode las velocidadesiniciales se deduceque el modelo debe

serde tipo Michaelis-Mentencon inhibición por glucosay, posiblemente,la inhibición

porgalactosano sepuedeeliminarcompletamente.

Al analizar los datos experimentalesX vs tCE por el método integral y con la

temperatura como variable, se deduceque puededespreciarsela inhibición porgalactosa,

ya quelas constantesde inhibición de esteproductono tienensignificadoestadístico.
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Por el contrario, los modelos de la Tabla 3.32 que consideraninhibición por

glucosa son los que dan parámetrosestadisticamentemás fiables y generanmenor

residuo, lo que confirma los resultados cualitativos obtenidos del análisis de las

velocidadesiniciales.

El modelo finalmenteseleccionadoha sido el modelo5 dc la Tabla3.2, aunqueno

sepuedediscriminar claramenteentre este modelo y cl modelo 6, ya que se obtienen

residuossimilares.Sin embargo,al compararlos resultadosde aplicar los modelosque

suponeninhibición acompetitivae inhibición no competitivapor glucosaa los datoscon

la enzimainmovilizaday con la enzimalibre, se escogeel modelo 5. Esta decisiónse

basaen que, en ambos casos, los modelos con inhibición competitiva tienen varios

parámetros que incluyen el cero en el intervalode confianzay el modelo con inhibición

no competitivaporglucosaque seriaadecuadoen el casodc la enzimainmovilizadatiene

dos parámetros que no pasan los criterios estadísticos. Sólo los modelos que incluyen

inhibición acompetitiva por glucosa son adecuados fisica y estadisticamente tanto para la

enzimalibre cornoparala inmovilizada,por lo queseránlos seleccionados.

El análisisdc los residuoscalculadoscon los valoresobtenidosdel modelo 5 y los

datosexperimentalesse muestraen la Figura 3.44. Se puedeobservarque la diferencia

entre el valor calculadoy el experimentales menordel 10% en la mayorparte de los

puntos,no observándosetendenciaalgunaen los residuos.El modelo cinéticoelegidose

daen las ecuaciones[3.81a] y [3.81b]:

1<, C~ Ch’> [3.81 a]

KM + CIOÚL 1 + ¿~
donde:

ki=exj13~71±0~60—7239±lSOj

( 4894±1840
K~, ~exPyl 1,32±5,94— •~• T ) [3.81 b]

=132 1007±596
K =e 1,28—~ JIT
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Con el modelo seleccionado(ecuaciones[3.81a] y [3.81 b]) se han reproducido

los resultadosexperimentalesde las Tablas3.45 a 3.47. Los valorescalculadosde la

conversiónde lactosaen función del productot-Cp. semuestrancon línea continuaen las

Figuras3.45 a 3.50.
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Figura3.44.-Análisis de residuoscomparandolos datosexperimentalescon los valores
calculadosapartir del modelo 5.
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Tabla 3.48.-Parámetroscinéticosde la hidrólisisde lactosacon la enzimade E. coIl en
disolución. (MétodointegraL regresiónno lineal, Tcomovariable)

MODELO Orden 1
(1)

Michaelis-
Menten simple

(2)

Michaelis-Menten con
inhibición por lactosa

(3)
Lnk0 15,454070 13,26+043 1458+056
E1/R 7168±2250 7200±1264 7301±1720
Ln KMO - 29,48 + 24 00 5,~7 *9,60
EaNI/R - 10754±7420 2609±286S
Ln K10 -

E~1lR 4901 2750
SQR 2,91 0,76 0,68
F 846 1844 1353

MODELO Michaelis-Menten
con inhibición

competitiva por
glucosa (4)

Michaelis-Menten
con inhibición

acompetitiva por
glucosa (5)

Lnk~ 1324+056 1371+060
EaIR 7134±1680 7239±180
LnKMO 4hZ 0900 1132+594
E2MIR 563 >4~I~~ 4894±1840
La K10 1Gfl~7$ fI 1 32 + 1 28
E,11R 6003 iE240~ 1007 ±596
SQR 0,37 0,28
E 2463 3500

MODELO Michaelis-Menten
con inhibición no
competitivapor

glucosa(6)

Michaelis-Menten
con inhibición

mixta porglucosa
(7)

Lnk0 1353+058 1333+065
Ea/It 7189±164 7136±202

Ln KMO 10 53 + 5 80 18;99i t
23~2O

KM/It 4717±1696 7506±7428
Ln K

10 225 + 1 80 1639 t2~;82
E111R 1253±564 6065±9012
Ln K’10 340013 65
E’11/It 1431 ±1056
SQR 0,27 0,26
E 3513 3513
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Tabla 3.49.-Parámetroscinéticos de lahidrólisis de lactosacon la enzimade E. coli en
disolución.(MétodointegraL regresiónno lineal, Tcomovariable)

MODELO Michaelis-Menten
con inhibición

competitiva por
galactosa(8)

Michaelis-Menten
con inhibición

acompetitiva por
galactosa(9)

Lnk0 13,37+030 1318±062

Ea/R 7231±130 7175±184
- YA 27,42+2340

10109±7400

Ln K10 20:42t1t2M

Ea¡/R- ?»~ ~6ih~.»
5$40t3Q

400
SQR 0,75 0,75
E 1271 1228

MODELO Michaelis-Menten
con inhibición no
competitiva por
galactosa (10)

Michaelis-Menten
con inhibición

mixta por
galactosa (11)

Lnk
0 13,47+054 1321+054

Ea/R 7247±156 7247±387
Ln KMO 1 9 9,~WF 4112
EaM/R 4 4$ 4tp; U>
Ln K10 $$“>i>$:> >1~2S~

~>2y~t45V62
Ln K’10 -

E’ai/R -

SQR 0,75 0,70
F 1225 1248
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Tabla3.50.-Discriminaciónde modelos:Hidrólisis
Método integral:regresiónno lineal de

de lactosacon la enzimade E. coIl.
datosatemperaturavariable.

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS
FISICOS

OBSERVACIONES

Orden 1 (1) Lnk5 + Pasa.
SQR: 2,91 (1 1”)+ >0

Michaelis-Menten
simple <2)

Ln k0 + Pasa.
SQR: 0,76(10”)Fa/R + >0

LnKr« 1

EaM/R + > O

Michaelis-Menten
coninhibiciónpor
lactosa(3)

Ln k1, + No pasa.
SQR: 0,68 (5>)E>/R + >0

Ln KM o
EaM/R

LnK1

0 >0
O

EMIR 0 >0
Michaelis-Menten
con inhibición
competitiva por
glucosa (4)

Ln k0 + No pasa.
SQR: 0,37(4’>)E>/R + >0

Ln KM o
> 0F1M/R O

LnK1 0
Eai/R 0 >0

Michaelis-Menten
con inhibición
acompetitiva pnr
glucosa (5)

Ln k0 + Pasa.
SQR 0,27 (2”)VR + >0

Ln KM +
EaM/R + > O

LnK1
Eai/R

+

+ >0

Michaelis-Menten
con inhibición no
competitiva por
glucosa (6)

Ln k0 + Pasa.
SQR: 0,27 (3<)

No Pasa.
SQR: 0,26(1”)

E~/R + >0
Ln KM +

F~NI/R + > O

LnK1 +

EMIR + >0
Michaelis-Menten
con inhibición
mixta por glucosa

<7)

Ln k(, +

VR + >0
Ln KM O

E>M/R + >0
Ln K1 O

0 <0
LnK1 O

+ <0

Clave: Criteriosfisicos: ~ O Parámetro negativo
> O Parámetropositivo

Criterios estadísticos: O incluye el cero en el intervalo dc confianza
+ pasa

Observaciones: al valorde SQR le sigueel n” de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Tabla3.50.(cont.)-Discriminaciónde modelos:Hidrólisis de lactosaconla enzimade
Ecoli. Método integral:regresiónno lineal de datosatemperatura
variable.

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS
FíSICOS

OBSERVACIONES

Michaelis-Menten
coninhibición
competitivapor
galactosa(8)

Ln k0 + No pasa.
SQR: 0,75 (71E>/R + > O

Ln KM o
EaM/R O > O

Ln K1 O
EM/R 0 >0

Michaelis-Menten
coninhibición
-acompetitivapor
gatactosa(9)

Ln k<, + No pasa.
SQR: 0,75 (8”)E~/R + >0

Ln KM +
EaM/R + > O

LnK1 0
EMIR 0 >0

Michaelis-Menten
coninhibición no
competitivapor
galactosa(10)

Ln k<,
EaIR

+ No pasa.
SQR: 0,75 (9”)+ > O

Ln KM o
EaMIR 0 >0

LnK1 O
Eai¡R 0 <0

Michaelis-Menten
coninhibición
mixta por galactosa
(II)

Ln k0 + No pasa.
SQR:0,70 (6”)Ea/R + > 0

Ln KM
E>M/R

O
0 >0

LnK, O
Eai/R 0 >0
LnKj O
EMIR 0 >0

Clave: Critcrios fisicos:

Criterios estadísticos:

<0 Parámetronegativo
> O Parámetropositivo
O incluye el ceroen el intervalode confianza
+ pasa

Observaciones: al valorde SQRle sigueel n’> de ordende mejor apeorajuste,entreparéntesis.
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3.3.3.- Modelo cinético de la hidrólisis de ONPG

El estudio cinético se ha realizado en las condiciones seleccionadasde pH

(pH=7,0), composición del tampón BP (la seleccionada en el apartado 3.2.1) e intervalo

de temperaturas (con una temperatura máxima de 40”C) para asegurar que hay una

actividadelevadade la enzimay que esta es estable, al menos durante un tiempo superior

al necesarioparallevar a cabocadaexperimentocinético.

Sehavariadola temperaturaentre5 y 40”C, la concentraciónde ONPG entre0,25

y 1 g/L, la concentracióninicial de galactosaentreO y 15 gIL y la de ONP entreO y 0,25

gIL. Seutilizó unaconcentraciónconstantede enzima:0,7 mg/L.

3.3.3.1.-Resultadosexperimentales

Los experimentosrealizados,asícomolos resultadosobtenidos,semuestranen las

tablas3.51 a3.54. Los resultadosdcx vst C~ semuestranen las figuras 3.56a3.64.

Tabla 3.51.-Resultadosde lahidrólisisde ONPG a 5”C con la f3-galactosidasade E. cdi.

EXP Col C02 C03 C04 COS CO6 C07 COS C09
CoNpc(g/L) 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1
Cgai(glL) 0 0,3 0 0,15 15 0 0 0,6 15
CONp(g/L) O 0 0 0 0 0,25 0 0 0
tiempo(min) XONPC

0 0 0 0
O

3 0,06 0,06 0,04 0,04 0,01 0,03 0,03 0,03 0,02
6 0,15 0,14 0,1 0,09 0,02 0,06 0,06 0,06 0,045

10 0,25 0,25 0,16 0,16 0,06 0,1 0,1 0,09 0,081
15 0,41 0,35 0,23 0,23 0,11 0,15 0,14 0,14 0,101
20 0,48 0,45 0,3 0,3 0,13 0,2 0,19 0,19 0,12
30 0,58 0,56 0,41 0,42 0,17 0,28 0,29 0,25 0,19
60 0,76 0,73 0,65 0,65 0,31 0,46 0,5 0,47 0,31
90 0,8 0,82 0,78 0,78 0,41 0,6 0,66 0,59 0,43
¡20 0,85 0,8 0,77 0,78 0,48 0,67 0,7 0,68 0,69
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Tabla 3.52.- Resultadosde lahidrólisisde ONPGa 25”C con la 3-galactosidasade E.
ccli.

EXP COJO COtí C012 C013 C014 - COIS COl

0 0 0 0 0
0,2 0,17 0,18 0,14 0,09

6 0,65 0,5 0,41 0,31 0,35 0,24 0,19
10 0.8 0,68 0,63 0,48 0,56 0,41 0,3
15 0,86 0,72 0,78 0,66 0,72 0,56 0,41
20 0,9 0,76 0,86 0,78 0,82 0.68 0,54

0,9 0,84 0,79 0.72 0,63

rabIa 3.53.-Resultadosde la hidrólisis de ONPG a 30<>C con la [3-galactosidasade E.
ccli.

EXP C017 C018 C019
CONpG(g/L) 0,25 0,5 1
Cgai(g/L) O O O
CoN14g/L) O O O

tiempo(min) XONPC

0 0 0 0
3 0,46 0,28 0,18
6 0,71 0,54 0,32

10 0,82 0,76 0,51
15 0,95 0,89 0,7
20 0,98

rabIa 3.54.- Resultadosde la hidrolisisde ONPGa 40”C con la j3-galactosidasade E.
ccli.

EXP - C020- C021 - C022 -~ C024 C025 C026 C027 C028 C029
CoNP(;(g/L) 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 - 1 ¡ 1

C~ai(g/I~) 0 0,3 0 0 0,15 15 0 0 0,6 15
CoNp(g/L) 0 0 0,5 0 0 0 0,25 0 0 0
tiempo(niin) XoN~

O O O O O O O 0 0 0 0
3 0,58 0,59 0 0,39 0,4 0,26 0,26 0,24 0,22 0,12

6 0,81 0,81 0,48 0,64 0,65 0,5 0,45 0,45 0.39 0,23
10 0,84 0,83 0,63 0,8 0,8 0,62 0,62 0,64 0,56 0,32
15 0,89 0,8 0,72 0,82 0,82 0,64 0,72 0,72 0,7 0,51
20 0,96 0,79 0,82 0,8 0,81 0,69 0,75 0,73 0,72 0,62

-~-
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3.3.3.2.-Análisis de las velocidadesiniciales

Corno ya se ha indicado en apartadosanteriores,el análisis de las velocidades

iniciales permite conocer la influencia de la concentracióninicial de sustratoy de la

concentracióninicial de productossobrela velocidadinicial de reaccióny discriminarde

modocualitativoel tipo de modelocinéticoaconsiderar.

En la Figura 3.51 se observaque, al aumentarla concentraciónde ONPG, la

velocidad inicial de reacción, r0, aumenta, pero no linealmente. El aumento es

proporcionalmentemayor cuanto mayor es la temperatura, lo que implica que a

temperaturasbajasel ordenneto del ONPC se aproximaa cero,mientrasque, al aumentar

la temperatura,se va acercandoa uno. En un modelo de Michaelis-Menten esto

supondríaquela KM aumenta con la temperatura, por lo que laafinidad de la enzimapor

el sustratodisminuyeal aumentarestavariable.

El efectode laadiciónde galactosaen lavelocidadinicial semuestraen la Figura

3.52. Se observa que la galactosa sólo inhibe cuando está en el medio en una

concentración mucho mayor que el ONPG.Es decir, la enzimatienemuchamásafinidad

porel sustratoqueporla galactosa.Al aumentarla temperatura,la inhibición es menor,lo

que significaque K1 gal aumentacon la temperatura.

En la Figura 3.53 semuestrael efectosobrela velocidadinicial de otro producto,

el o-nitrofenol(ONP). Comparandoestaúltima figura con la Figura 3.52, se observaque

la inhibición por ONP es considerablementesuperiora la inhibición por galactosa,ya que

el ONP inhibe cuando se encuentraen el medio en concentracionessimilares a las del

sustrato.De acuerdoa los resultadosobtenidos,no se puedeestableceruna influencia

clarade la temperaturasobrela inhibiciónporONP.

De este análisis se deduce que el modelo cinético deberíatener en cuentala

inhibición porONP y por galactosa,cuandoéstaseañadea concentracioneselevadas.
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3.3.3.3.-Discriminacióndel modelocinético

Comoya seindicó en el punto3.3.2.3,seha seleccionadoel métodointegral como

el más adecuadopara la discriminacióndel modelo cinético, con el ajustede los datos

experimentalescon la temperaturacomo variable. Se han consideradolos modelos

cinéticosde las Tablas3.2 y 3.3. Los modelosque aparecenen la tabla 3.2 no tienenen

cuentala inhibición porsustratoo productoso consideranque, únicamente, el sustratoo

un solo productoactúacomo inhibidor. Los modelosde la Tabla 3.3 tienenen cuentala

inhibición conjuntapor los dos productosde la hidrólisis. El ajustede los datosde las

Tablas3.51 a 3.54 se realizapor regresiónno lineal acopladaa una técnicanuméricade

integración(Runge-Kutta).

Los parámetroscinéticosobtenidosparalos modelosde la Tabla 3.2, así como el

residuoquegeneracadamodelo serecogenen las tablas3.55 a 3.58. Los parámetrosque

no cumplen los criterios estadísticos o fisicos del apanado3.1.3.2 estánsombreadosen

estas tablas. En la Tabla 3.59 muestrael grado de cumplimiento de los criterios

estadísticosy fisicos por los parámetroscinéticos.

--e--
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Pasanlos criterios estadísticoslos modelos 1, 2, 4, 8, 9, 12, 13, 18 y 20. Los

criterios fisicos los pasanlos modelos1, 2, 3, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 18 y 20, los demás

modelostienenenergíasde activaciónexcesivamentealtas.

De los modeloscinéticosconsiderados,el que generacl menor residuo es el 18

(SQR= 1,08), el segundomodelo que mejor ajusta es cl modelo 12 (SQR=l,18). El

modelo 13 tiene un residuo próximo al del modelo 12 (SQR=l,20). En estaetapano se

puedediscriminarentreellos, porquelos residuosde estosmodelosson muy parecidosy

los trespasanlos criterios estadísticosy fisicos aplicados.

3.3.3.4.-Discusión

En el análisisde las velocidadesinicialesse llegó a la conclusiónde queel modelo

cinético deberíaincluir inhibición por ONP y por galactosa,teniendoen cuentaque la

inhibiciónpor galactosasólo se observaaconcentracionesaltasde la misma.

Del ajustede los datosexperimentalesde las Tablas3.54a 3.57 a los modelos de

las Tablas 3.2 y 3.3 se puedenseleccionarlos modelos12, 13 y 18, ya que generanlos

menoresresiduosy pasan los criterios impuestos. Estos modelos tienen en cuentala

inhibición por los dos productos, lo que confirma los resultadosdel análisis de las

velocidadesiniciales.

Se ha seleccionadoel modelo 12, ya quetanto la KM como la K1 gal siguen la

tendenciamarcada en el análisis de las velocidadesiniciales: las dos aumentan al

aumentarla temperatura.Por lo mismo,sedesechael modelo 13, quepredicela tendencia

contrariacon la temperaturadel parámetroK1 gal~

En la Figura3.54seanalizanlos residuoscalculadoscon los valoresobtenidosdel

modelo 12 y los datos experimentales.La diferencia entre el valor calculado y el

experimental es menor del 10% en la mayoria de los casosy dichas diferencias se

distribuyende formaaleatoriaen tomo al cero, sin mostrartendenciaalguna,por lo queel

error debidoal modelono es sistemático.El modelo 12 se recogeen las ecuaciones[3.61

a] y [3.61 b]:
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(
KM

exp(

[3.82 a]

CONPG

7878±1236>~
1820+428— T

)

KM = expfj4l 50+12,8O~14~4íO0JI

Kjg~j = expI¿9~78±6,04—3799;1894JI
15197±4580

exp 42,72±14,50— JI
¡ 1’

En las figuras dondese muestrala conversiónen función del t Cp (Figuras 3.55 a

3.63) se muestrancon líneascontinuaslos valoresobtenidosde la reproducciónde los

resultadosexperimentalesconel modeloseleccionado(ecuaciones[3.61 a] y [3.61 b]).

k, Ct: Ccívpc

donde:

C
gal

+
ga/

C

ONP

ONP
) +

[3.82 b]
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Figura3.54.- Análisis dc residuoscomparandolos datosexperimentalescon los valores
calculadosapartir del modelo 12.
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Tabla 3.55.- Parámetros cinéticos de la hidrólisis de ONPGcon enzimade E. ccli en
disolución. (Métodointegral, regresiónno lineal, T comovariable)

MODELO Orden 1
(1)

Michaelis-
Menten simple

(2)

Michaelis-Menten con
inhibición por ONPG

(3)
Ln k0 34,56+403 26 18 + 5,12 27,19±684

EJR 11539±5289 10260±1426 10856±5429
LnKMO - 2560+6,40 26,49+1123

EaM/R - 9563±1810 10642±5439

Ln K10 - 56,29±4522
Eai/R 65 ±>2;V$9$
SQR 3,12 2,80 2,16
F 1123 928 627

MODELO Miehaelis-Mentencon
inhibición competitiva

por ONP (4)

Michaelis-Menten con
inhibición acompetitiva

por ONP (5)
Ln k0 14,50+ 380 3525 + 17,60

Ea¡R 6871 ±1104 10117±4974

Ln KMO 58,56+ 3840 33,45±17,80
EOM/R 20309±12612 9523 ±4826
Ln K¡o 65,90+ 38 40 -37v? 4,0
Eai/R 22448±12256 ~4,Q2>iD~k4,&5~t0

4

SQR 1,68 1,85
F 1008 913

MODELO Michaelis-Menten con
inhibición no compe-

titiva por ONP (6)

Michaelis-Nlenten con
inhibición mixta por

ONP (7)
Lnk

0 11,06+448 1553+5,28

EJR 5801 ±1348 7088±1538
Ln KMO -16,09+ 748 4,32±10,32

ERM/R 2754±2246 3334±3086
LnK10 15 2780+12,64

11 441< 10010±3600
Ln K’10 -582~3$742;z
E’ai/R - -1,8010 bt2,¿0 It
SQR 1,63 1,39
F 1049 911
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Tabla3.56.- Parámetroscinéticos de lahidrólisisde ONPGconenzimade E. ccli en

disolución.(Métodointegral, regresiónnc lineal> T comovariable)

MODELO Michaelis-Menten con
inhibición

competitiva por
galactosa (8)

Michaelis-Menten con
inhibición acompetitiva

por galactosa (9)

Ln k0 30,50+ 760 38 78 + 14,20

EJR 11404±2108 13710±3950
Ln KMO 27,36+760 3136+ 13,80

EaMIR 9930±2156 10890±3980

Ln K10 9,39+ 876 -4950 + 15,90
Eai/R 3637±2624 -13759±4550

SQR 2,09 2,15
E 826 791

MODELO Michaelis-Menten con
inhibición no

competitiva por
galactosa (10)

Michaelis-Menten con
inhibición mixta por

galactosa (11)

Lnko 34,11+882 28,12+744

Ea/R 12405±2448 10709±2080

Ln KMo 29,02+ 848 2l,05 + 854
EaM/R 10319±2346 8034±2424

Ln K10 -8,14+ 7 16 ~38Q4t:7g9O

Eai/R -1777tZt49 4,1810±23010
Lii K’10 -1,03 i9
E’ai/R -393;4t.539,Z
SQR 2,10 1,99
E 818 644
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Tabla3.57.-Parámetroscinéticos de la hidrólisisde ONPGcon enzimade E. coli en
disolución. (Métedointegral, regresiónno lineal, Tcomovariable)

MODELO Michaelis-Menten
con inhibición

competitiva por
ONP y competitiva
por galactosa(12)

Michaelis-Menten
con inhibición

competitiva por ONP
y acompetitiva por

galactosa(13)

Michaelis-Menten con
inhibición competitiva

por ONP y no
competitiva por
galactosa(14)

Ln k0 1820+ 4,28 21,77+ 539 2067 + 4,44

Ea/R 7878±1236 8890±1510 8570±1268
Ln KMO 41 50 + 12,80 38,46+ 960 3965 + 9,98

EaM/R 14761±4100 13731±3044 14145±3142
Ln Kigaio 978±6,04 -24,09+900 3900+12,00

Eaj gai/It 3799±1894 -6333±2950 14036±3780
Ln K1 ONPO 4272 + 14,50 37,66+ 11 90
EaiONIIR 15197±4580 13583±3700 -7Ú7it~ ~:~0
SQR 1,18 1,20 1,11
F 1096 1042 1127

MODELO Michaelis-Menten

con inhibición
acompetitivapor

ONP y competitiva
porgalactosa(15)

Michaelis-Menten

con inhibición
acompetitivapor

ONP y acompetitiva
por galactosa(16)

Michaelis-Mentencon

inhibición acompetitiva
por ONP y no

competitivapor
galactosa(17)

Ln k0 429-k:><~ 4~~t ~~>M
Ea/It tYiY:.jk> *t24S~ 10 t4flQ¿*- ~t
Ln KMO «,sil>”

Zá~
S~iZ$±76,

EaM/R .=1-:.29Q. 4 >~0L O~ It Zá~ 1O~ 144~M~>< ~0d o~
Ln Kíga¡o -454+ 6,32 -1282 + 5,40

Eaigai/R 502±1880
Z~?~0I~I7

777FIo=J¡1?5~ -3019±1636
Ln K1 ONP O ~s -5146t~Z4D
EaioNí>/R zi:4~~r~-p~w 4>7~»W, JZ2,1V34t~ -I 42104 4810
SQR 1,11 1,22 1,10
F 1141 1035 1149
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Tabla 3.58.- Parámetros cinéticos de lahidrólisis de ONPG con fl-galactosidasade E.
ccli en disolución.(Métodointegral, regresiónnc lineal, T comovariable)

MODELO Michaelis-Menten
con inhibición no
competitiva por

ONP y competitiva
por galactosa (18)

Michaelis-Menten con
inhibición no

competitiva por ONP y
acompetitiva por

galactosa (19)

Michaelis-Menten
con inhibición no

competitiva por ONP
y no competitiva por

galactosa (20)
Lii k0 11,49+ 5 10 36;O.$ 474;1 40,83±11,98

Ea/R 5828±1500 14144±5256
Ln M0 -16,58+720 3Ñt1t17~3 26,96±12,20
EaM/R 2975 ±2142 9,9949½4,99iO~ 9538 ±3240

LflKigaio 12,91+664 -1531±654 -12,92+602
Eaigai/It -2937±1942 -2632±1956 -3004±1798

Ln KIONPo -56,59+ 1822 -34~83±I8,20 -15,61 ±6,62

E01 Q~p/R -15484±5742 +02 W~t>4~98 -2733±1982
SQR 1,08 1,32 1,27
E 1171 935 981
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Tabla 3.59.- Discriminación de modelos: Hidrólisis de ONPG con enzimade E.coli.
Método integral:regresiónno lineal de datosa temperaturavariable.

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS OBSERVACIONES
FíSICOS

Orden 1(1) Lnk0 + Pasa.
SQR=3,12(20”)E>/R + >0

Michaelis-Menten
simple(2)

Ln k() + Pasa.
SQR2,80(19”)EJIR + >0

Ln KM +

E>M/R + >0
Michaelis-Menten
coninhibición por
ONPG<3)

Ln k0
EaIR

+

+ >0
No pasa.
SQR~2,16(18”)

Ln KM +

E>~/R + >0
LnK1 +

EMIR 0 >0
Michaelis-Menten
con inhibición
competitivapor
ONP (4)

Ln k<> + Pasa.
SQIZFI,68 (12”)E}P. + >0

Ln KM +
EaMIR + > O

LnK1 +

E>11R + >0
Michaelis-Menten
coninhibición
acompetitivapor
ONP (5)

Ln k0 + No pasa.
SQRA,85 (13»)E>IR + >0

Ln KM +

E>M/R + > O

LnK1 +

Ea¡IR + <0 (valor alto)
Míchaebs-Menten
coninhibición no
competitivapor
ONP(6)

Ln k0 + No pasa.
SQRI,63(11<>)E>/R + >0

Ln KM +
<0EaMIR +

LnK[ +

+ > O (valor alto)

Michaelis-Menten
coninhibición
mixtapor ONP
<7)

Ln k0 + No pasa.
SQR1,38(10”)E11IR + >0

Ln KM O
>0E>M/R +

LnK! +

+ >0
LnK1 O
FaIR 0 <0

Clave: Criterios fisicos:

Criterios estadisticos:

Observaciones:

<O Parámetronegativo
> O Parámetropositivo
O incluye el cero enel intervalodeconfianza
+ pasa

al valor deSQR le signeel n<> de ordende mejora peor ajuste>entreparéntesis.
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Tabla 3>59 (cont.).- Discriminaciónde modelos: Hidrólisis de ONPG con enzimade
Eccli. Método integral: regresiónno lineal de datos a temperatura
variable.

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADíSTICOS

CRITERIOS
FíSICOS

OBSERVACIONES

Michaelis-Menten
con inhibición
competitivapor
galactosa<8)

Ln k0 + No pasa.
SQR=2,09<15<>)ÑIR + >0

Ln KM +

E>~IR + .— 0

Ln K1 +

B>JIR + > O

Michaelis-Menten
con inhibición
acompetitivapor
galactosa(9)

Ln k0 + Pasa.
SQR=2,15(16”)E>/R + >0

Ln KM
E>MIR + > O

Ln K1 +

EMIR + <0
Michaelis-Menten
coninhibicionno
competitivapor
galactosa<10)

Ln k0 + No pasa.
SQR~2,l0 (17<’)E>/R + >0

Ln K~ +

E>~IR + >0
LnK1 +

Michaelis-Menten
con inhibición
mixtapor galactosa
<11)

Ln k0 No pasa.
SQRil 99 (14’>)li,IR

Ln KM
>0

l%IR 0 <0
Michaelis-Menten
coninhibición
competitivapor
ONP y competitiva
por galactosa<12)

Ln ko .~.. Pasa.
SQR=l,l8 (5»)E>/R + >0

Ln KM +
E>M/R .4. > O

Ln K1 gal +

IR
E>1 gal

+ >0
LnKIONP

l1>~ ()NPIR

+

+ 0

Clave: Criterios fisicos:

Criteriosestadisticos:

<0 Parámetronegativo
> O Parámetropositivo
O incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones:al valorde SQR le sigue el n’ de ordende mejor a peorajuste,entreparéntesis>

233



Capitulo3. Cinéticadelas reaccionesdehidrólisis conlas enzimasen disolución

Tabla 3.59 (cont.).- Discriminaciónde modelos: Hidrólisis de ONPG con enzima de
E.coli. Método integral: regresiónno lineal de datos a temperatura
variable.

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS
FíSiCOS

OBSERVACIONES

Michaelis-Menten
con inhibición
competitivapor
ONP y acompetitiva
por galactosa<13)

Ln k0 + Pasa.
SQR~1,2O(6”)E3IR + >0

Ln KM +

E>M/R + > 0

Ln K gal +

E>1 ga¡IR + <0
LnKIONP +
E>1 ONPIR + >0

Michaelis-Menten
con inhibición
competitivapor
ONPy no
competitivapor
galactosa(14)

Ln k<> + No pasa.
SQRI,11 (4”)E>/R + >0

Ln KM +

E>MIR + >0
Ln K1 ~>

1 +
>0E> g>iIR +

LnK[ONP o
E>

1 ONPIR 0 <0 (valor bajo)
Michaelis-Menten
con inhibición
aconipetitivapor
ONP y competitiva
por galactosa(15)

Ln k0 + No pasa.
SQR>l,l 1(3<>)E>IR + >0 (valor altísimo)

Ln KM +

E.>M/R + > O (valor altísimo)

Ln K1 gal +

EaigaiIR + >0
LnKIONP +

E> ONPIR + <0 (valor altisinio)
Michaelis-Menten
con inhibición
acompetítivapor
ONP y acompetítíva
porgalactosa(16)

Ln k0 + Nopasa.
SQRI,22(7”)

<0 (valor altísimo>

E>IR + >0 <valoraltísimo)
Ln KM +
E>MIR + > 0 (valor altisimo)

Ln K1 gal +

E>1g;¡í/R + < O (valor altísimo)

LUK?ONP +

EM ONPIR +

<0Parámetronegativo
>0 Parámetropositivo

Criterios estadísticos: O incluye el ceroenel intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones: al valordeSQR le sigueel no de ordende mejora peorajuste,entreparéntesis.
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Tabla 3.59 (cont.).- Discriminación de modelos: Hidrólisis de ONFO con enzima de
E.coli. Método integral: regresiónno lineal de datos a temperatura
variable.

MODELO PARA-
METRO

CRITERIOS
ESTADÍSTICOS

CRITERIOS
FíSICOS

OBSERVACIONES

Michaelis-Menten
con inhibición a-
competitiva por
ONP y no
competitiva por
galactosa(17)

Ln k0 -1- No pasa.
SQR-tlO (2<>)E>/R + > O (valor altisimo)

Ln KM +

EmNI/R 0 >0 (valor altísimo)
Lii K, gal

LEa gaiIR

Ln K1 (INI>

+
+ <0

E>1 ONPIR 0 <0 (valor altísimo)
Michaelis-Menten
con inhibición no
competitivapor
ONP y competitiva
porgalactosa(18)

Ln k~ + Pasa.
SQIUl,08 (1<>)E>IR + >0

Ln KN4 +

E>511R
Ln K1 ~

Michaelis-Menten
con inhibición no
competitivapor
ONP y acompetitíva
por galactosa(19)

Ln k1, $4o pasa.
SQR—l,32(90)E>/R

Ln KM
4 >0(valor altísimo>

E>MIR + > O (valor altisimo)

Ln K1 gal

Michaelis-Menten
coninhibición no
competitivapor
ONPyno
competitivapor
galactosa(20)

Ln k11 + No pasa.
>0 SQR¾,27(80)

>0

<o

<0

E>IR +

Ln K<>< +

E>~IR +

I.n K41 -1
ltIR +

Ln K~,
E>421R

1-

+

Clave: Criterios fisicos: <0 Parámetro negativo
>0 Parámetro positivo

Criterios estadisticos: O incluye el cero en el intervalo de confianza
4 pasa

Observaciones: al valorde SQR le sigue el n” de ordende mejora peorajuste,entreparéntesis>
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3.4.- COMPARACIÓN DE LAS DOS ENZIMAS EN DISOLUCIÓN

En este apartado se compara el comportamiento de las dos enzimas frente a las dos

reaccionesdc hidrólisis consideradas.Se analiza la estabilidady actividad de las dos

enzimas frente a las característicasdel medio de reacción: composición ióniea, pH,

temperatura,y secomparanlos modeloscinéticosseleccionadosparacadaenzimay cada

reacción.

3.4.1.-Actividad y estabilidad

En la Figura 3.64 se comparael efecto del pH sobrela actividadde las enzimas

utilizadasen las dosreaccionesde hidrólisis, tantoen BM como en BP.

• En la hidrólisis de lactosa,la enzimade K. fragilis muestrauna actividad máximaen

tomo a un pH de 6,5 tanto en tampónHP como en tampón BM. Sin embargo,la

actividadessuperioren HPqueen BM (un 45%más).

• En estamismareacción,la enzimade E.coli tiene su máximaactividadcuandoel pH

es,aproximadamente,6,5 en los dos tampones.También se observaque la actividad

es mayorcuandoel mediode reacciónes BP (un 3O0omásqueen BM).

• Comparando las dos enzimas, se observa que el pH óptimo es el mismo y que el

comportamientoconcadatampónessimilar. Sin embargo,la actividadquemuestrala

enzimapresenteen Lactozym sobrelactosaestresvecesmayorque lamostradapor la

enzimade E. ccli.

• Cuandola reacciónque se producees la hidrólisisde ONPG, la enzimade K. fragilis

muestraunaactividadmáximaaun pH entre6,8 y 7,2 en los dostampones,siendola

actividadde la enzimasimilar en ambosmediosdereacción.

• En la reacciónde hidrólisis de ONPG con la ~-galactosidasade E. ccli, el pH óptimo

estáen tomoa7,0cuandoel mediode reacciónes BM y sobre7,5 cuandoesHP.

• Comparandoel comportamientode las enzimas frente al pH en esta reacción, se

observa que el tampón utilizado sólo afecta a laenzimade Eccli, por lo que se puede

deducir que la interacción de estaenzimacon el ONPG es algo diferentea la de la

enzimade K. fragilis, si se mide la actividadpor el test habitual,empleandoONPG,
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las dos enzimas se comportande forma parecida, lo que no es cierto cuando el

sustratoes lactosa.

• Comparandoel comportamientocon los dos sustratosy en los dos tampones,se

observaque la reacciónde hidrólisisde ONPG transcurrea lamáximavelocidada un

pH algosuperiorqueel de la reacciónde hidrólisisde lactosa,tanto con la enzimade

E. ccli comoen la de K. fragilis. El ONPGforma un dipolo permanente,mientrasque

la lactosaes unamoléculaneutra.Segúnel mecanismopropuestoparala acciónde las

9-galactosidasas,las enzimasinteraccionancon el grupo glicón, la galactosa.En la

lactosa,el grupoglicón esneutro;en el ONPC,estegrupoestácargadopositivamente,

mientrasque el resto o-nitrofenol tiene carganegativa.Cuantomás ácido es el pH,

más positivaes la cargaglobal de una proteína. Una molécula con carga positiva

interaccionarámejorcon la enzimaa PHmásalto.

• Se ha observado,como ya seha indicado anteriormente,que la hidrólisis de ONPG

con la enzimade E.coli transcurrea la máximavelocidada pH másácidoen BM que

en HP. Como el tampónBP tiene una fuerza iónica mayor que la del tampónBM,

puedeejercerun mayorefectode apantallamientoquedificulte la interacciónsustrato-

enzima.Comoel pH óptimo esmayoren el tampónHP queen el tampónBM, parece

quehay que disminuir el númerode cargaspositivasglobalesen el medio en el caso

del HP paraquela atracciónentrela enzimay el sustratoseamáxima.Parecenserlas

cargaspositivasdel medio las quebloqueanla interacción.Hay querecordarque la

galactosadel ONPG tiene una ligera cargapositiva y que es la partede la molécula

quesehidrolizaque estámás ligadaa la enzima.

Cuando se compara la estabilidadde las enzimas frente al pH (Figura 3.65) se

observa que la enzima de E. ccli es más estableque la de K. fragilis a pH ácido. La

enzima de E. ccli presentaunaestabilidadmáximaa pH 8,0, mientras que la de K. fragilis

lapresentaa pH 7,0. Lasdosenzimastienenuna estabilidad máxima a un pH ligeramente

superior a los valoresde pH donde su actividad hidrolítica es máxima. Este hechoes

explicablesi seconsideraque laestabilidadde la enzimaal pH dependede la influencia

de los iones H3O~ sobretodala estructuraproteica,mientrasqueel efectodel pH sobrela

actividadesdebidoa la interacciónde los H3O~ con los aminoácidosque formanel centro

activo de laenzima.
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Cuando se somete a las enzimas a temperaturasaltasduranteperiodoslargos de

incubación(Figura 3.66),se observaque laenzimade E. ccli es mástermoestableque la

enzimacontenidaen Lactozym. Las tendenciasde las curvasde desactivaciónson algo

diferentes:

• En el casode la enzimade E. ccli, se observaun ligero aumentode actividada 40<’C

durantelos primerosminutosde exposición,seguidopor unapérdidaprogresivade la

actividada tiemposde exposiciónmayores.Este hechopareceindicar que hay cierta

activación térmicade la enzimacuando se incubaa esa temperatura,relativamente

moderada,lo quepodría explicarsesi la enzimapasarade una conformaciónplegada

y establea otra desplegada,másactiva pero másinestable,que luego degeneraríaen

una conformación inactiva. A 50”C, da la impresión de que la enzimase estabiliza

cuandosu actividadseha reducidoal 50%, lo que estáde acuerdocon los resultados

de otro autor (Wadiaky Carbonelí,1975). Pareceque la enzimallegue a una segunda

conformaciónmás estable,aunquemenosactiva, que luego sedesactivasi se dja

incubar más tiempo a dicha temperatura.

• La enzima presenteen Lactozym presentauna leve desactivacióna 40<>C, que es

mucho mayor si se aumentala temperaturade incubación. En ambos casos, la

desactivaciónes progresiva y se podría pensarque la enzima activa degenera

directamenteen unaforma inactiva, sinotras formasenzimáticasintermedias.

El medio en el quesehicieronlas incubacionesfue tampónBP.
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Figura 3.64.- Efecto del pH en las reacciones de hidrólisis de lactosa y ONPGpor 1~-
galactosidasasde K. fragilis y de E. cali.
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3.4.2.- Modelo cinéticode la hidrólisis de lactosa

Como ya secomentó,la enzimade E. ccli esmenosactivaque la de K. fragilis en

la reacción de hidrólisis de lactosa. Si se comparan las velocidades iniciales de reacción

obtenidascon ambasenzimasa varias temperaturas,Lactozymes, aproximadamente.5

vecesmásactiva a400C,unas10 vecesmása25’>C y unas20 vecesmása 5”C. Teniendo

en cuenta que la temperatura máxima de trabajo con ambas enzimas es de 40”C, para

evitar la desactivaciónde las mismas,la mayoractividadde Lactozym haceestaenzima

preferibleen la posibleutilización comercial.

Si secomparael efecto de la concentracióninicial de sustratoa las velocidades

iniciales de reacción con ambas enzimas (Figuras 3.10 y 3.41), seobservaque, a la misma

temperatura,cl aumentode la concentracióninicial de lactosaprovocaun mayoraumento

de la velocidadinicial de reaccióncuandola enzimautilizada es la de K. fragilis. Esto

significaque el ordenglobal de reacciónparala lactosaestámáscercade orden 1 en el

casode la enzimade K. fragilis. Portanto, el valor de KM es mayorparaestaenzimaque

paralade E. cali, esdecir,quesuafinidadpor la lactosaesmenor.

La galactosapareceinhibir másla reaccióncatalizadaporLactozym(Figuras3.11

y 3.42). La inhibición por galactosadisminuye con el aumentode temperaturaen las

reaccionescon la enzimade K. fragilis, pero la tendenciano estáclara en el casode la

enzimade E. ccli.

La glucosano inhibe la reacciónde hidrólisis de lactosacon Lactozymexceptoa

temperaturasbajas,mientrasque, si seutiliza como catalizadorde la reacciónla enzima

de E. cali, se apreciauna moderadainhibición por esteproducto en todo el intervalode

temperaturas (Figuras 3.12 y 343). La inhibición por glucosa disminuye con la

temperaturaen elcasodela enzimade E. cvii.
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Tabla 3.60.- Resumende modeloscinéticosparala reacciónde hidrólisis de lactosacon

[3-galactosidasasde K. fragilis y de E. ccli.

Fuente de Modelo Parámetros del modelo
la enzima
1=1fragilis ModeloS (Tabla3.2)

k, Q

= exp~l1,30±l,55~ ~§~z—9
7t441j

K1, ex428,54+l223~.l 6

~~--_____

Kjgai = exp¿24>58 + 1396~9001±623) T

1+ C~1>, +

g4)

E. ccli Modelo 6 (Tabla3.2)

~2CE ~

=cx~l37l 7239±180)

le, p~, ±0,60— -)

( 4894±1840

KM expyl 1,32±5,94
( 1007±596

Kjg¡~ =exPyl>32±1,28

Cga<
KA! + cují + ~

En la Tabla 3.60 se comparanlos modeloscinéticos seleccionadospara las dos

enzimas en la reacción de hidrólisis de lactosa. Sc observa que Lactozym presenta

inhibición competitivapor galactosa,lo que estáde acuerdocon el mecanismoping-pong

que se presentaen las fl-galactosidasas,considerandoque la enzimaqueda unida al

galactósidoy que éstesaleposteriormenteal grupo aglicón, pudiendocompetir con las

moléculasde sustrato.Con la enzimade E. ccli se observainhibición por glucosade tipo

acompetitivo,es decir, que el inhibidor se une a un centroalostérico presenteen la

enzima.La galactosano actúacomoinhibidor de la enzimade E. ccli.

La energíade activaciónde la constantecinética k, en el casode la enzimade E.

ccli es mayor queen Lactozym,por lo queunadisminuciónde temperaturaafecta mása

la actividad de la primera enzima. La constanteKM varíadc forma más bruscacon la

temperaturaen Lactozym,por lo que la enzimapierderápidamenteafinidad por la lactosa

según aumenta la temperatura. La constante K~ con Lactozym varia de la misma forma

que KM con la temperatura,lo cual es lógico, ya que la galactosay la lactosadeberían

unirse de forma similar al centroactivo, segúnel mecanismopropuestoparala acciónde

las f3-galactosidasas.Con la enzima dc E. ccli, K1 varía muy suavementecon la
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temperatura, siendo su energía de activación cuatro veces inferior a la de la constanteKM.

La E~ de la constantede inhibición de la glucosaesmuy pequefia,parecidaa las que son

propias dc las constantes de adsorción fisica.

3.4.3.- Modelo cinético de la hidrólisis de ONPG

Comparando el efecto que tiene la concentración de sustrato en la velocidad inicial

de reacciónpara las dos enzimas(Figuras 3.23 y 3.52), se observaque el orden neto

respectoal ONPG es más próximo a cero en la enzimade K. fragilis. Por ello, la

constantede Michaelis con la enzimadeK. fragilis es mayorquecon la de E. ccli, por lo

que su afinidad por el sustratoesmenor.Por otraparte,en los dos casos,al aumentarla

temperatura, aumenta KM, esdecir, disminuyela afinidadde las enzimaspor el sustrato.

El efectode la galactosasobrela velocidadinicial (Figuras3.24 y 3.53) es similar

con ambasenzimas:la galactosasólo inhibe cuandose encuentraen el medio de reacción

en altas concentraciones.También el efecto del ONP sobre la velocidad inicial de

reacciónesmuy parecido,inhibiendo a concentracíonessimilaresa las del sustratocon

las dosenzimas(Figuras3.25 y 3.54).

Analizandolos modeloscinéticosseleccionadosparala reacciónde hidrólisis de

ONPGcon ambas enzimas, se observa que se discriminan modelos diferentes. Aunque en

ambos casosexiste inhibición competitivapor la galactosa,cuando este producto se

encuentraen concentracioneselevadas.La principal diferenciaes que la enzimade K.

fragilis presentainhibición acompetitivapor ONP, mientrasque la de E. ccli presenta

inhibición competitivapor esteproducto. Ambastienenuna gran afinidad por el ONP,

similar a la quepresentanporel ONPG, pero el punto de unión del sustratoa la enzima

puede ser algo diferente.En la de E. ccli, el ONP puedefijarrse fueradel centroactivoy

no interaccionarcon la entradade sustrato.En la enzimapresenteen Lactozym,el punto

de unión del ONP puedeestarmuy cercadel centro activo, por lo que el ONP bloquca

estéricamenteel centroactivo.
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Tabla 3.61.- Resumen de modelos cinéticos para la reacción de hidrólisis de ONPGcon

13-galactosidasas de K. fragilis y de E. ccli.

Fuente de Modelo Parámetros del modelo
la enzima

Kjtagilis Modelo 15 (Tabla3.3)

s ~>= < yA

A’,<) K «y’i(>1~

*2 = cxp(34,oo±í3,2oVló04~2j

K ex4j22,34± 13,52— 8141±2222Al 7’ )

1 28 83±l7O4>~K¡gqj ex16,29±6,14— y- )

( 8085±3982>1
~ = expt—35,86+14 23+ - ¡7’

E. ccli Modelo 12 (Tabla3.3)

A, -C> (0W»,t= ~ c c
1 + -~ + (WNP<;

K1>,,,, K,0>. )

7878±1236

le2 ex l820—f-428-—~—--
JAlcnffl 14761±4100Á

K cx 12,80 ¡
A/ lJyH-1~)U* 7’

exp(9>78±6,04—3799±l894j~j

( 1 l97±4580’~
K/Q\..¡. ~=exPy42~72±l4~50——7’ )

Al compararlos valoresy signosde las energíasde activación de los parámetros

cinéticosobtenidos,se observaquela constantecinética(k2) obtenidacon la enzimade K.

fragilis tiene una energía de activación mayor que la de la enzima de E. ccli. Además,

estaenzimaalcanzasu máximaactividada 35-40
t>C, mientrasque la de E. ccli tiene su

máximaactividad a mayortemperatura,en torno a 40-45<>C. La energíade activaciónde

la constanteKM con Lactozymes,en cambio,menorque con la otraenzima,lo queindica

quehay diferenciaen la unión al sustratoy en la variaciónde la fuerzade dichaunión con

la temperatura.La afinidad enzima-sustrato disminuyecon el aumentode temperaturaen

ambos casos, aunque con Lactozym la disminución es más lenta. Para la constante de

inhibición dc la galactosa,la energíade activaciónen E. ccli es similar a la obtenidacon

Lactozym.Por tanto, la inhibición disminuyesuavementecon el aumentode temperatura

en amboscasos.La constantede inhibición del o-nitrofenol para Lactozymtiene una E-.

negativa, indicando una mayor inhibición a mayor temperatura.EstaconstanteparaE.

ccli tiene un E positiva y mayor en valor absoluto a la de la constanteobtenida con
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Lactozym,lo que indicaunabruscadisminuciónde la inhibición porONP con el aumento

de la temperatura.

Con ambasenzimas,se observaque la energíade activaciónde la constantede

Michaelis essimilara la de la constantede inhibición poro-nitrofenol.Considerandoque

las enzimas presentan una afinidad similar por el ONPG y por el ONP a todas las

tempera-turas, se podría deducir que el ONPGseuneprioritariamentea las enzimasporel

grupoo-nitrofenol,no por la galactosa.
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