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1.- INTRODUCCION



1.1.- ENZIMAS: LOS CATALIZADORES BIOLOGICOS

Las enzimas son proteinas con accién catalitica sobre determinados compuestos
ltamados sustratos. De hecho, las enzimas son los catalizadores de las reacciones que
tienen lugar en los sistemas biologicos, aunque hay otras moléculas de caracter proteico
(anticuerpos) y no proteico (RNA) que pueden tener una accidn catalitica, aunque mucho

menor que en el caso de las enzimas (Cornish-Bowden, 1995).

Las cadenas proteicas de las enzimas pueden tener de 100 a 2500 aminoacidos.
Algunas enzimas no requieren ningin otro componente, ademas del sustrato, para ser
activas. Sin embargo, otras enzimas requieren un componente no proteico para desarrollar su
actividad, este componente se denomina cofactor. Los cofactores pueden ser iones metalicos
0 compuestos organicos que, por ejemplo, en el cuerpo humano, son derivados de las
vitaminas B. Los cofactores que se unen firmemente a la enzima se denominan grupos
prostéticos. Al conjunto de enzima y cofactor o grupo prostético se le llama holoenzima
(que cs la forma activa), pero cuando el cofactor se separa, a la proteina restante se la

denomina apoenzima (y es inactiva).

La actividad de alguna enzima puede controlarse a través de rasgos caracteristicos de
su estructura molecular, ya que se ha encontrado que cierto nimero de enzimas diferentes
existen en multiples formas moleculares dentro de una misma especie o ain dentro de una
misma célula (Price y Stevens, 1989). Las formas maltiples dentro de una especie o célula se

llaman isoenzimas, y difieren unas de otras en la secuencia de aminoacidos, algunas
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modificaciones covalentes tales como la fosforilacién, y cambios conformacionales. Las
isoenzimas también dificren unas de otras en sus caracteristicas y comportamiento como

catalizadores,

Al ser las enzimas proteinas, su accion catalitica estd muy marcada por el caracter
polimérico de su estructura quimica. El conocimiento de dicha estructura es muy util para
determinar, en parte, como transcurre la accion catalitica. Las técnicas de mutagénesis
dirigida permiten conocer con exactitud los aminoacidos que son esenciales en la accién
catalitica, mientras que [a observacion por RMN permite el estudio de la unién enzima-
sustrato y de la posible dindmica de la fransformacion. Sin embargo, quedan muchos
estudios que realizar antes de establecer claramente la relacion estructura-funcionalidad,
ya que todavia ni siquicra se puede predecir con exactitud el plegamiento de una proteina
conoclida su secuencia de aminoacidos. Naturalmente, en cste camino, las aproximaciones
son varias: por un lado se estudian las propiedades cataliticas de las enzimas,
determinando el mecanismo de las reacciones catalizadas y los pardmetros de las
ecuaciones que se derivan de ellos, por otra parte, se llevan a cabo cstudios estructurales
que determinan las secuencias de aminoicidos (estructura primaria), sus plegamientos
iniciales en hélices o laminas (estructura secundaria) y sus plegamientos finales que
llevan a la conformacion mas estable en las condiciones ambientales reinantes (esiructura
terciaria y cuaternaria), dando lugar a lo que se conoce como estructura nativa o de menor
energia ltbre de Gibbs. Las dos aproximactones son clasicas cn otros campos de
mvestigacidon de la Quimica y llevan a conclusiones compartidas que mejoran el
conocimiento que se¢ tiene sobre la accion de las enzimas. No obstante, se debe considerar
que la accidon de una molécula compleja, como es una enzima, ha de ser compleja a su
vez, si se compara con la acciéon de otros catalizadores mas sencillos desde el punto de

vista quimico.

Las enzimas son catalizadores muy activos, multiplicando por un factor de 10° a
10” 1a velocidad de la reaccion sin catalizar, Ademas, son catalizadores muy selcctivos o
especificos, tanto mas cuanto mas importante ¢s ¢l contro! de su accion biologica. Esta
selectividad se refiere tanto al tipo de reaccion catalizada como al sustrato o sustratos
sobre los que se ejerce la accidn catalitica. Para el caso dc enzimas cuya accion es menos

controlada, pueden catalizar una reaccion y su inversa, dependiendo de las condiciones
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{isicoquimicas del medio de reaccion, y, ademas, pueden actuar sobre sustratos similares
entre si, no necesariamente isémeros. Otras enzimas, sin embargo, son capaces de
discernir entre dos estercoisomeros vy de catalizar exclusivamente una reaccidn concreta

de uno de ellos.

Existen varios tipos de enzimas, segtin el tipo de reaccion que catalizan (Chaplin y

Bucke, 1997):

Oxidoreductasas: catalizan reacciones en las que se dan transferencia de
electrones, hidrégeno u oxigeno. Incluye las dehidrogenasas, las oxidasas, las

oxigenasas y las peroxidasas.

Transferasas: catalizan la transferencia de una molécula a otra de un atomo o
grupo de atomos, con exclusién de los que son catalizados por hidrolasas u

oxidoreductasas.

Hidrolasas: catalizan la transferencia de moléculas de agua. Son las enzimas con

mas aplicaciones actualmente.

Liasas: enzimas que favorecen la eliminacion de un grupo de atomos de una
molécula (no hidrolasas); incluyen las aldolasas, las decarboxilasas, las

dehidratasas y algunas pectinasas.

Isomerasas: catalizan las isomerizaciones y se dividen en epimerasas, racemasas y

transferasas intramoleculares.

Ligasas: también se llaman sintetasas y, con el uso de la energia de un nucleésido

trifosfatado, favorecen la formacidn de enlaces covalentes entre moléculas.

Las enzimas se nombran de diversas maneras. Existen nombres tradicionales y no
sistematicos, como renina o quimosina, otros hacen referencia al sustrato natural con la
terminacion -asa (lactasa), otra nomenclatura hace referencia a la reaccién y al sustrato

con la misma terminacion (p.e. lactosa hidrolasa) y, por ultimo, se ha establecido una



Capitulo 1. Introduccién

nomenclatura por niimeros que hacen referencia al tipo de enzima (liasa, p.e.), al sustrato
0 sustratos o tipo de enlace sobre el que actia, al tipo de particulas, dtomos, iones,
moléculas... que se manejan en la reaccidn y a un numero de enzima, si hay otras enzimas
con la misma actividad (Price y Stevens, 1989). Asi, la histidasa también se llama,

sistematicamente, L-histidina amoniaco liasa o EC 4.3.1.3.

Considerando su aplicacién en procesos quimicos, las enzimas tienen una serie de
inconvenientes: son estructuralmente fragiles, Jo que influye notablemente en su
cstabilidad como catalizadores, son complejas quimicamente, lo que dificulta su
conocimiento y la aplicacion del mismo y, en muchos casos, son muy dificiles de extraer,
lo que conlleva unos precios elevados y una baja disponibilidad. Hay otra caracteristica
que hace mas dificil el entendimiento de Ios mecanismos de accién enzimatica a nivel
molecular: la existencia de enzimas que s6lo son activas en presencia de cofactores o de
coenzimas, moléculas que pueden actuar en la unién de los sustratos a la enzima, ademas
de poder actuar ellos mismos como catalizadores, intercambiando densidad electronica
con los sustratos. Todos estos inconvenientes estin siendo abordados y, de una u otra
forma, resueltos, con lo que cabe esperar que, segiin aumenten los conocimientos
cientificos y técnicos sobre las enzimas, se diversifique su uso, actualmente restringido a
los campos alimentario, farmacéutico, analitico v médico a otros campos como la
petroleoquimica y a la quimica organica sintética, que implican el uso del catalizador en
ambientes hidrofobos, lo que, ademés, potenciaria su utilizacion en la sintesis de

farmacos.

La accion catalitica de las enzimas se desarrolla, como minimo, en tres pasos:
inicialmente la enzima y el sustrato o sustratos se unen, luego se produce una
recombinacion electronica, que es la propia reaccion quimica, para, finalmente, separarse
la enzima del producto o productos. Mecanisticamente, hay aminoacidos implicados en

cada una de las etapas del proceso.

En la unién estan implicados varios aminoacidos y, a veces, el cofactor o
coenzima. El hecho de que las interacciones enzima-sustrato se reduzcan a puentes de
hidrégeno, fuerzas de van der Waals, puentes hidrofdbicos y, solo si intervienen iones

metalicos, fuerzas 16nicas (de naturaleza mas fuerte) indica que hacen falta de hecho
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muchas interacciones para conseguir uha union suficientemente fuerte. La disposicion de
los aminoacidos es esencial para que se consiga esta fuerza de unidn. Normalmente, los
centros activos suelen ser huecos en la estructura polimérica donde quedan “atrapados”
los sustratos. Para explicar la unidn, se han utilizado varios modelos. Inicialmente, se
supuso que la unién era similar a la que hay entre una llave y una cerradura, lo cual
implica un inmovilismo estructural obvio. Posteriormente, se introdujo la idea de que la
enzima puede modificar su estructura para unirse al sustrato, al menos, ligeramente, con

lo que hay cierto dinamismo en la unién. El proceso de union es reversible.

Una vez se produce la unién, la enzima actiia sobre los sustratos favoreciendo el
intercambio electrénico necesario para la reacciéon. Esto implica que se necesita menos
energia para llegar a un estado transitorio desde el cual sea posible que se formen los
productos. En este proceso, 1a enzima puede actuar como donante o aceptor de densidad
electrénica. Todos los procesos que ocurren en esta etapa suelen ser reversibles. Hay
casos en los que, cuando se obtienen los productos, éstos suelen tener una entalpia menor
que la de los sustratos de partida, con lo que el paso de productos a sustratos estd mas
dificultado (un caso tipico son las hidrélisis enzimaticas). Sin embargo, hay varias
reacciones enzimaticas en las que el paso a productos no es irreversible, sino que también
estd en equilibrio con las etapas anteriores (un caso tipico son las reacciones de sintesis).
[.as enzimas, como catalizadores que son, aceleran las reacciones quimicas. La teoria de

la catalisis enzimatica encierra tres aspectos, que condicionan su desarrollo:

(1} Los sustratos deben colisionar o entrar en contacto con la enzima.
(2) La colisién molecular ocurre con una orientacion adecuada.

(3) Los reactivos deben poseer la energia suficiente para que se produzca la reaccion.

Esta energia se denomina energia de activacion, que, seglin la teoria mas aceptada,
disminuye cuando se produce la catalisis enziméatica (Figura 1.1), aumentando la

probabilidad de una orientacion adecuada de los reactivos (Blanch y Clark, 1995).

En un primer momento, los reactivos se encuentran en un estado inicial cuyo
contenido energético es minimo, y por tanto, es el mas estable. A medida que los

reactivos se aproximan y empieza a producirse la reaccion quimica, la energia del sistema
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aumenta hasta alcanzar un maximo; a esta etapa se la conoce como estado de transicién
de la reaccion. Las enzimas disminuyen la energia de ese maximo (cnergia de activacion)
mediante a formacién del complejo enzima-sustrato. La enzima distorsiona la
conformacion inicial del sustrato y 1a transforma en la del estado de transicién, debido a
que aparecen interacciones favorables de van der Waals, enlaces de hidrégeno e
interacciones idnicas entre la enzima y su sustrato, con lo que se consigue una interaccion
mas fuerte entre ambos. Como consecuencia, disminuye la energia de activacion, lo que
se traduce en un aumento de la velocidad de reaccion. En la Figura 1.1 sc muestra el
transcurso de ta accion catalitica de las enzimas, comparado con ¢l de una reaccion no
catalitica y cn la Figura 1.2 se representa esquematicamente la formacién del complejo
enzima-sustrato segin los modelos de adaptacion inducida y de llave-cerradura (Stryer,

1985).

La formacion del complejo enzima-sustrato supone que al unirse el sustrato a la
enzima disminuye su movilidad, disminuyendo su entropia y, por tanto, la diferencia de
entropia entre los reactivos y los productos es menor, la energia de activacion se reduce y
la reaccion transcurre a mayor velocidad. El sustrato se une a la enzima cn ¢l llamado
centro activo. Este es una pequefia hendidura o bolsiilo de la enzima donde el agua suele
quedar excluida, excepto si es uno de los compuestos que intervienen en la reaccion, y
donde estan los aminoacidos que se unen el sustrato y que llevan a cabo la catalisis. La
rotura subsiguiente del complejo para liberar los productos se considera cxotérmica, y

esta etapa puede ser practicamente irreversible en muchos casos.

La catalisis se produce por varios mecanismos, entre los que destacan la
aproximacion, la catilisis covalente y la catalisis general 4cida o basica. Otros
mecanismos que pueden estar implicados son: la catalisis electrostatica, la catalisis por
iones metdlicos y los efectos de tension y distorsion de sustratos provocados por la
enzima en el centro activo. El mecanismo de aproximacion se basa en que la enzima junta
los sustratos en el centro activo en concentraciones altas v en la orientacion adecuada,
favoreciendo su intercambio. La catalisis covalente ¢s debida a la formacidn de un
intermedio de este tipo en el centro activo: las catalisis nucleofila y electrofila son dos
ejemplos de este mecanismo. Los aminoacidos en el centro activo pueden actuar como

acidos o bases, cediendo o aceptando protones del sustrato.
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La utilizacién préctica de las enzimas se ha realizado desde hace siglos, ya que son
los catalizadores que utilizan los microorganismos en procesos fermentativos, que han
sido empleados por el hombre desde tiempos prehistéricos. La utilizaciéon asociada al
conocimiento de su naturaleza y de su funcién es mucho mads reciente. Desde principios
de siglo se ha diversificado el empleo de enzimas, pues comenzo siendo importante el uso
de proteasa alcalina en detergentes y actualmente las enzimas se emplean en campos tan
diversos como la alimentacidn, la industria farmacéutica, la industria quimica y en
aplicaciones analiticas y ambientales. El mayor conocimiento de la quimica de las
proteinas estd aumentando el empleo de enzimas, creando nuevas aplicaciones, como la
sintesis de nuevas especialidades farmacéuticas, la asociacidon de enzimas y electronica en
los llamados biosensores y el empleo de enzimas en la Industria alimentaria como
innovadoras de antiguos procedimientos, como el malteado, o creadoras de nuevos
productos, como el jarabe rico en fructosa procedente del procesado enzimdtico del
almidon. Algunas de las aplicaciones industriales mas importantes de las enzimas quedan

recogidas en la Tabla 1.1.

Energja
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Figura 1.1.- Transcurso termodinamico de la catalisis enzimatica comparada con
una reaccion no catalizada.
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Enzima

b) Modelo de llave-cerradura:

TR

Sustrato |
Hintes l Enzing \

Figura 1.2.- Formacién y desaparicion del complejo enzima-sustrato.
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Tabla 1.1.- Algunas aplicaciones actuales de las enzimas.

APLICACIONES INDUSTRIALES
Producto Enzima Reaccion
Acrilamida Nitril hidratasa fijada en células Hidrélisis de acrilonitrilo a
acrilamida
Aspartamo Termolisina Union esterecespecifica de
(soluble o inmovilizada) péptidos en agua
Jarabe de fructosa (HFCS) | Amilasas solubles en tanque agitado y Hidrélisis de almidon a
xilosa isomerasas en reactores de lecho glucosa y posterior
fijo isomerizacion de esta a
fructosa
6-APA Penicilina acilasa inmovilizada en Hidrdlisis quimioselectiva de
particulas de polimero acido fenilacético en
penicilina GG
L-tert-feucina | Leucina dehidrogenasa soluble junto con | Aminacion reductora
formato dehidrogenasa en un reactor con | enantioespecifica de acido
membrana de ultrafiltracion alfa-ceto con formato
amonico
f.-aminoacidos Acilasa inmovilizada en reactores de Hidrolisis L-especifica de N-
lecho fijo acetil amida
APLICACIONES TERAPEUTICAS
Dolencia Enzima Reaccion
Falta de ureasa Ureasa inmovilizada sobre carbdn activo | Eliminacion de urea de la
sangre
APLICACIONES ANALITICAS
Tubos reactores Tubo de nylon impregnado internamente con una o mas enzimas (glucosa
oxidasa, ureasa, uricasa)
Sondas bioanaliticas Enzima inmovilizada sobre un sensor electroquimico
(medida de glucosa, acido lactico, colesterol, etanol, etc)
Reactivos en fase solida | Sistemas enzimaticos inmovilizados sobre un adsorbente que cambian de
color en presencia del analito

1.2.- FENOMENOLOGIA DE LAS REACCIONES ENZIMATICAS

Los fendmenos que se producen durante la catalisis enzimatica dentro del
centro activo han sido someramente explicados en el punto 1.1. Para la gran mayoria
de las enzimas que se aplican en la practica, la cinética enzimatica se explica
mediante el mecanismo de Michaelis-Menten, mientras que mecanismos mas
complicados son necesarios para explicar la accién de las enzimas metabdlicas que
requicren un mayor control que el sugerido por el mecanismo de Michaelis-Menten.
Este control es debido a pequenas moléculas organicas que actian come inhibidores o
activadores de la accidn de las enzimas alostericas (Blanck y Clark, 1995). En el caso
de las B-galactosidasas, el mecanismo de Michaelis-Menten es adecuado para

explicar la cinética de las reacciones de hidrdlisis y de transgalactosidacion, puesto
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que no sc detecta inhibicion o activacién de un centro activo debido a la unién del

sustrato a otro centro activo de la enzima.

Los fenomenos implicados en la accién de las enzimas son: la reaccién
quimica en s, la transferencia de sustratos y productos del medio de reaccion hacia o
desde los centros activos de la enzima y la desactivacién de dicha enzima con el

tiempo de operacidn.

En el caso de una enzima en disolucidn, la velocidad a la que transcurre el
proceso de transformacion de los sustratos depende exclusivamente de los fendmenos
de adsorcion y catalisis que se dan en los centros activos de la enzima, es decir, de la
velocidad de la reaccidn quimica, y de la desactivacion de la propia enzima. La
transferencia de sustratos del medio de reaccién hacia el centro activo depende de la
orientacion de la propia enzima, puesto que no todas las moléculas de sustrato que
difunden hacia la enzima tienen la orientacion adecuada para ser transformadas, al
igual que no todas las moléculas de reactivos en una reaccion quimica chocan con la
suficiente energia y orientacion adecuada para formar los estados transitorios de
reaccion, segin la teoria de colisiones. Estos hechos son los que determinan la
velocidad de la reaccidon quimica en una reaccion no catalitica. En las reacciones
catalizadas por enzimas hay que considerar, ademds, que hay una unién previa de los
sustratos al centro activo por adsorcidn y una hiberacion o desorcion de los productos,
etapas que pueden ser mas lentas que la formacion de los complejos de transicion en

el centro activo, que es la reaccion quimica en si.

La desactivacion de la enzima es debida a la paulatina modificacién
estructural que sufre la enzima, que consiste en un desplegamiento reversible hacia
otra forma todavia activa pero menos estable que la estructura nativa. Esta
configuracién mas abierta puede evolucionar a otras configuraciones de la enzima
mas energéticas e inactivas. Esta evolucion es reversible desde el punto de vista
termodinamico, pero puede estar impedido el regreso a la forma activa por motivos

cinéticos (Volkin y Klibanov, 1989).
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La aplicacion de enzimas en disolucion es posible en muchos casos en los que
se desea una accion catalitica determinada para una determinada transformacion total.
En estos casos, la enzima se utiliza en reactores discontinuos o se¢ aflade para que
actie durante un tiempo determinado. Asi, por gjemplo, se utilizan las proteasas en la
maduracion de quesos, en el malteado y en la fabricacion de pan. Ei empieo de
enzimas hbres también puede realizarse en procesos de transformacion en continuo,
pero la enzima se pierde al salir con los productos de reaccion. Si se quiere recuperar
la enzima o no es conveniente su presencia en el producto final, hay que separarla de
la corriente de salida del reactor. Esto se logra mediante el uso de ultrafiltros, que
separan la corriente de salida del reactor en dos corrientes, una que contiene los
productos y otra que contiene la enzima y otros posibles polimeros, que es recirculada
al reactor. Para evitar la disminucion de actividad catalitica en el reactor, se purga
parte de la corriente de recirculacién de la enzima y se afiade enzima fresca. Sin
embargo, es conocido el fendmeno de polarizacion que se produce en la membrana
del ultrafiltro y que provoca el bloqueo de poros de la membrana y la formacion de
una “‘torta” de proteinas sobre dicha membrana. El efecto es una pérdida de actividad
catalitica importante asociado a un aumento de la pérdida de carga en el ultrafiltro,
que supone una disminucién la concentracion de productos, es decir, una disminucion

paulatina de la produccion (Atkinson, 1986).

Para evitar la pérdida de enzima debida a su empleo en disolucidn, la enzima
se puede inmovilizar. El uso de ultrafiltros previene la salida de la enzima de la zona
de reaccién, pero, generalmente, lleva asociados varios problemas de operacion,
como ya se ha comentado. Otra opcién, mas utilizada, es inmovilizar la enzima
mediante la unién de la enzima a soportes con una alta superficie interna o mediante
la generacion de polimeros activos por entrecruzamiento de enzimas o por
polimerizacion en presencia de soluciones enzimaticas, técnica denominada
atrapamiento. La union a soportes, junto con el entrecruzamiento, son muy utilizados
porque permite obtener inmovilizados mas estables que la enzima libre de partida. La
unién de la enzima a soportes ya existentes se puede llevar a cabo por multiples
técnicas: adsorcion, intercambio idnico, afinidad, enlace metilico o enlace covalente
o quimico propiamente dicho (Bickerstaff, 1997). [a inmovilizacion permite que la

enzima permanezca en el reactor, lo que es imprescindible para desarrollar procesos

11
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en continuo a gran escala, similares a los que ya existen en industrias como la
petroleoquimica o la alimentaria. Ademas, aunque se suele perder algo de la actividad
inicial de la enzima que se inmoviliza, se obtienen catalizadores que pueden tener
varios miles de veces la vida media de la enzima libre de partida. Como las enzimas
son catalizadores caros, su estabilidad ¢s una caracteristica fundamental para el
desarrollo de aplicaciones a gran escala y también para el desarrollo de nuevas
herramientas analiticas como los biosensores. La inmovilizacion de la enzima evita
tener que separaria de los productos de Ia reaccidn a la salida del reactor. Esta
separacion es importante en algunos casos, pues una continuacién de la accidn
enzimitica mas alla del punto requerido puede alterar el producto de forma
inaceptable (es conocido gue la degradacién de muchos alimentos se debe a la accion

de las enzimas (ue contienen).

La inmovilizacidn de la enzima implica que ciertos fenémenos que, con la
enzima en disolucion, carecian de importancia son ahora tmportantes. Estos
fendmenos son: los fenémenos de particidén asociados a la carga del soporte, la
modificacion configuracional que implica la inmovilizacion, la transferencia de
materia en la capa de liquido estancado que esta alrededor de la particula de soporte
(transferencia que se puede denominar difusion externa) y la transferencia de materia
en los poros o difusidn interna (Wiseman, 1985). Estos fendmenos pueden
condicionar e, incluso, controlar Ia velocidad a la que se lleva a cabo el proceso de
transformacion. La reaccidén quimica transcurre a una velocidad que depende, en ¢l
caso de la cinética de Michaelis-Menten, de la concentracion de sustratos que se unan
a la enzima. La reacciéon quimica con una determinada enzima inmovilizada en un
poro del soporte transcurre a la velocidad que marca la concentracion de sustratos en
el liquido adyacente. Si la reaccion quimica es mas rapida que la difusion de sustratos
hacia el centro active de la enzima, esta difusion o transferencia de materia es la que
determina la velocidad del proceso, va que la reaccidn quimica se¢ dard a una
concentracion de reactivo inferior a la concentracidon que hay en la superficie del
soporte. La mayor velocidad de la reaccién quimica genera un gradiente de
conecentraciones de sustrato desde la superficic hacia el centro de la particula. Los

gradientes generados se tratan de esquematizar en la Figura 3.1,

12
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La presencia de cargas en la superficie interna del soporte provoca gue haya
una exclusion de los iones del mismo signo y una concentracién de iones del signo
opuesto en torno a la enzima inmovilizada en dicha superficie. Este hecho es el que
provoca fendmenos de particion en una capa de liquido cuyo espesor ronda las
decenas de nandémetros. La actividad de la enzima se ve alterada respecto a la que
tenia en disolucién por esta distribucion de iones a su alrededor, que también provoca
variaciones en el valor del pH dptimo aparente de la enzima: la enzima sigue estando
sometida al pH optimo que tenia en disolucién, pero ahora éste es el pH del
microentorno de la enzima, que no tiene porqué coincidir con el pH de la disolucién
exterior a la particula donde esta la enzima. El mismo fendémeno puede aplicarse a
cationes importantes para la actividad de la enzima. Por ejemplo, la J-galactosidasa
nccesita una concentracion de ién magnesio para poder ser activa. Si se¢ utilizan
resinas cargadas con lones negativos; se favorece la presencia de magnesto en torno a
la enzima; por ¢l contrario, st las resinas estan cargadas positivamente, la enzima

puede perder su actividad.

La inmovilizaciéon provoca interacciones entre el soporte y la enzima que
modifican la estructura tridimensional de la misma y, por tanto, su actividad. Si se
utilizan determinadas técnicas de inmovilizacion covalente, se puede unir la enzima al
soporte por varios enlaces quimicos, modificando de forma importante la estructura
de la enzima y provocando una pérdida de actividad de la misma respecto a la de la
enzima en disolucién (Guisan y col., 1997). Al mismo tiempo se logra una estructura
mas rigida y mas estable, puesto que su alteracion implicaria romper nuevos y fuertes
enlaces. De hecho, es de esperar que la estructura proteica a la que se ilegaria por
desactivacion de esta enzima inmovilizada serfa distinta a la que se llega desde la
enzima libre, ya que ciertas estructuras internas de la enzima quedarian estabilizadas
y la modificacion estructural ahora implicaria la ruptura de las uniones entre otros

aminoacidos.

La velocidad a la que transcurre la transferencia de materia en la capa externa
depende del espesor de dicha capa. Este disminuye si aumenta la agitacién en el
medio de reaccidn, o cual se logra aumentando la velocidad de paso del liguido en

reactores en los que se mueva en sentido axial (lechos fijos, lechos fluidizados,
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monolitos, etc), la velocidad de agitacion de hélices o turbinas en reactores tipo
tanque o la velocidad de paso del gas de agitacion en reactores tipo airlift. La
disminucion del espesor de la capa de liquido estanco supone que el camino a recorrer
por difusion (un mecanismo lento de transferencia de materia) por parte de los
sustratos que entran al catalizador disminuye, disminuyendo por tanto la resistencia a
la transferencia de materia y aumentando su velocidad. Como la reaccién quimica no
se lleva a cabo hasta que los sustratos alcanzan cl soporte que contiene la enzima, la
difusién externa y la reaccion quimica son dos fenémenos asociados en serie y la
difusién externa se puede describir con un modelo de gradiente maximo, dependiendo
ia velocidad de la transferencia de materia de la diferencia entre la concentracién en
¢l seno de la solucién y la concentracion en la superficie del soporte (Figura 1.3).
Acoplando la difusién externa y la reaccion quimica la velocidad general del proceso,

para una cinética de primer orden, viene dada por:

(e )=k oa, (C™ -C™ Y=k, £(C™) [1.1]

donde r,s s la velocidad de transformacién observada, k¢ es el coeficiente externo
de transferencia de materia, a,, es la superficie de contacto por unidad de volumen de

fluide oo 13 concentracion de sustrato en el seno del medio de reaccion, Cs™

soporte, Cg
es la concentracion de sustrato en la superficie del soporte, k, es la constante de
reaccion quimica de primer orden y f(Cs™F) una funcién que depende de la ecuacion
cinética de la reaccion enzimatica. En estado estacionario, la velocidad de
transferencia de materia en la capa externa cs igual a la velocidad de la reaccion
quimica, que queda descrita por la ecuacién cinética de dicho modelo, donde la
concentracion de sustratos y productos es la que hay en superficie, siempre que no

sup

existe difusion interna controlante, en cuyo caso f(Cs™) se sustituye por f(Cs™ ),

donde n es el factor de efectividad interno.

La transferencia de materia dentro de los poros rellenos con un medio liquido
transcurre por difusién molecular, siguiendo la ley de Fick. Debido a que fa estructura
porosa opone una nueva resistencia a la difusion de los sustratos, ademas de la debida

al liquido que rellena los poros, el coeficiente de difusion no es cl de difusion
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molecular de los sustratos en el liquido, generalmente agua, sino un coeficiente de
difusién efectivo inferior al anterior. Cuando la velocidad de difusién es inferior a la
velocidad de reaccion se produce una disminucion progresiva de la concentracién de
los sustratos desde la superficie hacia el centro de la particula, siendo menos eficaz la
enzima inmovilizada cerca del centro que la que esta proxima a la superficie de la
particula de soporte porque reacciona con una conceniracion de sustrato menor

(Figura 1.3).

Segun entran los sustratos en el poro van uniéndose a las enzimas
inmovilizadas en las paredes del mismo y reaccionan, por lo que la reaccién y la
difusién interna estan asociadas en serie-paralelo. Por tanto, en el estado estacionario,
se igualan las velocidades de los dos procesos, describiéndose la velocidad de

difusion interna mediante un modelo de gradiente multiple:

d2C§+a-1dCi

D"[dr-‘ rodr

J=ru P, [1.2]

donde D, es el coeficiente de difusion efectivo, Cg' es la concentracion de sustrato en

un punto interior del soporte (a radio r del centro de la particula), r,, es la velocidad

de reaccion referida a peso de enzima inmovilizada y p;, es la densidad del soporte.

La resolucién de la ecuacion diferencial planteada se lleva a cabo teniendo en
cuenta que las concentraciones de sustratos y productos a un radio igual al radio de
particula son las concentraciones de los mismos en la superficie del soporte y que en
el centro de la particula no hay variacion de dichas concentractones (sus derivadas
son cero). La resolucidn de este balance de materia en el interior de la particula por
métodos numéricos (intervalos finitos o colocacton ortogonal) permite conocer las
concentraciones de Jos compuestos implicades a determinados valores del radio v,
mediante la ecuacidn cinetica, se pueden calcular las velocidades de reaccidn en esos
puntos. Estos datos permiten el calculo de una velocidad promedio en la particula; el

llamado factor de efectividad (1) es el cociente entre esta velocidad promedio y la
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velocidad maxima en la particula, que es la velocidad en condiciones de superficie.

La velocidad de transformacion observada es, por tanto:

(rohs ): U k I’} e » C g - [1 3]

Con frecuencia, la distribucion de la enzima tras la inmovilizacion suele ser no
uniforme, sicndo mayor la concentraciéon de enzima cerca de la superficie que en el
centro de la particula, como se observa en la Figura 1.3, Este fenémeno se debe a que
la inmovilizacién es una reaccion heterogénea entre una enzima que esta en la fase
liquida y una superficie sélida activada, por tanto, la enzima tiene que difundir en los
poros hasta fijarse a la superficie de los mismos y la velocidad del proceso de
inmovilizacién puede (y sucle) estar controlado por la transferencia de materia en los
poros. Este hecho favorece que las zonas mas externas de la particula de soporte
tiendan a tijar la mayor cantidad de enzima posible antes de que zonas mas internas
se vean involucradas en ¢l proceso de inmovilizacidn, gencrandose una distribucion
en forma de coraza, no uniforme. Asi, se evita en parte el control de la velocidad del
proceso de transformacion enzimatico debido a la difusién interna de los sustratos, ya
que éstos entran rapidamente en contacto con la zona con mayor cantidad de enzima

inmovilizada, que es la mas cercana a la superficie del soporte.

Finalmente, los procesos enzimaticos suclen ser isotermos. Este hecho se debe
que la energia de reaccién en las transformaciones enzimaticas no son importantes.

a
De esta forma, no existe fransmision de energia hacia o desde la particula de

biocatalizador que sea considerable y la temperatura en la particula es la misma que la

que hay en ¢l seno del fluido (Figura 1.3).
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Figura 1.3.- Gradientes de temperatura y concentracion de sustrato formados durante
un proceso enziméatico en condiciones de limitaciones por difusion externa e interna.
Se aprecia la distribucion en concha de la enzima, mas abundante cerca de la

superficie de la particula de soporte.
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1.3.- B-GALACTOSIDASAS

También conocidas como lactasas o mas formalmente como p-D-galactosido
galactohidrolasas, las [-galactosidasas se encuentran en el intestino de los mamiferos
jovenes (actividad que desaparece normalmente después del periodo de destetado)
tambien en ciertos microorganismos. Su sustrato natural s la lactosa y son enzimas capaces
de hidrolizarla e, incluso, en ciertas condiciones, de cambiar la glucosa de este azicar por
otro  grupo aglicon presente en el medio, en una reaccidn conocida como
transgalactosidacion (Finochiaro y col., 1980; Gekas y Lopez-leiva, 1985; Prenosil y eol,,

1987, Stevenson y col,, 1993; lwasaki y col., 1996; Menzler y col., 1997; Sheu y col., 1998).

1.3.1.- Fuentes de B-galactosidasas

Existen numerosas fuentes de enzimas con actividad f3-galactosidasa, en la Tabla 1.2
s¢ muestran las posibles fuentes de f-galactosidasa (Gekas v Lopez-Leiva, 1985). No todas
las fuentes de B-galactosidasa son aceptables o reconocidas como inocuas para su aplicacion
industrial, sobre todo en la industria alimentaria. Las mejores fuentes de esta enzima son los
microorgantsmos Saccharomyces lactis, Aspergillus niger u oryzae o bacterias tales como
Escherichia coli. Las preparaciones de lactasa a partivr de A. niger, A. oryzae y de
Succharomyces sp. (lactis o fragilis) son consideradas inocuas por su utilizacion a través de
la historia y por los maltiples estudios e investigaciones a que han sido sometidas. La B-
galactosidasa de £. cofi, a pesar de ser la mas estudiada, encuentra aplicacion sélo en
Quimica Analitica, ya que presenta algunos problemas de toxicidad cuando se utiliza en la
industria alimentaria Las propiedades de las [3-galactosidasas dependen de sus fuentes de
ortgen -Tabla 1.2 (Gekas y Lopez-Leiva, 1985)-. El mayor tamaio molecular corresponde a
la B-galactosidasa de £. coli (520.000-850.000 Dalton), mientras que para las enzimas de A.
oryzae y S. fragilis los pesos moleculares oscilan alrededor de 90.000 y 200.000 Dalton,
respectivamente. La fuente y preparacion comercial de la enzima, el método de inmoviliza-
cion empleado vy el tipo de soporte escogido influyen en las condiciones dc temperatura y pH
que deben utilizarse. En general, las B-galactosidasas de hongos tienen un pH 6ptimo en la
zona acida (2,5-4,5) y las B-galactosidasas de levaduras y bacterias funcionan en la zona

neutra de pH (entre 6 y 7 y entre 6,5 y 7,5, respectivamente). Esta propicdad, de poseer un
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pH o6ptimo, permite que cada P-galactosidasa tenga una aplicacion especifica. Asi, las
enzimas procedentes de hongos son usadas para la hidrélisis de la lactosa del lactosuero,
mientras que las de levadura y bacterias son empleadas para la hidrolisis del azicar presente

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

Las (-galactosidasas de Saccharomyces, especialmente de S. lactis, estan presentes
en la mayoria de preparaciones lacteas, debido a que sus condiciones optimas (35-40°C, pH
0,6-6,8) se encuentran cerca de la temperatura y pH natural de la leche y de la mayoria de los
preparados lacteos. Ademas, presentan una apreciable actividad, incluso a temperaturas muy
bajas (menores de 4°C), donde el crecimiento de la espora del microorganismoes muy
pequefio. Asi, la leche o lactosuero pueden ser tratados durante el usual periodo de

almacenaje durante la noche.

La B-galactosidasa de A. niger tiene condiciones dptimas de proceso alrededor de
50°C y pH 3,5-4,5 y su aplicacién esta restringida a los lactosueros, debido a su cardcter

acido. Por razones economicas, solo es aplicada en forma inmovilizada.

La hidrdlisis de B-D-galactosidos por B-galactosidasas se puede seguir por la
liberacion de cualquiera de los dos productos: el resto ghicdn o el aglicdn. El seguimiento
de galactosa sélo indica la velocidad de la reaccion de hidrdlisis cuando se produce en
unas condiciones en las que la transgalactosidacion es imperceptible. La determinacion de
ambos productos permite seguir tanto la hidrdlisis como la transgalactosidacidn, que es
una reaccion de intercambio del grupo aghicon original del sustrato por otro presente en el

medio.

Cuando se utilizan B-D-galactdsidos con un grupo aglicén croméforo o fluordforo,
la deteccidn es sencilla y muy sensible. También se pueden utilizar sustratos con carbonos
radiactivos y seguir la obtencién de un producto por separacién y seguimiento de la
radiactividad. La mayoria de los métodos para seguir la hidrdlisis estan basados en el
secguimiento de la liberacién del aglicdn. Dentro de éstos, los mas utilizados son aquellos
en los que el aglicon es cromoéforo, como en el caso de los derivados aril-f-D-

galactosidos: PMPG, ONPG, etc. Otro método muy conocido utiliza como sustrato 6-
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bromo-2-naftil-B-D-galactosido (BNG), cuya hidrolisis de un producto insoluble, ¢l 6-
bromo-2-naftol. Es un sustrato muy usado en estudios histoquimicos y en deteccion de
actividad en geles de proteinas. El uso de sustratos fluorogénicos ha mejorado la
sensibilidad de la deteccion de la actividad B-galactosidas. Los sustratos mas usados son:
mono-fluoresceina-B-D-galactdsido, di-fluoresceina-B-galactésido y metillumbilferil -f-

D-galactésido, aunque continuamente salen al mercado otros nuevos.

Tabla 1.2.- Algunas fuentes de [3-galactosidasa.

Fuentes de Lactasa

Plantas fMclocoton

Almendras

Albaricogue

Granos de Kefir

Tipos de rosas silvestres
Semilla de atfalfa

Bayas de café

Organos de animales Intestino

Tejidos de la picl y sesos

Levaduras Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis y fragilis
Candida pseudotropicalis

Wingea roberstsii

Bacterias Escherichia coli

Bacillus megaterium

Thermus aguaticus

Streptococcus lactis y thermophilus
Lactohacillus bulgaricus y helveticus
Bacillus circulans

Bacilluy siearothermophilus

Luctobacilluy sporogernes

Hongos “Neurosporas crassa
Aspergillus foetidus
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Aspergillus phoenicis
Mucor puctlius
Mucor michic
Scepuloriopsis
Alternaria paimi
Fusarium moniliforme

Alternaria alternara
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El ensayo de estas enzimas se suele hacer en tampén fosfato, si su pH éptimo es
neutro, o en tampoén citrato, si es acido. En ambos casos, el tampon suele contener
mercaptoetancl y concentraciones adecuadas de sodio, potasio y 1ones divalentes, sobre
todo Mg”". Las condiciones del ensayo son muy variadas, pues han sido muchos los
grupos que han desarrollado sus propios métodos de ensayo. En general, la temperatura
varia entre 20 y 30°C, el sustrato es ONPG y el medio contiene mercaptoetanol 0,01 a 0,1
M y Mg® 0,01 a 0,1M. Para la B-galactosidasa de E. coli, las condiciones mas usadas
son: 28°C, tampon fosfato sodico 0,1 M pH 7,0 al que se le ha afiadido mercaptoetanol
(0,1 M)y Mg2+(0,001M) y una concentracion inicial de ONPG en torno a 2 mM (Bddalo,
1985). La hidrdlisis de ONPG se muestra en la Figura 1.4. En estas condiciones, una
unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que hidroliza 10” moles de
sustrato en 1 minuto. El ensayo de transgalactosidacién o la actividad transferasa se
conoce midiendo la cantidad de galactosa liberada en presencia y ausencia de glicerol o

metanol.

CH,0OH NOj
HO i5 o H OOH
H
+  HO
OH
ONPG Galactosa o-Nitrofenol

Figura 1.4.- Esquema de hidrélisis de o-nitrofenil-B-1,4-D-galactésido (ONPG).

LLa purificacion se ha realizado mediante procedimientos tradicionales:
precipitacion y separacidn cromatografica por intercambio idnico, permeacion en gel e
interaccion hidrofobica, y otros mas modernos: cromatografia de afinidad respecto a la
propia enzima, o afadiendo a la enzima dominios de otras proteinas o colas de histidina
por Ingenieria Genética. La enzima de E. coli se ha llegado a cristalizar y a analizar por
espectrometria de rayos X. También se han realizado estudios microscépicos de las
enzimas purificadas, observandose que la enzima de E. coli es tetramérica (Wallenfelds y

Well, 1972), mientras que otras, como la de K. fragilis, parecen tener mas subunidades

21



Capitulo 1. Introduccion

(Mahoney, 1980). En el caso de la enzima de £. coli se ha llegado a determinar su

secuencia de aminoécidos e, incluso, su estructura terciaria por RMN (Jacobson, 1994).

Las enzimas son estables a la temperatura segtin su procedencia. En el caso de
mesofilos, las enzimas de hongos suelen ser estables hasta 60°C, las de bacterias hasta
50°C y las de levadura hasta 40-45°C. Para los microorganismos terméfilos, sobre todo
bacterias, el limite de estabilidad esta en 70-80°C. Sucede que tanto la lactosa como la

galactosa son estabilizantes de la enzima frente al pH y la temperatura extremos.

El tratamiento con urea lleva a formas inactivas pero que conservan la estructura,

. B . . - 2
lo mismo que cuando no existen determinados iones en el medio (como M g‘+). Entonces,
se consigue reactivar la enzima mediante la eliminacion del desnaturalizante o la adicién

de iones al medio (Wallenfelds y Weil, 1972),

El peso molecular de las P-galactosidasas suele ser grande, oscilando entre 100
KDa en algunas levaduras hasta los 400 KDa para la enzima de £. cofi. Son enzimas que
suelen tener una cstructura cuaternaria, de 2 a 4 subunidades segin los métodos cinéticos
de contaje de centros activos y la sedimentacion en SDS (Mahoney, 1980). La enzima de
E. coli tienc 4 subunidades iguales, la de K. fragilis tiene 2 subunidades distintas, aunque
algunas observaciones al microscopio sugieren 10 subunidades (Mahoney, 1980). La
enzima de K. lactis parece tener varias formas activas, Becerra y col. (1998) demuestran
que la forma activa mas importante es la dimérica (250 KDa), aunque la forma
tetramérica también es activa y, ademas, es la (inica que presenta actividad frente a BNG
(6-bromo-2-naftil--D-galactosido). La enzima de 4. niger ¢s monomérica, a difcrencia de
las enzimas procedentes de bacterias y levaduras, y contiene restos glicosidicos unidos a

su estructura proteica.

Los iones tienen marcada influencia sobre la actividad y estabilidad de estas
enzimas frente a factores externos como la temperatura o el pH. Los iones Na" y K’
suelen ser activadores, aunque en algunas enzimas, como la de K. fragilis, ¢l sodio es
inhibidor. Los iones divalentes, como el Mg® y ¢l Mn®", tienen cfecto sobre la actividad y
estabilidad de las enzimas procedentes de levaduras. El magnesio actiia también sobre la

actividad dc la enzima de k. coli como activador. Sin embargo, no se trata de
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metaloenzimas, ya que no existe union quimica entre la enzima y el 16n. Parece, sin
embargo, que son importantes en la unién del sustrato a la enzima. El i0n Mn®" parece
tener un efecto estabilizador importante frente a la desactivacion térmica en el caso de la
enzima de K. fragilis (Mahoney, 1978), ya que multiplica por sicte la vida media de la
enzima a 50°C. El ién Hg”" es un inhibidor irreversible de enzimas de hongos. Estas
enzimas requieren para ser activas iones divalentes como magnesio, pero no
monovalentes. Algunas caracteristicas de enzimas con actividad [-galactosidasa se

encuentran recogidas en Ja Tabla 1.3 (Lépez-Leiva y Gekas, 1985).

Tabla 1.3.- Propiedades de algunas §3-galactosidasas.

Fuente pH éptimo § T (°C) P. Molecular | Activadores
A. niger 3,0-4,0 55-60 124 KD Mg
A. oryzae 5,0 50-55 90 Mg™
K. fragilis 6.6 37 201 Mn™, Mg™, K"
K. lactis 6,9-7,3 35 135 Mn™, Na’
E coli 7.2 40 | 540 Na', K" Mg*
L.thermophilus 6,2-71 7[ 55-57 530 i -
S.thermophilus 7,5 55 500-600 -

1.3.2.- Mecanismo de accién de las (3-galactosidasas

Las (3-galactosidasas son especificas, en principio, respecto a los enlaces no
reductores de los -D-galactopirandsidos que incluyen O, N y S. La hidrdlisis se realiza
manteniendo la configuracion en el C-1 de la galactosa, que es el carbono de unién a la
glucosa. En el centro activo hay zonas para la unién de galactosa y para la unién de
glucosa. Los aminoacidos que unen la glucosa en el centro activo de la enzima tienen
mayor afinidad por ligandos hidrofobicos que por la misma glucosa, pero la afinidad por

la glucosa aumenta drasticamente cuando se produce el cambio conformacional que
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acompafia a la formacion del intermedio galactosil-enzima. Laos grupos —OH en C-3 y C-4
de la galactosa son fundamentales para que esta se una al centro activo y para la catalisis;
los grupos de las posiciones 5 y 6 son importantes para la unién pero, posiblemente, no
para la catalisis, la posicién 2 parece no tener influencia alguna en la afinidad (estos
carbonos se marcan en el ONPG en la Figura 1.4). Como muchas glicosidasas, la -
galactosidasa cataliza la transferencia a varios aceptores ademds del agua, catalizando Ia
isomerizacion de lactosa a alolactosa, que es el inductor primario del operon lac en E. coli

{Mooser, 1992).

Diversos trabajos han llevado a la conclusion de que existe un intermedio de
reaccion  galactosil-enzima (Mooser, 1992; Wallenfelds y Weil, 1972); varias
aproxumaciones cinéticas pueden tener en cuenta este hecho. Ciertas glicosidasas tienen
un mecanismo ping-pong o ping-pong modificado (Mooser, 1992). Ademas, la existencia
del intermedio estd basada también en estudios cinéticos con sustratos que modifican la
etapa limitante de la velocidad de reaccion, que pucde ser la glicosilacién o la
deglicosilacion, En el caso de la B-galactosidasa, hay varios sustratos que pueden actuar
como aceptores o donadores del grupo galactésido: agua, metanoi, etanol y otros
alcoholes son buenos aceptores, mientras que varios arilgalactésidos cromoforos son
buenos donadores. Como mecanismos s¢ han propuesto dos, en principio, que responden

a ios siguientes esquemas:

E4G-X TEG- Xt lEGeX M spaGeX [1.4]
E+G-X [ EG-X-“5E+G+ X [1.5]

Estos dos mecanismos son distinguibies utilizando sustratos en cuya hidrolisis la
etapa limitante de la velocidad sea la transferencia del grupo glicosidico al disolvente, es
decir, el paso gobernado por la constante ki. Para aclarar el mecanismo, se puede llevar a
cabo la reaccion en presencia de dos aceptores que compitan por el grupo galactésido: si
el mecanismo es el mas sencillo, la relacidon de las concentraciones de los productos de
una adicidn respecto a la otra serda constante e independicnte del grupo que salga del

centro activo y de chal sea €l paso limitante del proceso (Stokes y Wilson, 1972). Estos
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autores encontraron que en las reacciones con metanol 0,247 M vy etanol 0,171 M, usando
como donadores de galactosido varios sustratos artlgalactdsidos, la relacién fenol:alquil-
B-galactosido permanecio constante, lo que indicaba que se formaba primero un
intermedio, ¢! cual podria reaccionar con cualquiera de los dos aceptores de grupo

galactosido.

La presencia del intermedio ha sido confirmada en experimentos de cinética no
estacionaria tipo “burst”, utilizando reacciones en las que la degradacion de dicho
intermedio era el paso limitante de la reaccién. Aunque sec utilicen los sustratos de
degradacion mas lenta, en las condiciones habituales, la liberacion del segundo producto
es demasiado rapida. La reduccién de temperatura por debajo de 0°C, la eliminacién de
jones activadores como el Mg™" vy ¢l uso de disolventes poco polares ha permitido la
realizacion de este tipo de experimentacion con la B-galactosidasa de F. coli (Fink y
Angelides, 1975). También se ha recurrido al uso de mutaciones dirigidas para obtener

enzimas modificadas para poder realizar este tipo de experimentaciéon (Deschavanne y

col., 1978).

La catdlisis por [-galactosidasa coordina un centro activo carboxilado que
estabiliza a un i6n carbonio que puede transformarse en una especie covalente. En la
: 24 . i g
presencia de Mg® vy con la mayoria de los sustratos, se produce una catalisis acida que

protona el oxigeno exociclico del grupo saliente.

La generacidn de un idn oxocarbonio galactosil-enzima es evidente, puesto que la
enzima presenta gran afinidad por los analogos de este estado de transiccidon y por el
hecho de que la hidrolisis se da ain en condiciones que evitan la catalisis icida general.
El estado de transicion durante la transferencia al aceptor puede ser este i6n o una forma
covalente derivada del mismo. Como el idn tiene una vida media muy corta (es muy
inestable) y es muy improbable poder estabilizarle sin que exista la formacién de un

enlace covalente, se podria dar un equilibrio entre las formas i6nica y covalente (Cupples
y col., 1990).

De los aminodcidos que actian durante la catilisis, el primero cuyo papel fue

reconocido fue Glu-461 (acido glutdmico, posicion 461 de la cadena polipeptidica)
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(Legler y Herrchen, 1981). El andlisis cinético de enzimas procedentes de mutaciones en
ese aminoacido ha corroborado su importancia en el proceso de hidrolisis: todas las
sustituciones han supuesto un descenso de la actividad enzimatica en mas de un 99%.
Ademas, este aminoacido influye de forma notable en la estabilidad de la enzima a la
temperatura, de tal forma que las enzimas procedentes de mutaciones son menos estables,
excepto en el caso de que el aminoacido sustituyente conserve la estructura del glutamico,
por ejemplo, glutamina. La sustitucion reduce tanto la velocidad de galactosidacion como
la de degalactosidacion. El glutamato es un estabilizante del ién oxocarbonio pero parece
jugar algun otro papel, ya que su sustitucion por aminoacidos muy desestabilizantes no
supone que la velocidad de galactosidacidon disminuya, sino que sea proporcional a la
acidez del grupo saliente. Es interesante que la sustitucion por histidina lleve a
velocidades de degalactosidacién relativamente rapidas (un 6% de la conseguida con
Glu), esta es una demostracion mas de que existen dos intermedios en equilibrio: la forma

oxocarbonio y su derivado covalente (Cupples y col., 1990).

El residuo de -galactosidasa considerado responsable de la catalisis acida en la
ruptura del enlace glicosidico es Tyr-503 (tirosina, posicion 503). También sobre €1 se
han llevado a cabo estudios de mutagénesis dirigida. [nicialmente, el uso de dos sustratos
alquilantes llevé a la deduccion de que una metiomna, Met-502, podria ser ¢l aminoacido
responsable de la catalisis acida. Su sustitucion demostrd que no cra asi {Naider y col.,
1972). Teniendo en cucenta la localizacion de Met-502 vy la dependencia de la enzima con
cl pH, se sugirié la hipdtesis de que el donador de protones debia scr un aminodcido
adyacente, Tyr-503. La modificacion quimica de este aminoacido a un derivado fluorado
del mismo produjo una disminucion en el pK, del lado alcalino de 1,5 puntos, equivalente
a la diferencia entre la tirosina y su derivado (Ring y col., 1985). La sustitucion de Tyr-
503 por mutagénesis dirigida por fenilalanina Ilevé a una actividad mucho menor (Ring y

col., 1988; Edwards y col.,1990).
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1.4.- HIDROLISIS DE LACTOSA CON B-GALACTOSIDASA

La hidrdlisis de lactosa, para formar glucosa y galactosa, es una reaccion interesante
desde diversos puntos de vista. En primer lugar, la insuficiencia intestinal de lactasa, que
padece un significativo porcentajc de la poblacion, se traduce en una incapacidad para
digerir la leche y/o productos lacteos, sufriendo trastornos gastrointestinales. Por otra parte,
tecnologicamente, la lactosa es facilmente cristalizable y poco soluble, lo que dificulta
ciertos procesos en la industria lactea, evitdndose estos problemas con la hidrélisis
enzimatica. Por dltimo, se debe tener en cuenta que la lactosa presente en el suero de la
leche, como subproducto en la elaboracién de quesos, genera un gran problema de
contaminacion ambiental por las grandes cantidades de lactosuero que son vertidos por
industrias de este tipo, ya que la lactosa no es facilmente biodegradable. Este material
presenta una demanda biolégica de oxigeno muy elevada y persistente, siendo costoso de
tratar como residuo. Por ello, se han desarrollado numerosos procesos para aprovechar los
componentes organicos del suero. La prnimera efapa en estos tratamientos consiste,
usualmente, en la recuperacion de los compuestos proteicos que no se utilizan después de la
preparacion del queso. Una vez extraida la proteina, queda una solucién que contiene lactosa

y sales diversas, y que puede hidrolizarse de forma enzimatica (Figura 1.5).

La lactosa se puede hidrolizar también mediante acidos, aunque, de esta forma, da
lugar a la aparicion de color y a la precipitaciéon de proteinas y de sales que ensucian las
resinas acidas cambiadoras de iones, por lo que no es adecnado ¢l tratamiento para leche y
lactosueros. Muchos de estos problemas pueden eliminarse con la hidrélisis enzimatica de la

lactosa con p-galactosidasa.

E} 5 6H k?z?

Lactosa Galactosa Glucosa

Figura 1.5.- Esquema de hidrélisis de lactosa.
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La lactosa o aziicar de la leche es el principal carbohidrato de 1a leche, en la que se
encuentra en concentraciones praximas al 5%. Aunqgue la lactosa presenta una amplia
variedad de usos, incluyendo la alimentacion animal, la formulacion de productos
farmacéuticos y la fermentacion alimentaria, tiene una limitada capacidad de digestion y un
bajo poder edulcorante, hechos que restringen sus aplicaciones en la industria (Finocchiaro y

col., 1980).

El producto hidrolizado, comparado con el poder edulcorante de la sacarosa (tomada
como base, con un valor relativo de 100) tiene un valor alrededor de 70, mientras que la
lactosa es considerablemente menos edulcorante, con un valor de 40. La reaccion de
hidrolisis de lactosa genera una mezcla equimolar de glucosa y galactosa. En la prictica,
dependiendo de las condiciones, la mezcla equimolar no se presenta siempre, va que la
galactosa puede polimerizar o unirse a la lactosa para formar oligosacaridos. Los
monosacaridos que se obtienen en la hidrohisis son facilmente asimilados en el intestino de

log animales.

La hidrdlisis enzimatica de lactosa se lleva a cabo de dos maneras: utilizando
enzimas libres, que generalmente se emplean en procesos discontinuos, o enzimas
inmovilizadas. El sistema de enzimas inmovilizadas puede ser de dos tipos: en el primero, la
enzima es soluble, pero esta retenida en membranas que son de diferente naturaleza, en el
segundo, la enzima es insoluble, ya que se ha inmovilizado en un soporle, lo que supone

emplear las diferentes técnicas de union anteriormente mencionadas.

Los productos lacteos tratados con B-galactosidasa pueden ser utilizados en tres tipos

de aplicaciones:
- Obtencion de productos lacteos dulces (leche, helado de crema).
- Obiencion de productos lacteos cultivados (yogurt, requeson).

- Maduracion de quesos {Cheddar, Camembert).

Algunos de los procedimientos para la produccion de leche con parte de la Jactosa

enzimaticamente hidrolizada a glucosa y galactosa son:
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a) Proceso en discontinuo (Guy y Bingham, 1978; Kosikowski y Wierzbicki, 1972). Es el
método mas sencillo para ser llevado a cabo, la leche es tratada por la via usual, y después de
la pasteurizacién se aflade una dosis controlada de lactasa. La hidrdlisis termina bien por que
la enzima se desactiva (bajo pH o alta temperatura) o porque el sustrato (lactosa) se acaba.
La dosis necesaria de lactasa se calcula teniendo en cuenta de la actividad de la preparacion,
lo que depende de multiples variables: grado deseado de hidrdlisis, temperatura y pH de la

leche, tiempo de reaccion y tipo de leche.

Cuando debe obtenerse un alto grado de hidrolisis (DH) en un corto periodo de
tiempo, se recomienda una temperatura de reaccidn de 30-45°C. Ordinariamente, la
pasteurizacion de la leche no puede ser conseguida a estas temperaturas durante mas de 3-6
horas, sin riesgo serio de infeccién microbiana. Si la temperatura es aproximadamente de
5°C, el tiempo de la reaccién puede aumentar a 20-24 horas, siendo la dosis 2-3 veces mayor
que a 40°C. Una combinacién de baja y alta temperatura de hidrolisis es una buena
alternativa en algunos casos, estimandose que tras 17 horas a 5°C seguidos de 3 horas a 35°C

se puede producir un 75 % de DH con la misma dosis de enzima que en 4 horas a 40°C.

La hidrolisis discontinua no es viable comercialmente, excepto en el caso de que las
lactasa se afiadan a los contenedores de la leche durante su envasado, de forma que la lactosa
se hidrolice durante el transporte y almacenamiento de la leche. Por esta razon, se han
realizado considerables esfuerzos para inmovilizar la lactasa. La [-galactosidasa obtenida de
las fuentes anteriores, asi como de otras distintas, ha sido inmovilizada en una gran variedad
de soportes a escala de laboratorio. La eleccion de la fuente enzimatica viene influida por la

aplicacion que vaya a darse a la preparacion.

El primer proceso de hidrdlisis de la lactosa a escala de planta piloto fue el de Snam
Progetti en una industria lactea de Milan (ltalia) que utilizé [3-galactosidasa de levaduras
atrapada en fibras de acetato de celulosa para hidrolizar la lactosa en leche desnatada
esterilizada. En general, el principal problema en el tratamiento de suero es la obstruccién de
las enzimas inmovilizadas por los sdlidos no disueltos que deben ser filtrados o

centrifugados, lo que resulta caro antes de su tratamiento.
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b) Procesos en continuo: La enzima P-galactosidasa se ha inmovilizado sobre un gran

nimero de soportes (vidrio poroso, resinas fenol-formaldchido, poliacrilamida, celulosa,

alimina). Ademas de los procesos en continuo clasicos, con columnas de enzima

inmovilizada (Knopf'y col., 1979; Prenosil y col., 1984), se han desarrollado otros procesos,

tales como:

Proceso de ultrafiltracion en continuo: Roger (1978) describe un proceso de hidrdlisis

continua de lactosa y reutilizacién de la enzima (Figura 1.6a). La proteina de la leche es
retenida por ultrafiltracién y el filtrado se lleva a un reactor enzimético en el cual tiene
lugar la hidrolisis. En una segunda ultrafiltracion se recupera la cnzima y el filtrado se
mezcla con la proteina retenida en el primer paso, para oblener una leche con lactosa

parcialmente hidrolizada.

Atrapamiento_en memnbranas (Breslau y Kilcullen, 1975): El componente esencial de

este proceso es una membrana semipermeable. La cnzima sc fija a una cara permeable
de un modulo de ultrafiltracidn situado en el hueco de una {ibra, mas o menos adherida a
la superficie porosa de la membrana. En la Figura 1.0b sc representa un esquema del

proceso.

Inmovilizacion de lactasa en fibras (Pastore, 1977): Aqui la lactasa es inmovilizada en
fibras de acetato o de celulosa, las cuales son colocadas longitudinalmente entre los
extremos del reactor, o son cortadas en trozos y empaquetadas al azar en el reactor. El
mecanismo que pone en contacto la lactosa con la enzima es por simple difusion. En la

Figura 1.6c puede verse un esquema del proceso.

En la Tabla 1.4 se presentan algunos de los procesos de hidrolisis de lactosa llevados

a cabo a escala industrial o semi-industrial (Gekas y Lopez-Leiva, 1985).
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Tabla 1.4.- Procesos de hidrélisis de lactosa.

Enzima Compaiiia Instalacion B

Libre Valio Planta Piloto (Finlandia)

Libre Novo A/S Planta Piloto (Dinamarca)

Libre Tetra Pak Industrial (Suecia)

Inmovilizada Snamprogetti Industrial. Centrale Latteria di Milano
(Italia)

Inmovilizada Corning Glass Semi industrial ULN Condi (Francia)
Dairy Crest {Reino Unido)
Kroger (USA)

Inmovilizada Connecticut-Lehigh | Planta piloto (USA)

University
Inmovilizada Valio Industrial. Keymenlaaskso Dairy
L (Finlandia)

Inmovilizada Gist Brocades Planta piloto (Holanda)

Inmovilizada Roéhm GmbH Planta piloto (Alemania)

Inmovilizada Sumitomo Planta piloto (Japon)

Inmovilizada Amerace Corp Planta Piloto (USA}
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a) Filtrado + Lactasa

Leche A

Proteina retenida —»

Leche hidrolizada

Filtrado hidrolizado

b) c)

Leche hidrolizada Leche hidrolizada

I

Leche E' m :
; A —
Lactasa ﬂ ‘___
Membrana semipermeable Leche

Lactasa atrapada en celulosa

Figura 1.6.- Esquema del proceso de hidrolisis de lactosa en continuo:
(a) Proceso de ultrafiltracion en continuo

(b) Atrapamiento en membranas

(c) Inmovilizacion de lactasa en fibras
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1.5.- OBJETO Y ALCANCE DEL TRABAJO

El objeto general de este trabajo es estudiar los fenémenos que se dan en las
reacciones enzimaticas, en particular en las de hidrolisis catalizadas por f3-
galactosidasas, tanto en disolucién como inmovilizadas. Para ello, se estudiaran los

siguientes aspectos:

e La cinética de las reacciones de hidrolisis de lactosa y de ONPG catalizadas por
dos enzimas [-galactosidasas, una comercial, la de K. fragilis, y otra bien
conocida por la gran cantidad de estudios de los que ha sido objeto, la enzima de
E. coli. Se van analizar los mecanismos posibles y se discriminara entre las
cinéticas que de ellos se derivan, comparando los resultados obtenidos con ambas
enzimas y para los dos sustratos empleados.

e El andlisis de la inmovilizacién de la enzima y los fendmenos que este proceso
introduce en las reacciones enzimaticas. Para ello, se va a realizar el estudio del
modelo cinético en ausencia de limitaciones difusionales, con los dos sustratos, y
se compararan los resultados con los obtenidos para la enzima libre. Conocida la
cinética de la hidrélisis se estudiara la influencia de 1a difusion interna, tanto en la
distribucion de la enzima inmovilizada como en la velocidad global de las
reacciones de hidrolisis.

e [a estabilidad de la enzima con la temperatura cuando se emplea en disolucion e
inmovilizada. La desactivaciéon de la enzima se modeliza mediante la
determinacion de la ecuacidn de velocidad de desactivacion, que permite predecir
cual va a ser la actividad de la enzima con el tiempo. En la modelizacion de la
desactivacion se van a considerar diversos mecanismos y se discriminara entre las

cinéticas que de ellos se dertven.

Para abordar los aspectos anteriores hay que poner a punto equipos y
procedimientos, para realizar los experimentos necesarios en los estudios cinéticos, en
los de difusidn y en los de desactivacion, asi como desarrollar las técnicas de analisis
necesarias para determinar la cantidad y actividad de la enzima y proteina (y su

distribucion en el caso de la inmovilizacidn) v poner a punto el método de andlisis
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para determinar la variacion de los sustratos (lactosa y ONPG) y productos (galactosa

y glucosa o galactosa y o-nitrofenol) de las reacciones de hidrélisis con el tiempo.

Para estudiar la cinética de las distintas reacciones de hidrdlisis se van a
emplear las dos enzimas citadas, y el soporte de la inmovilizacién va a ser una silice-
alimina comercial (KA-3, de SiidChemie). Se estudiardn primero las condiciones de
pH, temperatura y composicion del tampdén que permitan mantencr una mayor
actividad de la enzima. Los modelos considerados para la obtencién de las ecuaciones
cinéticas se basan en el mecanismo de Michacelis-Menten, considerando la posible
inhibicién total por sustrato o por productos, pudicndo ser esta ultima competitiva,
acompetitiva, no competitiva o mixta. Con el ajuste de los datos experimentales que
se obtendran en las reacciones de hidrélisis, se va a discriminar entre los modeclos
cinéticos propuestos. Para ello se utilizaran los criterios estadisticos y fisicos que se

aplican en Jos estudios cinéticos de otras reacciones quimicas.

Para estudiar el fendmeno de la difusion interna que se produce cuando se
emplean las enzimas inmovilizadas, se modificara el diametro de particula y la
temperatura, ya que ambas variables producen una modificacion de la velocidad
relativa de las velocidades quimica y de difusién. En la velocidad de difusion de los
sustratos cs necesario conocer el coeficiente de difusion efectivo, que se determinara
mediante técnicas de medida en ausencia de reaccidn quimica. Para predecir la
velocidad de la etapa quimica es necesario disponer de la ecuacion cinética de la
enzima inmovilizada y conocer la distribucidon de enzima en el soporte, distribucion
que se determinard mediante microscopia de fluorescencia confocal. Los valores del
coeficiente de difusion efectivo, de la distribucion de enzima y la ecuacién cinética
obtenidas de forma separada, deberan explicar los resultados del factor de efectividad

obtenido en condiciones de reaccion quimica.

Por tltimo, para el estudio de la desactivacion térmica de la cnzima de K.
fragilis libre e inmovilizada, y su efecto en la reaccidon de hidrolisis de lactosa, se
consideraran varios modelos cinéticos basados en mecanismos que describen la
pérdida de actividad de la enzima debida a la temperatura. Estos mecanismos

consideran una o varias formas activas de la enzima que evolucionan en seric o en
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paralelo a la forma totalmente inactiva. La discriminacién del modelo cinético de
desactivacion se realizard mediante el ajuste de los datos experimentales actividad vs.
tiempo obtenidos con la enzima libre € inmovilizada. Finalmente, tras llevar a cabo
experimentos en continuo con la enzima inmovilizada en un reactor tanque continuo
agitado con cesta (BSTR), se compararan los datos experimentales con los simulados
a partir de los modelos cinéticos elegidos para describir {a reaccion de hidrdlisis de

lactosa y la desactivacion de la enzima inmovilizada.
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2.1.- ENZIMAS EMPLEADAS

2.1.1.- LACTOZYM: p-galactosidasa de Kiuyveromyces fragilis comercial

Esta enzima es producida industrialmente por Novo Nordisk Ltd. Se obtiene por
fermentacion sumergida de la levadura Kiuyveromyces fragilis. El nombre comercial del
producto es Lactozym 3000 L, tipo HP-G (alta pureza de glicerol). En la Tabla 2.1. se
recogen sus principales propiedades fisicas y quimicas. Conservada en frigorifico a 4°C
mantiene la actividad declarada al menos durante 6 meses, segiin garantiza el fabricante, y

se ha comprobado durante el desarrollo de este trabajo.

El producto cumple con las especificaciones recomendadas por la FAO, la OMS,
la JECFA y la FCC, relativas a enzimas de uso alimentario, complementadas con niveles
méximos totales de microorganismos de 5. 10° MO/g v de 10” esporas/g para hongos. Las

especificaciones completas, segun el fabricante, se recogen en la Tabla 2.2 (Novo, 1977).

La actividad especifica del preparado enzimatico respecto a o-nitrofenil-p-D-
galactésido (ONPG) es de 65000 U.L Si se tiene en cuenta que las enzimas puras de
muchas especies presentan una actividad especifica respecto a este sustrato de 300000
U 1., se deduce que aproximadamente un 20% de la proteina es enzima. La concentracion

de proteina total es de 35 mg/mL.
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Tabla 2.1.- Propiedades fisicas y quimicas de Lactozym.

Densidad (g/cm’) 1,1156
Aspecto Liquido ambar claro
Olor Ligero olor a fermentacion (a pan)

Rango Temperatura

4-45°C (6ptimo a 40-45°C)

Rango pH 6,0-7,0 (6ptimo 6,5)
Activadores K',NH,
Inhibidores Na', Ca*™

Tabla 2.2.- Especificaciones Lactozym 3000 L, tipo HP-G.

ENSAYO METODO LIMITE LIMITE
SUPERIOR INFERIOR

Lactasa {LAUYcnn) NOVO 171 - 3000
Proteasa {(RU/cm’) NOVO 81 6,0 -
Valor del pH a 25°C NOVO 49 8,0 6,0
Cantidad total viable / g NOVOB S5 50000 -
Levadura/ g NOVORB7 100 -
Hongo/ g NOVOB7 100 -
Bacteria coliforme / g NOVOB6 30 -
E. coli enteropatogénica /g - No detectado
Salmonela/ g NOVO R 10 No detectado
“Affatoxina NOVO 109 No detectado

*LAU es la actividad de enzima que rinde 1 pmol de glucosa por mina 37°Cen tampén BM  {un tampdn

muxto citrato-fosfato con la composicidn salina que la leche) con una concentracion de lactosa de 50 g/1..

2.1.2. B-galactosidasa de Escherichia coli

Esta enzima es un producto de Ingenieria Genética que se obtuvo en el laboratorio
del Dr. Jos¢ Luis Garcta Lopez, del Departamento de Microbiologia del C.1.B.-C.S.1.C.
(Sanchez-Puelles y col., 1992). Esta proteina estd constituida por la 3-galactosidasa de E.

coli ligada al cxtremo C-terminal de la principal autolisina de Preumococcus
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pneumoniae, 1a LYTA. Esta gnimera o construccion es sumamente facil de purificar, ya
que el dominio de LYTA afiadido es precisamente el que tiene la capacidad de fijarse a la
membrana por union a residuos de colina que hay en la misma. Ahora bien, existen en el
mercado gran cantidad de resinas de intercambio idnico que contienen el radical DEAE
(dietilamino-etil), de gran similitud quimica con la colina. El simple paso del extracto por
una columna cromatografica con este tipo de resinas, seguido de dos lavados: uno con un
tampon fosfato con NaCl 3M, que sirve para eluir todas las proteinas y otros solutos
fijados, menos la de interés, y otro con un tampdn fosfato con colina 0,4 M, es suficiente
para eluir la proteina pura a homogencidad, segin se demuestra por SDS-PAGE
(electroforesis desnaturalizante en presencia de SDS —un surfactante-). Las caracteristicas

de 1a enzima quedan recogidas en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3.- Caracteristicas de la enzima de E. coll.

Fuente Escherichia coli
Actividad especifica 300000 Ul/mg’
C enzima 2.7 mg/ml

"Ll es la actividad de enzima que rinde 1 nmol de o-nitrophenol por min a 28°C en tampén Z

{ Na-phosphate 100 mM pH 7.0, 10 mM KCI, 1 mM MgSO,, 5SmM mercaptoetanol).
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2.2.- EXPERIMENTACION CON ENZIMA EN DISOLUCION

2.2.1.- Equipos e instalaciones

La instalacion experimental empleada para llevar a cabo las reacciones de
hidrolisis de lactosa y de ONPG utilizando enzimas en disolucidon consiste en 2 bafios
termostaticos con agitacion de vaivén, en los que se disponen matraces Erlenmeyer que
servirdn como reactores discontinuos para los cxperimentos. Uno de los baifios es un
Unitronic Orbital, referencia S-320-OR, el otro es un Julabo SW20. En la Figuras 2.1 y

2.2. se muestran los esquemas de los bafios y sus caracteristicas aparecen en la Tabla 2.4.
Otros aparatos utilizados han sido:

e Balanza de precision Sartorius Handy, modelo H110, (precision: +0.1 mg).

e pH-metro, Crison, Modelo micropH 2002,

» Baflo criostatico de circulacién y de inmersion con unidad de trio TECHNE modelo
DIP COOLER RU-200 y bafio calefactor TECHNE modelo TEMPETTE TE-8A.
Intervalo de temperaturas: -20 a 99.9°C (Figura 2.3.)

e Espectrofotdmetro Ultravioleta Visible SHIMAZDU modelo UV-1603.

o HPLC que consta de los siguientes mddulos:

- Bomba: dos bombas de cabezal flotante en seric KONTRON 32X

- Autoinyector KONTRON 360

- Hormo PERKIN ELMER LC100.

- Detector de dispersion de luz SEDERE modelo SEDEX 45 (Seita, 1987).

- Ordenador que dispone del software de adquisicion de datos INTEGRATION
PACK version 3.9 de KONTRON
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Tabla 2.4.- Caracteristicas técnicas de los bafios termostaticos de vaivén.

| Caracteristica Selecta Unitronic Orbital | Julabo SW20
Intervalo de temperaturas t.a. +5-99,9°C t.a. +5-90°C
Maxima variacion de +0,02°C +0,1°C
temperatura

Resolucién del termdmetro 0.1°C 1°C
digital

Potencia del calefactor 1600 W 1500 W
Velocidad maxima de vaivén 150 r.p.m. 200 r.p.m.
Recorrido de vaivén 12 em Icm
Capacidad 27L 27L
Voltaje 220V, 50 Hz 220V, 50 Hz

DESCRIPCION TICKRICA

1y Deitn pava et vanags de ks cubae,

23 Inderropton general

31 Filoto de sefisbrslidn de atarma

4 Plote e sefalizacion def calefacios
i Mando dol DFFSET.

31 Putiagor ge TEST

T Ceiln de vadatio de e cubera,

8). Mando det seiegior

1 Pantalla daple
10 Reguiadon de veigndad de la cubera mo vil,
111 Plowp de sefabzasdn del mton

Figura 2.1.- Esquema del bafio termostatico de agitacion orbital Selecta Unitronic Orbital
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Figura 2.2.- Esquema del bafio termostatico de agitacion orbital Julabo SW20

Figura 2.3.- Bafio criostéatico Techne con unidad de frio
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2.2.2.- Materiales y reactivos

Para las reacciones de hidrdlisis enzimatica de lactosa se ha utilizado un tampén
cuya composicidn salina es idéntica a la de la leche (Novo, 1977). En lo sucesivo se
denominard tampén BM. En cuanto a los experimentos de hidrolisis de ONPG, estos se
han llevado a cabo en un tampodn fosfato potasico 0,05 M pH 7, aditivado con dos
activadores de p-galactosidasas: MgCl; y 2-mercaptoetanol. Se llamara tampén BP en los
siguientes puntos de este trabajo. En 1a Tabla 2.5 se detallan las composiciones de ambos
tampones. En la Tabla 2.6 se recogen los reactivos, con sus correspondientes
especificaciones, que se han utilizado para la hidrélisis de los dos sustratos. Los eluyentes

y otros reactivos utilizados en el analisis de los azicares se muestran en la Tabla 2.7.

Tabla 2.5.- Composicion del tampon BM y del tampdn BP.

Reactivo Marca Pureza (%) Concentracion
Tampén BM (mM)
Citrato sodico PANREAC 99.9 2,70
Acido citrico.H,O RIEDEL-deHAEN 99.9 7.91
K380, PROBUS 99.9 1,063
K,;HPO, RIEDEL-deHAEN 99,9 2,99
KH,PO4 RIEDEL-deHAEN 99,9 10,80
KOH PANREAC 99,9 14,93
MgCl,.6H,0 PANREAC 99,9 4,08
CaCl; anhidro PROBUS 99,9 5,10
NaOH PANREAC 97,0 12,50
NaHCO;, RIEDEL-deHAEN 99,9 10,00
NaNO, PROBUS 99.9 48,27
Tampé6n BP Marca Pureza (%) Concentracion
(mM)
K;HPO, RIEDEL-deHAEN 99,9 50,00
| KH.PO. RIEDEL-deHAEN 99,9 50,00
2-Mercaptoetanol SIGMA 143 M 5,00
MgCly.6H,O PANREAC 99,9 1,00 ]
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Tabla 2.6.- Reactivos empleados en las hidrdlisis de ONPG vy lactosa.

Reactivo Marca Pureza (%)
HCI PANREAC 35,0
H,S0;, PANREAC 98,0
Na,COs PANREAC 98,0
o-Nitrofenol SIGMA >99.0
ONPG SIGMA >99.0
D(+) Lactosa.H,O PANREAC 99,9
D(+} Galactosa SIGCMA 98,0
D(+) Glucosa RIEDEL-deHAEN J 99,9

Tabla 2.7.- Reactivos empleados en el analisis de lactosa.

Reactivo Marca Pureza (%)
Sacarosa PROBUS 99.9
Agna Milh-Q Plus ) 100
Acetonitrilo grado HPLC-R | RIEDEL-deHAEN 98,5

2.2.3.- Métodos de analisis

Seguimiento de la reaccion de hidrélisis de QNPG

El o-nitrofenil-f-D-galactopiranosido (ONPG) es un sustrato sintético de las
enzimas con actividad fB-galactosidasa que, al ser hidrolizado por éstas, rinde una
molécula de galactosa y otra de o-nitrofenol (ONP). El ONP da coloracion amartlla en un
medio cuyo pH sea neutro o bdasico, siendo la absorbancia a 420 nm proporcional a la
concentracion de dicho producto en un cierto intervalo de concentraciones del mismo.
Dado que la reaccion es simple, se puede seguir la evolucion de reactivo y productos a lo
largo del tiempo de reaccion mediante un calibrado que refacione la absorbancia a 420 nm

con la concentracion de ONP, El calibrado se llevo a cabo disolviendo ONP en tampdn
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fosfato a pH 9 en el intervalo de concentraciones 0,005-0,08 g/l y midiendo su
absorbancia a 420 nm, comprobandose la relacion lineal absorbancia-concentracion ONP

en dicho intervalo. El calibrado se muestra en la Figura 2.4. y en la ecuacion [2.1].

Conp (g/L) = -0,001 + 0.03 Absso  (para Abs < 2) [2.1]

Seguimiento de la reaccion de hidrdlisis de lactosa

Los azicares se han analizado por HPLC en fase reversa, utilizando para la
separacion una columna de base silicea Kromasil-NH; y para la deteccion de los analitos

un detector de dispersion de luz. Las condiciones del analisis se resumen en la Tabla 2.8.

Cada azicar se cuantifica por el area bajo su pico. Para conocer la relacién entre el
area del pico y la concentracion del analito y para conocer los tiempos de retencion de
cada analito se realizaron calibrados tanto para ¢l reactivo como para los productos. En
estos calibrados se usé sacarosa como patron interno, ya que ¢l detector ¢s muy sensible a
este analito y que su pico sale claramente separado tanto del pico de monosacaridos como
dei de lactosa. La sacarosa se utilizé en todos los casos, en muestras y en patrones a una
concentracion constante de 1,88 g/L. Los patrones se prepararon como se detalla a

continyacion:

¢ Partiendo de disoluciones madre de lactosa, galactosa y glucosa de concentracion 50
g/L, se preparan muestras de | ml con concentraciones de lactosa de 50 a 0 g/ y de
monosacaridos de 0 a 50 g/L, variando de una a otra la concentracidén de lactosa o
monosacaridos de 5 en 5 g/L. Se prepararon 11 muestras patron de diversas
concentraciones.

e A gstas muestras se afiaden 0,5 ml de agua destilada.

e Setoman 0,3 ml de estos patrones y se les ailade 0,75 ml de una solucién de sacarosa
a 7,5 g/l y 1,85 ml de agua destilada. Con e¢llo, se obtienen patrones cuya
concentracion de analito oscila entre 0 y 3,45 g/l.. Este intervalo de concentraciones

es adecuado para realizar el analisis fijando fa ganancia del detector en 7,
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Los calibrados se muestran en las Figuras 2.5 y 2.6 v en las ecuaciones [2.2] y
[2.3].

Calibrado de lactosa.

Crac / Csae = 0,00894 + 1,9777 (Ajse / Acac) —0,5393 (At / Asac) {2.2]

Calibrado de monosacaridos:

Covon / Caae = 0,00365 + 2,2056 (Aman / Asze) ~0,6674 (A / Aac) (2.3]

Para conocer las concentraciones de los distintos azticares durante un experimento
de hidrolisis, se toman muestras de 1 mL del medio de reaccion. Para parar la reaccidn, se
desactiva la enzima afadiendo a cada muestra 0.5 mL de H,S04 0.5 M, obteniéndose las
muestras que luego se preparan para el analisis. En el caso de que la concentracidon de
lactosa nicial sea de 50 g/L, caso que ¢s el mas comun en Ja experimentacion rcalizada,

se procede a preparar dichas muestras siguiendo 1os pasos descritos a continuacion:

¢ Sctoman 0,3 mL de muestra de reaccion y se neutralhiza con 0,7 mL de una disolucion
de NaCO5 0,12 M.

e Scafaden 0,75 mL de una disolucidn de sacarosa 7,5 g/1..

* Seafladen 1,15 mL de agua destilada

» Semezclan v la disolucion resultante se pincha en el HPLC.

tin los casos en que la lactosa estuviera iniclalmente en una concentracidn superior
a 50 g/L, se diluye la muestra que se toma del reactor en la proporcion Cyeo / 50 g/l
Luego se procede de igual forma que en el caso de 50 g/l.. Si, por el conlrario, la
concentracion inicial de lactosa fuese inferior a 50 g/L, se reajustan los volomenes y
concentraciones de los reactivos y la muestra para que la disolucion final a pinchar en el
HPLC se encuentre en el intervalo de concentraciones en el que se realizaron los

calibrados.
E1 HPLC dispone de un ordenador conectado con un sofiware que recoge la sefial

que mide ¢l detector ¢ integra los picos del cromatograma. Con ¢l area de cada pico se

calcula, mediante el uso de los calibrados, 1a concentracidn de cada analito. En el caso de
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que hubiera glucosa o galactosa inicialmente en el medio de reaccion, se resta el valor de
la relacion de areas de monosacaridos-sacarosa a tiempo cero a los valores obtenidos a lo
largo del tiempo de reaccidn, para poder aplicar el calibrado monosacaridos-sacarosa. Un

cromatograma tipico se muestra en la Figura 2.7,

Tabla 2.8.- Condiciones del analisis de azlcares por HPLC.

Fase moévil (composicion / flujo) Acetonitrilo:H,OQ milli-Q 75:25/ 1 ml/min

Columna / Temperatura columna Kromasil-NH, / 30°C

Detector / Temperatura / Presion aire | Dispersiéon de luz SEDERE mod. Sedex 45
/ ganancia del amplificador /45°C /2 atm /7
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2.2.4.- Desarrollo de experimentos con enzima en disolucion

Experimento de hidrolisis de ONPG

La reaccion de hidrolisis de ONPG se llevo a cabo en diversas ocasiones con
propésitos distintos: determinar los parametros cinéticos de la reaccién, como test de
actividad para observar la relacion entre la actividad de la enzima y diversas variables,
tales como el pH o la presencia de ciertos iones o compuestos en el medio de reaccion, asi
como para cstudiar la actividad remanente en un caldo enzimatico después de someter a la
enzima a procesos de desactivacion térmica o por pH. Los experimentos de hidrélisis de

ONPG se realizaron por el procedimiento resumido a continuacion:

o Se prepara una disolucion de ONPG de la concentracion adecuada en BP, Se prepara
una disolucion de enzima en BP: diluida 1/50 si es la B-galactosidasa de E. coli o
1/100 si es Lactozym. Esta disolucidn se puede almacenar a 4°C durante meses sin
que pierda actividad. También se ha almacenado en condiciones diversas para estudiar
su estabilidad.

¢ Setoman 50 mL de dicha disolucion en un matraz Erienmeyer y se tcrmostatizan a la
temperatura deseada en un bano de agitacion de vaivén. En este momento se pueden
afiadir varias sustancias: productos (o-nitrofenol o galactosa), iones u otros
compuestos que puedan afectar a la actividad de la enzima. En los experimentos de
test de actividad la temperatura del bafio se fijo en 25°C, la concentracién de ONPG
fue de 0,5 g/L vy el pH del medio de reaccion se ajusto a 7,

e Se aflade un volumen de enzima tal que la concentracidn final de la misma en el
medio de reaccion sea de 0,7 mg/LL. Se ajusta la agitacion a 100-150 r.p.m.

¢ Se toman muestras de 1 mL durante el transcurso de la reaccion y se anaden sobre
tubos de ensayo en los que, previamente, se habra mezclado I mL de H,S04 0,5 M
con 0,44 mL de BP. De esta forma, la enzima sc desnaturaliza por cambio de pH y la
reaccion se para.

e Se afiade a cada tubo de ensayo 1,5 mL de NaCO; 1 M, para obtecner un pH en la
muestra de 9 o 10, y se mide la absorbancia de cada muestra a 420 nm. Finalmente, se

utiliza el calibrado para calcular las concentraciones de reactivo y productos.
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Experimento de hidrolisis de lactosa

La reaccion de hidrélisis de lactosa, como la de ONPG, se estudia con varios
fines: para estimar los parametros cinéticos de la reaccion, para analizar la influencia de
variables como el pH o para medir la actividad remanente de la enzima tras someter a esta
a temperaturas altas a varios tiempos de almacenamiento. El procedimiento se puede

resumir en los siguientes puntos:

» Se prepara una disolucion de lactosa de la concentracion adecuada en BM. Se prepara
una disolucién de enzima en BM: diluida 1/50 si es la B-galactosidasa de E. coli 0
1/100 si es Lactozym.

¢ Se vierten 50 mL de dicha disolucion en un matraz Erlenmeyer y se termostatiza a la
temperatura del experimento. En este momento, se pueden afadir sustancias tales
como los productos de reaccién en concentracién conocida o bien iones u otros
compuestos cuyo efecto sobre esta reaccién queramos observar. Cuando se trate de
realizar un test de actividad de la enzima tras una desactivacidon o de medir
actividades de la enzima frente a activadores o a imhibidores, se elige siempre una
concentracion de lactosa de 50 g/L y una temperatura de trabajo de 40°C.

s Sec afiade un volumen de enzima adecuado a la concentracién de enzima requerida
(entre 1 y 11 mg/L). Se ajusta la agitacion de la cubeta a 100-150 r.p.m. En los
experimentos de actividad la concentracion de enzima es de 7 mg/L.

e Se toman, en el transcurso de la reaccidn, muestras de 1 ml., que se afiaden a tubos
Eppendorf con 0,5 mL de H,SO. cada uno. El pH del medio disminuye a 2 y la
reaccion queda parada. Estas muestras son posteriormente analizadas por HPLC como

se describid en el apartado 2.2.3.

2.3.- EXPERIMENTACION CON LA ENZIMA INMOVILIZADA

2.3.1.- Equipos e instalaciones

Para los experimentos de inmovilizacion y en el seguimiento de la actividad en el

sobrenadante durante el proceso de inmovilizacion se han utilizado los bafios
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termostaticos de vaivén ya descritos en el apartado 2.2.1. Para seguir la actividad de los
inmovilizados, estudiar la cinética de las reacciones de hidrdlisis de ONPG o lactosa de
los mismos, estudiar la desactivacion térmica o el efecto de ciertas sustancias sobre la
actividad o estudiar la difusidén en presencia de reaccién quimica sc utilizan matraces
Erlenmeyer como reactores discontinuos que son sumergidos en un bafio termostatico y
agitados mediante hélices acopladas a agitadores SCHOTT RM 144 D con display digital
de la velocidad de giro. Este equipo se esquematiza, junto con el bafio criostatico

TECHNE, en fa Figura 2.3.

Para el estudio de la difusion en ausencia de reaccidon quimica y para los
experimentos de hidrélisis de lactosa en continuo se hace uso de dos instalaciones que se

describen a continuacion,

Medida de D, en ausencia de reaccion guimica

Este montaje se realizé utilizando el HPLC segtin ¢l esquema de la Figura 2.8 Se

distinguen varias partes:

¢ Deposito de eluyente: como fase moévil se utiliza agua milii-Q.

* Bombas: la del HPLC ya descrita en el apartado 2.2.1.

e Inyector: se inyectan 20 uL de muestra con el autoinyector descrito en el apartado
2.2.1.

¢ Columna: la columna, hecha a propdsito para ¢l experimento, esta dentro de un horno
para mantener la temperatura constante durante los experimentos.

e Detector: cuando el compuesto inyectado es lactosa sc utiliza el detector de
dispersion de luz (SEDERE modelo SEDEX 45), si es ONPG se usa el detector de
UV (PERKIN ELMER modelo LC 75).

e Adquisicion de datos: mediante un ordenador QUe dispohe de un programa de
adquisicion y tratamiento de datos cromatograficos (Integration Pack version 3.9 dc
KONTRON) instalado en el mismo se toman datos dc tiempo-mV de cada cromato-

grama, lo que luego sc utilizara en los calculos.

51



Capitulo 2. Procedimiento experimental

Hidrolisis de lactosa en continuo

Para los experimentos de hidrolisis de lactosa en continuo utilizando enzima

inmovilizada se monto una pequefia planta piloto segin el esquema de la Figura 2.9, que

consta de las siguientes partes:

a) Zona de alimentacion:

Deposito de almacenamiento: es de acero inoxidable y esta provisto de un serpentin
para su termostatizacion y de una tapa con 3 salidas roscadas. Dispone de una valvula
para el desagiic en el fondo del recipiente. El serpentin se conecta al bafio criostatico,
con lo que se puede mantener la solucion de lactosa a baja temperatura (4°C) en esta
Zona.

Control del caudal de alimentacion: segin el caudal de experimentacion se dispone
de varias bombas dosificadoras de diafragma (marca ALLDOS; modelos M205). Las
bombas montadas en el equipo son dos: una da un caudal maximo de 0,8 L/h con una
pérdida de presion de 10 atm., la otra da un caudal maximo de 0,2 L/h con la misma
pérdida de presion. Se pueden regular estas bombas por frecuencia de bombeo y por
recorrido de la carrera del pistén, se utiliza la frecuencia de pulsacidn como
contreladora del caudal de bombeo. Estas bombas disponen de un sistema de purgado
de aire.

Medida del caudal de alimentacion: consiste en orificios medidores unidos a
magistrales para medir Ja pérdida de carga. La diferencia de altura de las ramas esta
ligada al caudal que pasa por el capilar. Los calibrados para las bombas de 0,2 L/h y
de 0,8 L/h se muestran en las Figuras 2.10 y 2.11, relacionando diferencia de altura,
frecuencia de bombeo y caudal del hombeo.

Termostatizacion del alimento: sc realiza mediante un refrigerante de espiral
conectado a una tuberia de 6 mm de teflon mediante uniones de 6 mm en
polipropileno. A la salida de esta zona se montan termopares en uniones en T de 6mm
en polipropileno y un septum. Esto permite conocer la temperatura de la alimentacién

a la salida del precalentador.
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b) Zona de reaccion:

* Reactor: e¢s un BSTR (basket stirred tank reactor) ecncamisado para termostarizar cl
medio de reaccion. La alimentacion se introduce por la parte superior del reactor y la
salida sc hace por ¢l fondo. La cesta consiste en dos mallas cilindricas concéntricas de
accro inoxidable de 0,5 mm de luz de malla montadas sobre bastidores, de tal forma
que puede contener solido, o bien usarse como soporte para otras cestas més pequefias
en forma de sobre donde se ha introducido el sélido. Se ha colocado una escala que
permite relacionar el nivel con el volumen de liquido en el reactor. E] control de nivel
se logra por vasos comunicantes, ya que la tuberia de salida sc acopla a un codo con
salida a la atmosfera. La altura de la salida puede ser regulada con ayuda de la escala
ya mencionada. El nivel de liquido en el reactor coincidira con la altura de dicha
salida. El efluente del reactor vierte en un deposito de residuos situado al final de la
instalacion. El reactor esta dotado también de una tapa con tres entradas para tuberia
de 6 mm y otra para un termopar. La capacidad maxima del reactor es de 0,6 L. La

agitacion se consigue mediante tres turbinas montadas sobre un gje.

Se colocan termopares en la zona de alimentacion, en la zona de precalentamiento
y en el rcactor. Todos estan conectados a un display digital. Tanto la zona de
precalentamiento como los reactores estan a temperatura constante mediante un bafio
termostatico de 27 L de capacidad dotado de una cabeza calefactora con bomba de
circulacion SELECTA modelo TECTRON 373100. Otros equipos utilizados, aparte de

los ya mencionados en el apartado 2.2.1, son:

e Bomba peristaltica MILLIPORE modelo n® XX8200230.

¢ Filtro esteril de alta capacidad MILLIPORE modelo MILLIPAK-40 0,22 um.

e FEstufa de desecacion con circulacion forzada de aire, con regulacion elecironica,
lectura digital con reloj desconectador de 24 horas, KOWELL modelo D2-AF-]
(monofasica, 1500 W, 60-300°C1°C).

¢ (Conductimetro HANNA ATC HI 8820.

» Microscopio confocal de fluorescencia BIORAD MRC-500 (escaneado lento)

» Lupa WILD de 9x a 60x dotada de camara fotografica para pelicula de 35 mm.
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1. Eluyente (agua Milli-Q) 5. Columna

2. Bomba HPLC 6. Detector de dispersion de luz
3. Autoinyector 7. Detector ultravioleta

4. Termostato 8. Ordenador para toma de datos

Figura 2.8.- Instalacion para la medida de D, en ausencia de reaccion quimica
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1.Bafio criogénico 5.Precalentador 9.Indicador de temperaturas
2.Deposito de alimento 6.Reactor BSTR 10.Bafio termostatico
3.Bomba dosificadora 7.Cesta 11.Depdsito de residuos

4 Magistral | 8.Motor de agitacion |

Figura 2.9.- Instalacion para los experimentos de hidrélisis de lactosa en continuo
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2.3.2.- Materiales y reactivos

§0201‘t€

El soporte utilizado para la inmovilizacion de la enzima ha sido una silice-alumina
comercial, de Stidchemie (referencia KA-3), de geometria esférica y con un tamafio de 5-
6 mm de diametro. Las particulas de tamafios menores s¢ obticnen por fragmentacion y
tamizado. Los tamices utilizados, CISA, tienen las siguientes luces (en mm): 0,1; 0,2;

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

Hste soporte tiene una estructura porosa bimodal (Santos, 1992), presentando
micro y macroporosidad, siendo sus propiedades fisicas las que se recogen en la Tabla
2.9. En la Figura 2.12 se presenta la distribucién de radio de poros obtenida mediante
porosimetria de Hg y desorcion de N; y en la Figura 2.13 se muestran fotografias del
catalizador, obtenidas mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM), en la que se

aprecia claramente la estructura bimodal que presenta ¢l so6lido (granos porosos).
Reactivos

Los reactivos utilizados en la inmovilizacion de las enzimas se detallan en la Tabla
2.10. Los reactivos utilizados en las reacciones de hidrélisis de ONPG y lactosa y en las

de medida de actividad y de estabilidad de los inmovilizados son idénticos a los utilizados

con las enzimas en disolucidn, ya descritos en el apartado 2.2.2,
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Tabla 2.9.- Propiedades del soporte KA-3 de Si0,A1,05

Composicion Al 05 4510, H,O
Vo 0,587
Pp 0,912
¢ (total) ' 0,535
En 0,219 ]
£, 0.316
v (amstrongs) 3330
r, (amstrongs) 45
Se(m*g") 126
S (M’ &) 10
Se (m” g7) 116
A
R 1%
B e
o 10
| /
G4 =
I |
01;:; w? ,";JQ

Figura 2.12.- Funcién de distribucion de radio de poros del soporte KA-3.
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Figura 2.13.- Fotografias de la superficie del soporte KA-3 mediante SEM
(10000 y 20000 aumentos, respectivamente)
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Tabla 2.10.- Reactivos empleados en la inmovilizacion de las enzimas
(aparte de los de la tabla 2.6)

Reactivo Marca Pureza
HNO; PANREAC 99,9%
3-aminopropiltrietoxisilano FLUKA 39.9%
 Glutaraldehido grado I SIGMA, RIEDEL-deHAEN 25 % (aq)
Glutaraldehido grado fotografico |SIGMA 50 % (aq)
NaBH,4 FLUKA 99,9%
Coomassie Brilliant Blue G-250 |PANREAC 99,9%
H;PO, RIEDEL-deHAEN 99,9%
Etanol PANREAC 96,0%
FITC | SIGMA 99,9%

2.3.3.- Métodos de analisis

Seguimiento del proceso de inmovilizacidn v de la reaccion con enzima inmovilizada

La inmovilizacion de la enzima en el soporte se sigue mediante la medida de la
actividad de la enzima remanente en el liquido frente a ONPG y la medida de la proteina
presente en el mismo liquido. El método de anélisis de la actividad es idéntico al descrito
en ¢l apartado 2.2.3. El método de analisis de la proteina que queda en el liquido se

resume en los siguienies pasos:

e Se toma una cantidad de muestra del sobrenadante y se diluye en BP hasta que la
con-centracion de proteinas en la muestra a analizar no sobrepase los 0,165 mg/mL.
Para calcular la dilucién necesaria se considera la concentracion de proteinas que hay
en el medio al comienzo de la inmovilizacion.,

e LEn un tubo de ensayo se mezclan 0,9 mL de la muestra asi preparada y 2,7 mL de
reactivo de Bradford; se espera 15 minutos.

* Se mide la absorbancia de la muestra a 595 nm frente a un blanco obtenido mediante

la mezcla de 0,9 mL de BP con 2,7 mL de reactivo de Bradford.
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La relacion entre la Abs a 595 mn y la concentracién de proteinas se conoce
mediante un calibrado que sc hace previamente, tratando con el reactivo de Bradford
mucstras de proteina de concentracion conocida, sca de Lactozym o de la B-galactosidasa

de E. coli. Los calibrados se presentan en las Figuras 2.14 y 2.15 y en las ecuaciones [2.4]
y [2.5].

Cproteing (ME Lactozym / L) = 0,92 + 126,15 Absses +68,26 Abs’sos [2.4]
Cpro[c[na (mg B.ga[ E. COH/ L) = '0,51 + 87,54 AbSS()S +65,76 Abszsqs [25]

Esta medida de proteinas se realiza siguiendo el método de Bradford (Bradford,
1976), el cual se basa en la observacion de que el colorante Coomassie Brilliant Blue
forma complejos con las proteinas. Dicha reaccién provoca en el medio un cambio de
color, ya que cl complejo es de color azu! y el colorante libre presenta tonalidad roja. El
complejo formado es estable durante, al menos, 1 hora, hasta que precipita en forma de

placas azules. El reactivo de Bradford se prepara de la siguiente manera:

¢ Se mezclan 0,1 g de Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 mL de etanol al 96%, 100
mL de HiPO, y se enrasa hasta 1 L con agua destilada.

s Se filtra tras agitar y se mantiene en boteila opaca a temperatura ambiente.

Respecto a los experimentos de medida de actividad o de estabilidad de la enzima
inmovilizada y a los estudios difusionales en presencia de reaccion quimica, los métodos
de anélisis de reactivos y productos son los descritos en el apartado 2.2.3. y los aparatos

usados para ¢llo son los mismos descritos en el apartado 2.2.1.
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Analisis de la distribucion de proteina en un inmovilizadg

Para determinar la distribucion de proteina en una particula solida porosa se
pueden utilizar varias técnicas microscopicas, tanto mediante marcaje de la proteina con
colorantes como el Napthol Blue Black, el Coomassie Brilliant Blue u otros tintes
(Ampon, 1992; Carleysmith y col., 1980) como mediante el marcaje con fluoroforos,
como el isotiocianato de fluoresceina ~FITC- (Pinto y Macias, 1995; Mullon y col., 1988;
Lasch y Kiinhau, 1986). Mientras que el marcaje con tintes sirve para determinar de
forma cualitativa como se distribuye la proteina en la particula, el marcaje con FITC

permite ¢l estudio cuantitativo del perfil de proteina.

Otro posibilidad muy interesante en la obtencidn de estos pertiles es la posibilidad
de utilizar la microscopia de fluorescencia confocal (Pinto y Macias, 1995), que permite
realizar cortes Opticos del ejemplar en estudio cuando este es transparente a la radiacién
de excitacion y a la radiacién emitida y obtener la fluorescencia correspondiente a un solo
plano perpendicular a la radiacién, a diferencia de la microscopia de fluorescencia
tradicional, que s6lo permite la recoleceion de emisiones procedentes de todos los planos,
con lo que se produce una imagen poco nitida. En la Figura 2.16 se esquematiza el
funcionamiento de un microscopio confocal. Los modemos programas de tratamiento de
imagen permiten una cuantificacion eficaz de la radiacién emitida, especialmente si se
hace uso de un calibrado adecuado del par proteina-FITC. De esta forma, se ha mejorado
sensiblemente las técnicas opticas y de tratamiento de imagen aplicadas en el pasado para

obtener la distnibucion de proteinas inmovilizadas (Mullon y col., 1988).

La obtencion de perfiles numéricos de proteina serd de utilidad para reahizar el
acople de reaccion-difusion en el interior de la particula de soporte con la enzima
inmovilizada. Como el FITC reacciona tante con grupos alcohol como, en menor grado,
con grupos amino, se debe marcar la proteina a inmovilizar antes de proceder a su fijacion
cn ¢l soporte activado, a no ser que éste no posea este tipo de grupos en la superficie, que

no es el caso. El marcaje de la proteina se realiza segun c! siguiente protocolo:
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e Se prepara una solucion de FITC, con una concentracidon de 10 mg/ ml, en
tetrahidrofurano.

e Se mezclan 2 mL de Lactozym con 1,8 mL de BP y 0,2 mL de solucion de FITC en
un recipiente opaco. La solucion de FITC conviene afiadirla poco a poco y agitando,
para evitar que se formen precipitados (el FITC es poco soluble en agua).

o Se deja reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

e Durante este tiempo se cargan en una columna 12 g de Sephadex G-25-50 ya
estabilizado en BP previamente (hervir durante 2 horas o dejar en BP 24 h a
temperatura ambiente). Se lava la columna con tampén BP, eliminando con ayuda de
una bomba peristaltica el aire retenido en la salida de Ia columna.,

e Se carga el contenido del recipiente opaco en la columna, se deja que penetre en ella y
s¢ eluye con BP, recogiéndose las muestras en tubos Eppendorf de 1,5 mL. Se
obtienen dos picos, uno entre 10 y 22 munutos y otre a los 60 minutos,
aproximadamente. ElI primero corresponde a la proteina marcada, como se puede
comprobar diluyendo y midiendo la proteina por Bradford o afiadiendo a un tubo con
ONPG muestras de este pico (la enzima conserva la actividad aun marcada con
FITC). El segundo es el FITC restante y otras pequefias molécuias marcadas o no. Si
se quiere que se conserve la actividad, hay que eluir con BP y no con cualquier
tampon fosfato sin mercaptoetanol, porque este quedaria retenido en la columna y la
enzima se desactivaria. Un pico de proteina tipico se puede observar en la Figura 2.17.

¢ Se mide la proteina de cada muestra del primer pico mediante ¢l método de Bradford,
va que, dada la cantidad elevada de proteina y FITC en estas muestras, se¢ puede
seguir también a 490 nm por el color amartllo que se observa. Conocida la cantidad de
proteina de cada muestra, estas se pueden mezclar para obtener una solucidén
concentrada de proteina marcada, de la cual, por diluciéon en BP, se obtiene la

solucion de enzima que se aplica en la inmovilizacidn.

Tras realizar la inmovilizacion con la proteina marcada, se debe preparar la
muestra  para microscopia confocal. La preparacion consiste en cortar por presion el
ejemplar en una mordaza y luego pulirlo con una minifresadora. Esta preparacion es

adecuada para particulas de silice-alimina de tamafo superior a 2 mm.
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L.a obtencion de diferentes planos en el microscopio confocal permite seleccionar
¢l plano ecuatorial. En el caso de la silice-alimina, este planc se obtiene por corte fisico
de la particula, cuando se utilizan geles o vidrio de poro controlado (CPG), al ser
trasparentes a la radiacién, se pueden hacer cortes Opticos. La imagen obtenida es
analizada con ayuda de un programa de tratamiento de imagen, como el Photoshop 4.0 de
Adobe. La imagen es dividida en bits, a cada cual corresponde un grado de verde. El color
verde, propio del FITC, varia cn la escala RVA desde 0 a 255. Con ayuda del histograma
de la imagen y suponiendo que la particula es esférica (se considera una esfera de radio
equivalente) y que la distribucién es tal que hay mas proteina hacia el exterior de la
particula — lo que se observa visualmente en las imagenes- se puede cuantificar la
cantidad de proteina por capa de la esfera y obtener un gradiente de proteina desde la
superficie hacia el centro de la particula. Este gradiente es exacto en cuanto se acopla con
un calibrado concentracion-fluorescencia-nivel de color, hecho en el mismo microscopio
con muestras de proteina marcada. El calibrado se muestra en la Figura 2.18. Ademas, la

fluorescencia cs proporcional a la concentracion de enzima.,

El valor del factor de proporcionalidad se calcula segun la ecuacion [2.6], donde
I{x) es un valor de color RVA, que es como se mide la intensidad de fluorescencia al
radio adimensional x y Cpw medio e¢s la concentracidn promedio de cnzima en la

particula.

pe S, =b 1) [2.6]

1
3 I[(x) x*dx
0

Durante la activacion del soporte, al hacer reaccionar el glutaraldehido con los
grupos amino que hay en superficie, se produce un cambio de color blanco a marrén. Se
puede apreciar la extension del frente de reaccidn por microscopia optica, al menos
cuando la particula es grande (esferas de 5-6 mm de diametro). Basta hacer el corte con
ayuda de la mordaza para preparar los especimenes. Posteriormente, con ayuda de una
lupa con camara incorporada, se obtienen fotografias de los cortes y se puede calcular el

espesor de la capa activada con glutaraldehido, que, como se vera, es la que luego
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reacciona con la enzima. La utilizacién de programas de tratamiento de
imagenes permite, ademés, conocer si hay gradiente de glutaraldehido en la zona

activada, al menos de forma aproximada.

Jl/
—>
: —>
7
X
8
1
2
1.Lentes del tubo 6.Fotodetector
2.0bjetivos 7.Agujero para eliminar sefiales desenfocadas

3.Plano fuera de foco 8.Scanner
4 Plano enfocado 9.Rayo emitido desde plano desenfocado
5.Reflector dicroico 10.Rayo emitido desde plano enfocado

Figura 2.16.- Esquema del funcionamiento de un microscopio confocal .
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Figura 2.17.- Pico de proteina marcada analizada por el método de Bradford.
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Figura 2.18.- Calibrado de la concentracion de proteina vs. [luorescencia.
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2.3.4.- Desarrollo de los experimentos
Experimento de inmovilizacién de enzima
Para llevar a cabo experimento hay que seguir las siguientes etapas:

e Las particulas esféricas del soporte de silice-alimina son fragmentadas y tamizadas,

recogiéndose las fracciones de! tamafio de particula adecuado.

» Se limpia el soporte de todo adsorbato mediante el uso de acido nitrico al 5%. Se
sumerge en la solucion dcida en una proporcion 1 g/10 mL y se calienta a 85°C
durante 2 horas, utilizandose para ello el bafio termostatico con agitacién de vaivén.

La agitacion se fija en 72 r.p.m..

* Se decanta el liquido sobrenadante y se lava ¢l soporte con abundante agua destilada.

Se deja secar 24 horas en estufa a [ 10°C.

» FEl soporte es tratado con y-aminopropilirietoxisilano (y-APTES). Se utiliza una
relacion 20 mL de disolucion de silano, de la concentracidn elegida en agua destilada
a pH 3-4 por cada gramo de soporte. Bl tratamiento se realiza a 75°C, durante 2 a 3,5

horas y con agitacion de vaivén (72 r.p.m.). La reaccion que tiene lugar es:

| |

0—Si—OH ]Tt 0 0— Sl’i — Sli_ (CHp); —NH;
I
0 + EtO—Sj — (CHp)3—NH, (l) (')

0—Si—OH | L
| FtO 0— Sll — Sll*'— (CH2)37—NHz

Et OH
Silice-Alimina g -aminopropiltrietoxisilano Silice- Afimina aminada
limpia

e Se lava de nuevo con abundante agua destilada y se deja secar en estufa a 110°C

durante 12-18 horas.El soporte silanizado puede guardarse para su uso posterior.
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+ Se trata el soporte silanizado con ghutaraldehido, en la concentracién adecuada en BP,
a 25°C durante 2-3 horas en el bailo termostatico de vaivén con agitacion de 72 r.p.m.
En este paso, la relacion utilizada es 15 mL de solucion por cada gramo de soporte, de

acuerdo a:

.
O— Si —~ Si——(CHy)3—NH>
CHO

O O l
| *o(CHyy >

0O—=Si — Si— (CH»)3 —NH
{l ( (CH2)3 2 CHO

Silice- Aldmina anmada Glataraldeindo

O-— Si — Si — (CHp)3— N==CH~—(CHz);— CHO

|

0 0

g .
O—— §i — Si —(CHg)3— N==CH— (CH3);— CHO

Formacion de imina, Silice-alimma activada

e Sec lava el solido con abundante BP hasta que no huela a glutaraldehido y se almacena

el sdlido en 25 mL de dicho tampén.

s Se prepara una disolucién de la enzima de Novo en 25 mL de BP, al doble de la

concentracién final requerida en el proceso de inmovilizacion.

e Se termostatizan en el bafio de incubacidn a 25°C por separado la solucion enzimatica

y la que contiene el sélido.
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Se mezclan y se ajusta la velocidad de agitacion a 72 r.p.m. La relacion final solido/

volumen de liquido de inmovilizacidn es 1 g/10 mL.

8i —(CHz)3—N == CH— (CHp);— CHO + Enz-NHj

~—  §i —(CHp)3—N == CH—(CHz),— CH—N—En

De forma simultanea se prepara un blanco con la enzima en la misma concentracion

pero en ausencia de solido en el Erlenmeyer.

Para seguir la inmovilizacidon de la enzima se realizan las siguientes operaciones:

Se toman volumenes de muestra de 1 a 1,5 mL a distintos tiempos de inmovilizacion
para medir la actividad y la proteina remanentes en el sobrenadante. Esta operacion se

hace hasta que no haya variacion apreciable en los valores de estas variables.

De esta muestra se toma un cierto volumen, calculado para que la concentracion
maxima de enzima en el medio de reaccidn no sobrepase un valor fijado (0,7 mg/L),
calculado respecto a la concentracidn de enzima al comienzo de la inmovilizacion,
afladiéndose a un Erlenmeyer que contiene 50 ml de ONPG 0,5 g/L, ya termostatizado
a 25°C. Se toman muestras de la reaccién a varios tiempos, El procedimiento es
idéntico al ya explicado para los experimentos de determinacién de la cinética de la

hidrdlisis de ONPG con la enzima en solucion.

Para medir proteinas en las muestras de liquido sobrenadante, se toma un cierto
volumen de muestra que es diluido con BP para que la concentracion de proteinas esté
en el intervalo de concentraciones del calibrado. A continuacion, se mezclan 0,9 mL
de esta solucion y 2,7 ml, de reactivo de Bradford. Se mide la absorbancia a 595 nm
frente a un blanco hecho con BP y el reactivo de Bradford, una vez hayan transcurrido

unos 15 minutos desde la mezcla.
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Cuando varias medidas de actividad y de proteina en cl sobrenadante a tiempos
consecutivos de inmovilizacion sean constantes, s¢ puede dar por finalizada la

inmovilizacion. Para finalizar esta operacion hay que utilizar el siguiente procedimiento:

o Se lava el sélido con BP, guardiandose las aguas de lavado para medir posteriormente
la concentracidon de proteinas y la actividad enzimatica. En este caso, para medir la
actividad, se mezclan 10 mL de aguas de lavado y 40 mL de una solucion de ONPG,

en una concentracion de 0,625 g/L en BP, tras termostatizar ambas a 25°C.

e Se deja ¢l solido en BP (proporcion 10 mL BP/g de soporte) y se aflade NaBHy en
concentracion 1 mg/ m, se deja reaccionar durante 1 hora. El NaBH; es un agente
reductor que estabiliza los enlaces imina, transformandolos en enlaces amina.
Ademas, también actua sobre los grupos aldehido de la superficie que no hayan

reaccionado con la enzima, transformandolos parcialmente en grupos alcohol.

1

Si—(CH)3—N=—CH - (CH3)» —CHO + NaBHy ——»

|
Si—(CHp)3—N— CH— (CH3); — CH0H

2)

Si—(CH)3N=—CH-— (CHp); —CH=—=N— ENZ + NaBHq4 —>

Si— (CHp)3 — NH—CH; —(CHp)3—CHy;—NH—ENZ

e Scdecanta y se lava ¢l s6lido 2 veces con BP y se almacena en dicho tampon a 4°C.
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Experimento de hidrélisis de ONPG en discontinuo

Este tipo de experimento se lleva a cabo cuando se estudia la cinética de la
hidrolisis de ONPG por las enzimas inmovilizadas, cuando se caracterizan las mismas o
cuando se hacen experimentos previos a los estudios cinéticos (los que llevan a asegurar
que la reaccion quimica es la que controla la velocidad del proceso). Se puede resumir el

procedimiento experimental en los siguientes pasos:

e Se prepara una disolucion de ONPG y de los productos de reaccidn u otros
compuestos, si estos se van a adicionar a tiempo cero, al doble de concentracidon que
la que se desea en el medio de reaccion.

e Se pesa una determinada cantidad de sélido himedo, a la que se afiaden 25 mL de
BP y se termostatiza a la temperatura del experimento junto con el otro Erlenmeyer.
El solido debe ser suficientemente pequefio cuando se realizan experimentos
cinéticos y de tamafios superiores en los experimentos de reaccidon-difusion interna.

e Se termostatizan los Erlenmeyer con la enzima inmovilizada y con los reactivos y se
mezclan en el Erlenmeyer que contiene el sélido. Se enciende el motor de agitacion
y se agita el medio a una velocidad superior o igual a 300 r.p.m.

¢ Se toman muestras de 1 mL a varios tiempos durante el transcurso de la reacciéon y
se afiaden sobre tubos de ensayo, previamente preparados, que contienen 1 ml de
H,S80, 0,5 M y 0,44 mL de BP.

e Scafiade 1,5 mL de Na;CO; 1 M a cada tubo de ensayo y se mide la absorbancia a
420 nm.

e Se lava el solido empleado en cada reaccién con agua destilada y se deja secar 12
horas a 110°C. Se pesa una vez seco; como se conoce la cantidad de enzima
imovilizada (en mg enzima por g de soporte) y se conoce el peso seco de soporte,

se puede obtener la cantidad de enzima empleada en el experimento.
Expernimento de hidrolisis de | en di
La hidrolisis de lactosa con enzima inmovilizada se ha estudiado para determinar

la cinética de la hidrélisis de lactosa con el inmovilizado y para realizar tests de actividad.

El procedimiento seguido se resume en los siguientes pasos:
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e Se pesa una cantidad adecuada de s6lido con la enzima inmovilizada v se afiade al
Erlenmeyer, en el que se va a llevar a cabo la reaccion, con 25 mL de BM. Este sélido
es de un tamafio pequefio cuando se realizan experimentos cinéticos para eliminar
problemas difusionales; para ¢l estudio del acople reaccion-difusion se emplean
tamafios mayores.

* Se preparan disoluciones de lactosa, galactosa y glucosa de las concentraciones
deseadas en 25 mL de BM.

* Se termostatizan las disoluciones anteriores a la temperatura a la cual se va a llevar a
cabo la reaccion y se mezclan en el Erlenmeyer que contiene ¢l sélido. Este es agitado
mediante hélice a una velocidad superior a 300 r.p.m.

» Setoma | mL de muestra a varios tiempos durante el transcurso de la reaccion. Para
parar la reaccion, se afiade esta muestra a tubos Eppendorf donde hay 0,5 mL de
H,SO4 0,5 M. En principio, no seria necesario parar la reaccion, ya que esta se para en
el momento en que el liquido de la muestra deja de estar en contacto con ¢l sélido que
contiene la enzima, pero se evita asi que continde la reaccién si partc de la enzima
hubiera pasado del s6lido al medio de reaccion.

¢ Se analizan las muestras tomadas por HPLC como se describio en el apartado 2.2.3.

Estudio de la estabitidad del inmovilizado

» Se preparan viales de centelleo de 10 mL en los que se pone una cantidad de
inmovilizado (de 0,06 a 0,1 g) y se anade 5 mL de BP cuyo pH ya ha sido ajustado al
valor deseado. Después, se incuban los viales a la temperatura adecuada.

e Se preparan varios Erlenmeyers con 25 mL de una disolucién de ONPG y se
termostatizan. A cada tiempo de incubacion, se toma un vial y se arrastra el sélido del
vial con ayuda del liquido del Erlenmeyer, midiéndose la actividad remanente de la
enzima inmovilizada (apartado 2.3.4.).

e Se lava y se seca ¢l solido, se pesa el solido seco y se calcula la concentracidn de

cnzima cn el Erlenmeyer en el que se midio la actividad.

Para calcular la concentracion de enzima por litro de medio de reaccion, Cyy, se

emplea la relacion siguicnte:
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CrL {mg enzima / L] = Cgy, (mg enzima / g de soporte] pr. [g de soporte / L] [2.7]

donde Cyw es la concentracién de enzima por gramo de soporte y pp la concentracion

masica en el medio de reaccion.

Experimento de hidrdlisis de lactosa en contin

Estos experimentos permiten analizar la estabilidad de los inmovilizados a
tiempos suficientemente largos, muy superiores al tiempo de reaccidn en reactor
discontinuo, Ademas de este objetivo, los experimentos en continuo sirven para validar el

modelo cinético obtenido en discontinuo.

Se realizaron experimentos previos de estimulo-respuesta para determinar las
condiciones de agitacién que eliminaban volumenes muertos en el reactor. En los estudios
de estabilidad del inmovilizado se empled un tamafio de particula lo suficientemente bajo
para eliminar resistencias difusionales internas y una agitacion suficiente para eliminar

resistencias difusionales externas.

Las etapas seguidas durante un experimento de hidrélisis de lactosa en continuo se

describen a continuacion:

o Para calcular la cantidad de enzima inmovilizada que debe introducirse en la cesta del
reactor se realiza un balance de materia al reactor CSTR donde se sustituye en el
término de velocidad la ecuacion cinética obtenida en discontinuo. Se fija el caudal de
alimentacion, la conversion deseada, la concentracion inicial de lactosa y el volumen
de liquido en el reactor, con lo que se puede despejar el peso de inmovilizado
necesario.

¢ Sepreparan 4 L de una disolucion de lactosa 50 g/I. en BM,

e Se esteriliza el depdsito de acero inoxidable utilizado como depdsito de alimentacién
y el filro MILLIPORE en un autoclave a 120°C durante 20 minutos. Se limpia con
isopropanol la bomba que se vaya a usar (generalmente, la que proporciona un caudal
de 0,2 L/h), las conducciones y el reactor, tapa incluida. Es importante asegurar una

asepsia suficiente, ya que no se puede esterilizar el reactor (se desactivaria la enzima).
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Se introducen 3 L de la solucién de lactosa en el depdsito de alimentacion con ayuda
de una bomba peristéltica y de un filtro estéril de 0,2 um que se acopla en una entrada
del depdsito de alimentacion. De esta forma se esteriliza el medio por filtracion.

Se encienden los bafios termostaticos: el que regula la temperatura de la zona de
precalentamiento y reaccién y el que regula la temperatura de la zona de alimentacion
a 5°C para mantener el alimento en condiciones lo mas asépticas posibles.

La misma bomba y el mismo filtro utilizados para Ilenar el deposito de alimentacion
se utilizan para cargar el volumen adecuado de solucién de lactosa en el reactor. Antes
se ha colocado el codo de salida a la altura adecuada para que el volumen cargado
coincida con el calculado previamente para el experimento. Se coloca la tapa del
reactor y se deja agitando a 600 r.p.m.

Se fija el caudal de operacion y se empicza a bombear la solucion de lactosa,
purgando el isopropanol de la tuberia que conecta el depdsito de alimentacién y el
reactor hasta que no haya olor al mismo a la salida de la misma. Esta salida estd
conectada en ese momento al depdsito de residuos.

Se pesa la cantidad requerida del inmovilizado en una cesta en forma de sobre (de 0,5
mm de luz de malla).

Cuando la temperatura del medio de reaccion sea la adecuada y el caudal sea estable,
se introduce la cesta con el inmovilizado con ayuda de unas pinzas estériles en la cesta
soporte que hay en el reactor. Se cierra la tapa, se fija 1a velocidad de agitacion en 600
r.p.m. ¥ se coloca a la entrada del reactor la tuberia de alimentacién con la solucion de
lactosa pasando al caudal fijado. A los pocos minutos, comienza a salir liquido por el
codo de salida, actuando €l reactor durante cierto tiempo como reactor semicontinuo
que irq progresando hacia un cierto estado estacionario que a su vez se puede 1r
modificando con la desactivacion.

Sc toman muestras de mL durante ¢l experimento, afladiéndolas a tubos Eppendorf
con 0,5 mL de H,SO4 0,5 M. En viales de centelleo de 20 mL, sc toman pequefias
muestras del sélido (para que no afecte a la reaccion en marcha). Para ello, se extrac
la cesta-sobre con ayuda de pinzas estériles, se toma una punta de espatula del soélido
y se vuelve a colocar la cesta dentro del reactor con las pinzas. Estas muestras se
utilizan para ver la evolucion de la actividad del sohido frente a lactosa, para lo que se

aflade a cada vial de centelleo con su inmovilizado 1 mL de solucion de lactosa 50 g/L
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y se incuba en el bafio de agitacion JULABO SW20 a 40°C, fijando la agitacién en
200 r.p.m.

¢ El experimento se mantiene mientras haya una conversion alta (seguida por HPLC) y
una actividad importante en el sélido. Si es necesario, se afiade mdas solucion de
lactosa al deposito de alimentacién con ayuda de la bomba peristaltica y del filtro

estéril de gran capacidad.

Medida del ¢coeficiente de difusidén en ausencia de reaccidn guimica

Las técnicas de medida del coeficiente de difusion en ausencia de reaccion
quimica o métodos fisicos de medida pueden clasificarse en dos grupos: técnicas en las
que se trabaja en condiciones estacionarias y técnicas en las que la medida se efectia en
régimen dinamico. Dentro de los métodos dindmicos, el mas aceptado es el método
cromatogriafico en columna. Consiste, basicamente, en introducir en impulso un trazador
en la corriente de fluido portador que atraviesa la columna que contiene el soélido
problema y medir la salida de dicho trazador de la columna. Las etapas seguidas durante

un experimento de este tipo se resumen en el siguiente esquema:

e Se calculan las dimensiones de la columna que se va a usar (volumen, didmetro y
longitud). El volumen se mide introduciendo agua en la columna tras haberla tarado,
se pesa la columna llena y el peso indica el volumen de la columna. El didmetro
interno de la columna se calcula a partir del volumen de columna pues se conoce ya la
longitud de esta.

e Para rellenar la columna se conecta un extremo a la trompa de vacio y por el otro se
va introduciendo el s6lido con la ayuda de un embudo. Segin se va introduciendo el
solido en la columna, se hace vibrar para que el sélido se reparta de forma
homogénea.

¢ Se coloca la columna en el horno y se hace pasar agua milli-Q a un caudal alto (> 5
ml./min). Se saca la columna y se observa si hay huecos en la zona de entrada del
liquido, en cuyo caso se rellena con mas solido. Se calcula el peso total de sdlido

introducido y se determina la porosidad del lecho.
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Se enciende el horno y se deja que la columna se termostatice. Se fija ¢l caudal de
liquido en el caudal minimo de experimentacion y se comienza a pasar cluyente por la
columna a dicho caudal.

Se enciende el detector que se vaya a usar. Si se emplea ONPG como trazador, el
detector es de UV y necesita 60 minutos de estabilizacién y que el agua esté
perfectamente desgasificada. En el caso de utilizar lactosa, el detector es de dispersion
de luz y se mide a 45°C, estando la ganancia fijada en un valor adecuado para la
concentracion de trazador inyectada.

Se conecta el ordenador y se carga el programa de toma de datos.

Se prepara la muestra de trazador a la concentracion adecuada y sc colocan 2 mL de
dicha solucién en un vial de inyeccidn, colocandolo en ¢l autoinyector bajo el punto
de inyeccion.

Sc inyecta. El ordenador comienza a tomar datos del cromatograma. Cuando termina
el cromatograma, el programa integra el pico de trazador y lo almacena en un archivo.

Se cambia al siguicnte caudal de experimentacion y se repite el procedimiento.
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3.- CINETICA DE LAS REACCIONES

DE HIDROLISI AS ENZIMA
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3.1.- INTRODUCCION

En este capitulo se determinan los modelos cinéticos de las reacciones de
hidrolisis de lactosa y de ONPG mediante el empleo de las dos enzimas con actividad -
galactosidasa en estudio. Se consideran primero aspectos generales de la cinética
enzimatica, como son los mecanismos propuestos para la accion de las enzimas. Estos
mecanismos dan lugar a los modelos cinéticos que permiten cuantificar la velocidad de

obtencion de productos a partir de los sustratos.

Los modelos cinéticos que se generan a partir de los diversos mecanismos
considerados se han particularizado para las reacciones de hidrdlisis de lactosa y de
ONPG. Las variables que aparecen de forma explicita en estos modelos son las
concentraciones de sustrato y de productos y la concentracion de enzima, y de forma
implicita, la temperatura. Los parametros cineticos del modelo varian con las condiciones
ambientales en las que se produce la reaccion enzimatica: pH, fuerza iénica y la presencia
de ciertos cationes y de algunos compuestos organicos, con actividad represora o

activadora de la actividad enzimatica.
3.1.1.- Mecanismos de accion enzimatica
Existen varios mecanismos que explican la accidn de las enzimas. Los maés

sencillos se basan en el mecanismo de Michaelis-Menten, del que se derivan ecuaciones

cinéticas de tipo hiperbolico. Para las enzimas de accion mas controlada vy
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especifica, propias del metabolismo primario, la cinética puede ser una funcion sigmoidal.
Sin embargo, la mayoria de las reacciones Jlevadas a cabo mediante enzimas de
aplicacion industrial, farmacéutica y analitica actualmente en el mercado siguen cinéticas

de tipo hiperbdlico.

Mecanismos tipo Mic

Este mecanismo, propuesto en 1913 por Michaelis y Menten, ha sido muy
aceptado y aplicado para describir la cinética de numerosas reacciones enzimaticas, como,
por ejemplo, las de tipo hidrolitico, entre las que se encuentran las estudiadas en este
trabajo. Dentro del mecanismo de Michaelis-Menten hay diversos grados de complejidad

que se consideran a continuacion.
I.- Reaccidn irreversible con un sustrato

Existen dos aproximaciones para desarrollar estc mecanismo, y ambas suponen la
existencia de un complejo enzima-sustrato cuya concentracion es constante. Michaelis y
Menten postularon que este complejo se encuentra en equilibrio, mientras que Briggs y
Haldane suponen un estado pseudoestacionario para la formacion de este complejo, es decir,
que la velocidad de formacién del complejo es igual a la de su desaparicion. Estas dos
aproximaciones parten del hecho de que, cuando en ¢l medio de reaccidn hay mucho mas
sustrato que enzima, la concentracidn del complejo ES es constante. Aunque las dos
aproximaciones dan lugar a la misma ecuacion cinética, el desarrollo de Briggs v Haldane es
mas general, porque no implica que la especie interimedia evolucione mayoritariamente hacia
los reactivos que la formaron y s6lo una parte muy pequefia de esia especie pase a productos
(es decir, ky<< k), lo que no esta garantizado para todas las enzimas. El mecanismo que

se plantea es el siguiente:

E+S TTES—“ s E+ P [3.1]
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El estado pseudoestacionario supone que la velocidad de formacién del complejo

ES es nula, es decir:

Res = = = kiCe;Cs - k Cus - k:Ces = 0 13.2]

de donde se despeja que la concentracidn del complejo ES es:

— k[
Ces = ko + s Ce, Cs [3.3]

Reordenando la ecuacion [3.3], se puede definir una nueva constante Ky,

denominada constante de Michaelis:

CrCs _{ kitk,)
Ces ki

=Ku [3.4]

La concentracién total de la enzima introducida al medic de reaccién Cg, se
encuentra como enzima libre y como enzima que forma parte del complejo ES, siendo Cg

y Cgg sus concentraciones respectivas. Por tanto:

CE = CE.'{brc + CES [35]

Despejando Cp; de la ecuacién [3.5], sustituyéndola en la ecuacién [3.4], y
reordenando esta ulfima, se obtiene la siguiente expresion para la concentracion del

complejo ES:

C: Cs
5 K, + Cg [3.6]

Multiplicando la ecuacion [3.6] por k;, se obtiene la velocidad de formacion de

producto P con el tiempo.

dCp k, Cp Cs
T =k Cgy = = [37]
dt wt Cs
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velocidad que, habitualmente, se escribe como:

o Cy

K M + C.‘.‘

siendo pmax la velocidad mdxima que puede obtenerse para unas condiciones dadas de

temperatura y de concentracion de enzima.

La ecuacion [3.8] se conoce como ecuacion de Michaelis-Menten, segun la cual la
velocidad de la reaccion enzimatica es una funcién hiperbdlica de la concentracion de
sustrato. Se puede demostrar, a partir de la ecuacion [3.8], que cuando la concentracion de
reactante es igual a la de Ky, se obtiene una velocidad neta mitad de la maxima, W, ¥
que, a valores suficientemente elevados de la concentracidén de sustrato, la velocidad

maxima que se obtiene es pmay (k2-Ce).

L.a constante cinética del numerador es k; y se suele expresar como moles de
sustrato/s que reaccionan por mg de enzima y por unidad de tiempo. Si se cxpresa como
moles de sustrato/s modificados por mo! de enzima y por unidad de tiempo coincide con
una constante cinética, de uso comun en bioquimica, conocida como kg, o numero de
recambio, cuando la enzima solo tiene un ceniro activo. Si la enzima tiene n centros
activos, ko es igual a n-ke,. El nimero de recambio indica el nimero de moléculas de

sustrato que pueden reaccionar con la enzima por unidad de tiempo y por centro activo.

La constante de Michaelis-Menten, Ky, es un parametro que engloba varias

constantes cinéticas. Es importante por varias razones:

i) El valor de Ky caracteriza la interaccion de la enzima con un sustrato dado. De

forma que:
e Sik, >> ky, es decir, Ky =k.i/k; (que es la hipdtesis de Michaclis-Menten), la

enzima, ¢l sustrato y el complejo ES estan en cquilibrio, y la formacién del

producto es mucho menos probable que la evolucién del complejo ES hacia el
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sustrato y la enzima libre de partida. En este caso, Ky es, aproximadamente, la
inversa de la afinidad de las enzimas por el sustrato. Cuanto menor sea Ky, mayor

sera la afinidad vy viceversa.

e Sik, << ks, la hipétesis de Michaelis-Menten no tiene validez y Ky va no tiene

relacion con la afintdad de la enzima por el sustrato.

i1) Los valores de Ky de muchas reacciones enzimaticas son proximos a los de la
concentracion fisioldgica de sus sustratos. Considerando que la velocidad de
reaccion es muy sensible a la concentracién de sustrato cuando ésta es similar a
Ku, pequefias variaciones de las concentraciones de algunos sustratos pueden

traducirse en la modificacion de la velocidad de toda una ruta metabolica.

En el mecanismo de la ecuacién [3.1] también se puede considerar que el
intermedio covalente ES evoluciona hacia un producto X y un intermedio de reaccion
ES’, que es el que finalmente se transforma en producto y enzima libre. El mecanismo

viene ahora representado por:

E+§ 7TES—% s psux S s pyp [3.9]

K
—

La velocidad de reaccidn, que se obtiene considerando el estado estacionario para

el complejo, resulta ser:

(R KM (K +Ky)
y = .
(KKK, +K)+Cy "

C, [3.10]

Las constantes de la ecuacién [3.10] se pueden englobar en dos constantes, Ky y

k3, de acuerdo a las ecuaciones [3.11] y [3.12].

LE

Ky=K.——>—
YU K+ K,

13.11]
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K,

k, =K, ————
2 *KiFK,

[3.12]

Con lo que la ecuacién [3.10] tiene la misma expresion que la cinética de Michaelis-

Menten de la ecuacion [3.7].

1I.- Reaccion reversible con un sustrato

S1 la descomposicién del complejo enzima-sustrato cs reversible a través de la

formacién de un complejo EP, el esquema de reaccién cs el siguiente:

& k3 &3

E+S 7,"ES _,"EP TE+P [3.13]

Con la aproximacion del estado pseudoestacionario se llega a una forma de la
ecuacion de velocidad similar a la de Michaelis-Menten, aunque agui existen dos
constantes, una referida al equilibrio que forma ES con la enzima y el sustrato (Km)) v
otra referida al equilibrio que forma EP con la enzima y ¢l producto (Km2). La ccuacion

cinética resulta ser:

ko Co CIK =k Co ColK,,
Fo= - ? [3.14]
1+C, /K, +C./K,,

donde:
k
Ky = 1~ [3.15]
-1
k
K = 4 [3.16]
3

Esta ecuacion se simplifica a la de Michaelis-Menten simple cuando la
concentracion de producto es cero. Cuando va aumentando la concentracion de producto,
cobra importancia el segundo término del numerador y disminuye ¢l primero, hasta que,

en el equilibrio, se 1gualan.
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[1L.- Reacciones con mas de un sustrato

Hay enzimas que catalizan reacciones en las que Interviene mas de un sustrato.
Particularmente, las enzimas que utilizan cofactores (como el NADH) suelen utilizarlos

como uno de los sustraios de la reaccion.

La accién de estas enzimas se ha intentado explicar por dos aproximaciones: una
considera que todos los sustratos se unen a la enzima antes de la catélisis, y la otra supone

que puede liberarse un producto antes de la unién del segundo sustrato.

Considerando el caso de dos sustratos, A y B, y asumiendo la hipétesis del estado
pseudoestacionario de los intermedios, las ecuaciones cinéticas que se obtienen son del

siguiente tipo:

w Cs C
po= T 4 8 [3.17]
KK, +K,C,+K,C,+C,C,

Se puede formar un complejo termario ABE, donde un sustrato forma un complejo
con la enzima y este complejo luego se une al otro sustrato (mecanismo ordenado) o
donde cualquiera de los sustratos puede formar el complejo inicial con la enzima y luego
entraria €l otro (mecanismo aleatorio). Una vez se han unido los dos sustratos se produce
ta reaccion. Los esquemas de los mecanismos antes citados y las ecuaciones cinéticas que

se derivan de ellos se resumen a continuacidn;

-Formacion de un complejo ternario. Mecanismo aleatorio

E+A T°FEA+B . EAB [3.18]
E+B . "EB+A4 7. EAB
EAB—2 S E+X+Y
ks C, Cy Ca
r= [3.19]

K, K, +K,C,+K,C,+C,C,
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donde:
K = Q [3.20]
A kl .
K, = s 3.21
A kz [ . ]
K, - L2 3.22
i k‘», [ - ]

- Formacion de un complejo ternario. Mecanismo ordenado
E+4 EA+B | EAB—“ S E+ X1V [3.23]

ks CE Cs Cy

Fo= 3.24
K/1KB+Kz1CB+KBC/!+C.‘IC.') [ ]

donde:
K, = ks 3.25
A kl [ - ]
ko
K, = k- [3.20]

Otra posibilidad implica que reaccione primero A, que se libere un producto X,
para entrar posteriormente B cn el complejo EA’ y lhberar otro segundo producto
(mecanismo de sustitucién). Es decir, se produce la reaccion enzimatica con dos sustratos

sin formacion de complejo ternario.

Las reacciones enzimaticas mas importantes dentro de csta categoria siguen el
mecanismo de sustitucién o mecanismo ping-pong (Price y Stevens, 1980; Godia y col.,

1998). Este mecanismo y las ecuaciones cinéticas que se derivan se presentan a
continuacion:

Al

E+d T7FEA TEW X [3.27]

E+B TUE'B— > E+Y
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k, Cr C, C
r= e [3.28]

K;C, +K, Cs+C,C,

donde:
K, = k. [3.29]
A kl -
k_

K, = E—j [3.30]

En algunos casos, especialmente en reacciones de hidrolisis, se puede simplificar

el mecanismo. El esquema de reaccion gneda como:

E+d "EA—% > E4+ X [3.31]

k.
-—

FA+B—Y S EAB—Y 5E4Y

Mecanismo del que se dertva la ecuacidn cinética siguiente:

rX=~—~—“—C“'—C“ [3.32]
Ku + Cy4
kkk. C. C.C

p, = ——tf [3.33]

Ky v Cy4

Este mecanismo se transforma en uno de tipo Michaelis-Menten simple sin maés
que considerar que Cy es constante y que el producto ks k; vale la unidad, puesto que Ky
es la constante definida en la ecuacion 3.4. Esto equivale a decir que las velocidades de
formacion de los dos productos son las mismas y que la descomposicién del complejo

EA’ es instantanea.

Como ejemplo de mecanismo ping-pong de interés industrial, se puede citar la
sintesis de péptidos que transcurre a través de un intermedio acil-enzima. Se considera un
mecanismo en el que entra un tercer sustrato, el agua, siendo los otros dos un aminoacido
y un derivado esterificado de otro aminoacido. Sobre este mecanismo se pueden
considerar algunas simplificaciones que llevan a expresiones cinéticas sencillas: la

reaccion de formacion de EA’ es muy rapida comparada con las demads, la concentracién
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de agua es constante y se dan ciertas relaciones entre constantes cinéticas (k.<<k;;
ka=>k y (k3 Cp/ky)HKa'k))>>C,). Se llega a dos velocidades de formacién de producto,

una para el péptido producto de la sintesis (X) y otra para el acido (Y):

. C
pow ol Co 3.34]
k3 C kst
) +
k'K
ke C, C
oo [3.35]
3 C. 4 4
kP k

Mecanismeos tipo Michaelis-Menten con inhibicion

La velocidad de una reacciéon enzimatica y la actividad de la enzima pueden

modificarse por la presencia de otros compuestos diferentes al sustrato. Estos pueden

clasificarse en dos categorias:

e Los activadores, quc aumentan la velocidad de la reaccion enzimatica,

e Los inhibidores, tanto reversibles como irreversibles, que la reducen.

A partir del mecanismo de Michaelis-Menten simple, se consideran cuatro tipos
principales de inhibicion: competitiva, no competitiva, acompetitiva y mixta, dependiendo
de a cual de las especies implicadas en la reaccion se una el inhibidor. Segin como se
comporte la especie a la que estd unida el inhibidor, la inhibicion pucde ser total o lineal, o
bien parcial o hiperbolica (Whiteley, 1997). En el primer caso, al unirse el inhibidor a la
enzima, da lugar a un intermedio de reaccién que no cvoluciona hacia productos. En el
segundo caso, la especie a 1a que esta unida el inhibidor cvoluciona hacia productos con una
velocidad inferior a la de la reaccion de descomposicton del complejo ES hacia los mismos.
A continuacion, se considera la inhibicion total en sus posibles casos, va que es la mas
frecuente. Posteriormente, se desarrolla el mecanismo aplicable a todos los tipos de

inhibicion citados.

87



Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrdlisis con las enzimas en disolucion

L. Inhibicion total
1.- Inhibicion Competitiva

El inhibidor es una sustancia cuyas estructuras quimica y espacial son similares a
las del sustrato que interacciona con el centro activo de la enzima, impidiendo asi la

fijacion de dicho sustrato, tal como se muestra en el esquema siguiente:

E+S ToES—2 5 E+ P [3.36]

E+T< & S Er
donde:
GG,

K, = — 3.37

Se sigue asumiendo el estado pseudoestacionario para la formacién del complejo ES
y se considera que el complejo EI esta en equilibrio con la enzima libre y el inhibidor.
Mediante un nuevo balance de enzima se obtiene la siguiente expresion para la velocidad de

formacidn del producto y, por tanto, para la velocidad de la reaccidn global:
ky Cpg Cs

s
M K!

Comparando las ecuaciones [3.7] y [3.38], s¢ observa que no se modifica la velocidad

[3.38]

maxima por la presencia del inhibidor, pero podria considerarse una nueva constante Ky

aparente QUE aumenta al aumentar la concentracion del inhibidor.
2.- Inhibicion Acompetitiva
Esta es una inhibicidn por bloqueo del complejo ES. Se supone que en la enzima

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

inhibidor, pero éste ltimo s6lo puede fijarse en forma reversible sobre el complejo
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mtermedio, ES. El complejo ternario EST no puede evolucionar a producto, llegandose a

un punto ciego, tal como se muestra en el esquema de la ecuacién [3.28].

E+S+1 TOES+ 1<% ESI [3.39]

ES—f 5 FE+ P

La ecuacidn cinética que se obtiene de este mecanismo es:

ky Cr Cy
ro= e (3.40]
Ky + Col1+ '
i C“[”@J
donde:

CF‘S'C:I
K, = —£ [3.41]

! CIGS'.’

En este tipo de inhibicidn, la velocidad maxima .. v la constante Ky aparentes
son menores que en ausencia de inhibidor. El inhibidor favorece la formacion del

complejo ES.

El sustrato puede actuar como un inhibidor acompetitivo cuando sc encuentra en
concentraciones elevadas, uniéndose al complejo ES en un centro alostérico de la enzima.
En cste caso, la velocidad méaxima disminuye al aumentar la concentracién de sustrato.

3.- Inhibicion mixta

El inhibidor puede formar complejos con la enzima libre y con el complejo ES. El

mecanismo es:
E+8S TOlES|—s E+ P [3.42]

E+lX S Er

ES+ T« 5 ESI
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donde:
C.C,
= = 3 .43
CisC,
K = : [3.44]
S el

La ecuacioén cinética que se deriva de este mecanismo €s:

. Cp Cy
r — k_ CE Y [3.45]
K(l CfJ+ C(l C’J
M +K A) +K|

! H

Se observa que, respecto a la ecuacion [3.7], Hwax v Ky aparentes varian con la
concentracion de inhibidor. La velocidad maxima aparente disminuye al aumentar la
concentracion de inhibidor. La constante de Michaelis aparente disminuye o aumenta con

el aumento de temperatura segln la relacion de las constantes K y K'y.
4.- Inhibicion no Competitiva

Es una simplificacion de la inhibicidn mixta que solo se presenta cuando actuan
como inhibidores moléculas pequefias, como, por ejemplo, iones (Cornish-Bowden,

1995). Se considera que las dos constantes de inhibicion K; y K’; son iguales. La

ecuacion cinética que se obtiene entonces es:

kr Ce Cy

ro= [3.46]
~ ’ Cf
(Ky + Co)l 1+ K,J

En [a inhibicidn no competitiva la velocidad maxima aparente disminuye al

aumentar la concentracion de inhibidor, mientras que Ky aparente permanece inalierada.
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11. Mecanismo general de inhibicién

Se puede considerar un mecanismo que tiene en cuenta todas las posibilidades de

inhibicidn posibles, tanto totales como parciales:

E+S TClES|—sE+ P [3.47]

E+1et 5 Er
ES+ 1<« 5 EST

"

EI+S TEIS-—2 S Ev v p

donde P es un parametro comprendido entre 0 y 1 (0 indicaria inhibicién total y 1
ausencia de inhibicion) y K; y K’y estan definidas en las ecuaciones [3.43] y [3.44]. Las
constantes cinéticas de los equilibrios se pueden englobar en dos constantes Kg v K’s. La

ecuacion cinética que sc obtiene ahora es:

- el : 3.48
SISOl NG [3:48]
‘ 1 + +

donde:

, [3.49]

La igualdad de K’g y K’} supone que no importa ¢l orden dc entrada del inhibidor o

el sustrato en el complejo previamente formadeo, sea éste El o ES.

3.1.2.- Modelos cinéticos de las reacciones de hidrélisis con 3-galactosidasas

La mayoria de los cstudios desarrollados en la litcratura para las reacciones de
mdrélisis con B-galactosidasas se reficren a la reaccion de interes industrial, que es la
hidrolisis de lactosa. A la hidrélisis de ONPG, que se utiliza para ciertos estudios de
actividad, se le aplica habitualmente el mecanismo de Michaelis-Menten ningin tipo de

inhibicién. En cualquier caso, todos los modelos cinéticos propuestos para cuaitificar la
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hidrélisis enzimatica de lactosa tienen como punto de partida el mecanismo de Michaelis-

Menten considerando diversos tipos de inhibicion:

a) Inhibicién competitiva por galactosa.

b) Inhibicidén competitiva por los andmeros a- y - de la galactosa.

c¢) Inhibicién competitiva por f-galactosa y mixta por a-galactosa.

d) Inhibicion competitiva de galactosa, con una liberacion secuencial de los dos
productos de hidrélisis.

e) Inhibicién no competititiva por galactosa.

f) Inhibicién competitiva por galactosa y no competitiva por glucosa.

g) Inhibicidén competitiva por a- y (- galactosa y formacion de oligosacaridos como

reaccidn lateral.

Estos mecanismos y su aplicacion se desarrollan a continuacion:

Modelo de Michaelis-Menten considerando inhibicién competitiva por galactosa

Este modelo ha sido el mas aplicado para describir la hidrolisis de lactosa por -
galactosidasas, ha sido propuesto por varios autores (Yang y Okos, [989; Papayannakos y
col,, 1993; Carrara y Rubiolo, 1996; Santos vy col., 1998). Se ha utilizado con enzimas de
diferentes microorganismos: 4. niger y K. fragilis. El esquema de reaccion implicado es

el siguiente:

E +lac ,(_T_’E lac—2> E + glu+ gal [3.50]
E+gal «— 5 E gal

La ecuacidn cinética que corresponde a este mecanismo es:

k 2 C!:' Cln’r

= 3.51
' (—To T 13:51]
Ku LI + X J + Che

Tgal
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Donde K, ,4 es la constante de inhibicion competitiva debida a la galactosa,

definida segiin la ecuacion [3.37], dende el inhibidor I es la galactosa.

Modelo de Michaelis-Menten con inhibicién competitiva por anémeros de g- v &
galactosa

A diferencia del mecanismo anterior, cn este mecanismo se distingue entre los dos
anémeros, a- y f-, de la galactosa, que pueden presentar distinto efecto inhibidor.
Estudios anteriores con la enzima de A. niger (Flaschel y col., 1982) demostraron que el
anomero o- de la galactosa inhibia mas que el anémero f- . Este ultimo es ¢l que se
produce inicialmente en la hidrélisis de lactosa. La mutarrotacion de la forma - a la o- es
rapida, lo quc obliga a tener en cuenta la presencia de este Gltimo andmero en ¢l medio de
reaccion (Faschel y col., 1982; Bakken y col, 1992). Los parimetros cincticos de la
mutarrotaciéon de a- a f-galactosa se estiman independientemente de la hidrélisis de

lactosa. El mecanismo propuesto es el siguiente:

Etlac 7 Elac—">E+ f —glu+ p - gal [3.52]
- gm.’(L)a —gal
E+ B —gal %E,{j’—gal

F+a—gal f’Ea—gal

siendo K, la constante de equilibrio de la reaccién de mutarrotacion de a-gal a f-gal.

Con este mecanismo, la ecuacion cinética que rige la velocidad cs:

k2 CE Cin’(' [3 53]
T ( C[J‘—ga! C(xfgrtf\ . -
KMLH'K + J + Chae

it o = gl

Donde K gt ¥ Ki u-gal 50D constantes de inhibicion competitiva definidas segin la

ecuacion [3.37].
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La mutarrotacion es una reaccion reversible de primer orden. La velocidad de
reaccion se expresa en funcion de concentraciones de equilibrio a un fiempo determinado.
En los experimentos para estudiar esta reaccion (Flaschel, 1982) se parte de a-galactosa
pura, que se transforma en el andmero PB. La ecuacidn cinética que cuantifica este proceso
es:

r =k, (C.~C.) [3.54]
donde k., s la constante cinética de primer orden de la conversion de o-gal en fgal y

C.. la concentracion de la especie a-galactosa en el equilibrio.

Considerando el balance de galactosa en el equilibrio se obtiene la concentracion

de a-galactosa:

e Kmu
C a—gif = (CSG _CS _an.f() )I—“r; [355]

mut

Tanto k, como Ky son parametros que se determinan en experimentos donde

solo se produce la reaccidn de mutarrotacion.

Modelo de Michaelis-Menten con inhibicidn competitiva por S-galactosa y mixta por a-

galactosa

Este modelo fue propuesto por Flaschel y col. (1982) y utilizado posteriormente
por Bakken y col. (1989) en sus estudios sobre reactores enzimaticos. El esquema de
reaccion en este caso es similar al anterior, pero incluye, ademas, un término en el que el

anomero a- de la galactosa forma un nuevo complejo con el complejo E lac, segtin:

E+lac T Elac—2 5 E+ B —glu+  — gal [3.56]

[ —gal PRI gal

K.’,{f—gﬂl

E+pf-gale—>E f -gal

K Fer—gal

E+a—-gal«———>FEa-gal

.
K g

Elac+a —gal«—— Flaca — gal
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La ecuacién cinélica que resulta es:

;o= kz CE Cx’ar {3 57]
[ Chwr  Cugr | (c, ) '
(] - ga
KM [1+ I J + Cl‘m't}ulw 1 J
K.' fi—gal K.’a - grerd K ! o~ gral

Donde K pgat ¥ Ki o.zat S0n constantes de inhibicién competitiva definidas en la

ecuacion [3.37] y K’ g-gu: es la constante de inhibicién acompetitiva, que esta definida en

la ecuacion [3.41].

Michaelis-Menten con inhibicidn competitiva de gatactosa. con una liberacion secuencial
de los dos productos de hidrdlisis

Este modelo, propuesto por Yang y Okos (1989), se basa en el mecanismo de
accion de las -galactosidasas, el cual sostiene que se libera primero un producto, en este
caso la glucosa, dejando un residuo galactosido unido a la enzima. Este residuo reacciona
posteriormente con un electréfilo que queda unido al oxigeno del antiguo enlace [3-1,4-.
Este electréfilo suele ser el agua, ya que el disolvente se encuentra en mayor proporcion

(55 M). El esquema de reaccidn es el siguiente:

A

E+lac TF gal — glu [3.58]

-l
PR B

E gal - glu TAL’E gal + glu

E gal(_‘i’E + gal

Las constantes k; a k3 son constantes de velocidad de la reaccion primaria. St la
glucosa no tiene efecto sobre la velocidad de reaccion de la hidrolisis, k., es cero. La

ecuacion cinética de la reaccién viene expresada por:

. ( ky Cyp Chue — [3.59]

Cgaf \ v kZ
KML1+K J+ C.fm' 1+k}

! gal
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donde K g es la constante de inhibicién competitiva por galactosa. Definida de nuevo

por la ecuacion [3.37].

Michaelis-Menten con inhibicién no competititiva por galactosa

Este mecanismo ha sido propuesto por Shukla y Chaplin (1993) para la [3-
galactosidasa del hongo 4. oryzae. En su representacién sc observa unicamente
disminucién del nimero de recambio (k). El mecanismo de reaccidon propuesto y la

ecuacion cinética que se obtiene son los siguientes:

E+lac T lac— > E + glu+ gal (3.60]

E+gal<—K’—lL>Egal

E lac+ gal «—"— E luc gal

o= kl CE Cl'n(‘ [361]
C

[ Co)
(Kw + c,m\)(n o J

I gal
Donde K| g €s una constante de inhibicion, definida por las ecuaciones [3.37] y

[3.411, ya que, para esta inhibicion, ambas constantes, K| y K’|, son iguales.

Michaelis-Menten con _inhibicién competitiva por galactosa v_no competititiva_por
glucosa

Chen y col. (1985) ajustaron a este modelo sus datos experimentales, obtenidos
con células de K. fragilis como catalizador permeabilizadas con acetona. Se propone el

siguiente esquema de reaccidn y se obtiene la ecuacion cinética de la expresién [3.63]:

E+lac Tk,'_’E lac—2— E + glu+ gal (3.62]
E+ gal(—Kﬂ) E gal
E +glu<—£’f'”—>E glu

Eluc+ glu <25 E lac glu
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. kz C,r;‘ C.’M uuuuu 3 63
(] () -

KM L] + J‘i‘“ (Km + C'iar) Ll + J

K] ohe

K[ga!

Donde K 4 es una constante de inhibicidn competitiva, segin la ecuacién {3.37],
y K’ig €5 la constante de inhibicién no competitiva por glucosa, que esta definida segun

las ecuaciones [3.37] 6 [3.41].

oligosacaridos como reaccion lateral

Este modelo fue propuesto por Bakken y col. (1992) para la B-galactosidasa de la
bacteria Bacillus circulans, Considera que se produce la reaccién de transgalactosidacion
de la {}-galactosidasa como reacctdn lateral. Esta es una reaccion gue sucede cuando hay
més de un aceptor del grupo galactdésido. En la hidrélisis de lactosa, ia glucosa y la
galactosa pueden gjercer como aceptores de tales grupos. En el caso de la galactosa, esta
reacciona con ellos formando moléculas de 2, 3, 4 y 5 moléculas de galaclosa, siendo los
que estan en mayor concentracion los oligogalactésidos de 2 y 3 moeléculas de galactosa.
Estos son productos que, dejando que la reaccidn transcurra ¢l suficiente tiempo, también
son hidrolizados, por lo que presentan un maximo de concentracidn durante el transcurso
de la reaccion. No todas las enzimas tienen la misma capacidad de formarlos y su
concentracion es mayor a concentraciones elevadas de lactosa y del aceptor de
galactésido que compite con ¢l agua (Stevenson, 1993). Esta reaccion lateral parece ser
importante para la sintesis de numerosos compuestos de mterés farmacologico (Menzler,
{997).

El modclo introduce algunas simplificaciones: so6lo se consideran trisacarndos
como producto de la transgalactosidacion y se asume que las reacciones de inhibicidn por
a- y [ galactosa son mucho mas rapidas que las reacciones de formacién de los
complejos E lac, E3gal v E2gal. Sc asume el estado estacionario para los complejos y se
derivan las ecuaciones cinéticas, siguiendo el procedimicnto propuesto por King y
Altman (1956). El modelo considera ia reaccién de mutarrotacion independientemente de

la reaccion de hidrélisis. Al final, se obtiene un grupo de ecuaciones diferenciales que
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

expresan la velocidad de formacidon de las distintas especies quimicas presentes en el
medio. El esquema de reaccion y las ecuaciones cinéticas que corresponden a este modelo

se presentan a continuacién:

E+lac 7 Elac_,, E gal - gli—"— E+ f — glu+ f - gal [3.64]
ﬁ~gal<l>a—gal

E-J—ﬁ—gal#)Eﬂ - gal

E+a—gal+-j~’—'i>Ea—gal

E gal— gluiE gal+glu

Egal+galiE Zgali_’EJrgalz

E2gal+gal E3gal i E+gal

dC,, _ ~RC. - 2P,C e+ PC, = PG Cous ~ PCtCyi + P.C.C 3.65)
dt 14+ K atCopur ¥ Ky Cp
dCu _ RG, + P Cw + PC,.C, 13.66]
dt 1+K,a_gﬂ,Ca_ga,+K,ﬁ_gﬂfcﬁ_ga[
dC.,., pC, -2PC,+PC,-PC,C,+PC, C,—PC.C,

= [3.67]
dt 14+ K ot Cour T Kot C e
dC, _ PCLCou—PCy—PC,Cut PCLC, 5.68]
dt 1+Km_ga,Cu_g“! + Ky i C gt
dC,, BCw-PC, +PC, C,-RC.C,.
dt 14K iCo it KpposaCo o [3.69]
Com | k, ((mcg“’K ] C } [3.70]

dt \ 1+K, @ ~gal '

Donde K pga ¥ Ki g.ga Son constantes de inhibicion competitiva y quedan
definidas de acuerdo con la ecuacion [3.37] y los parametros Py a P, son agrupaciones de

constantes cinéticas que incluyen la concentracion total de enzima Cg.
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En la Tabla 3.1 se resumen los modelos cinéticos utilizados en la literatura para la
reaccion de hidrolisis enzimatica de lactosa (desarrollados en los puntos anteriores), asi
como las condiciones en las que se ha llevado a cabo la experimentacion y se recogen los

valores obtenidos de parametros cinéticos de estos modelos.
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Tabla 3.1.- Modelos propuestos en la literatura sobre la hidrélisis de lactosa.

Referencia |Fuentede | T (°C)| Clacosa Conzima Tampén Modelo cinético T Parametros cinéticos

Ia enzima (mM) (mg/T) (°C) k! Ko K’
Berrueta y E coli 37 23-58 19 Fasfato, pH 7.3 Michaelis- Menten simple 37 112 57
Garcta, 1988 (Ecuacion 3.7)
Ohmiya y E. coli 25-37 0.3-3 3.08 Fosfato Inhibicidn competitiva por galactosa 37 2.88 14 15
col., 1977 0.1 MpH7.0 {Ecuacion 3.51})
Papayannakos | A. niger 40-60 | 14.4-144 | 47.2-472 Ul pH 3.6 Inhibicién competitiva por galactosa 40 0.040° 18.9 0.468
ycol., 1993 {Ecuacion 3.51) 60 |0.085* 38,7 2.36
Yang y Okos, | 4. niger 8-60 73-584 10-10000 Tampon acido Inhibicidn competitiva por galactosa 8 3.98 833 0.470
1989 lactice pH 4.0 {Ecuacidn 3.51) 60 758 78.2 0.600
Carrara y K fragilis 43 146-292 21-88 Fosfato 0.025 M | Inhibicién competitiva por galactosa 43 2 43.6 51.9
Rubiolo, 1996 | (Lactozym) (proteina) pH 6.86 (Ecuacién 3.51)
Shukla y A oryzae 37 25-500 - pH 5.0 Inhibicién no competitiva por galactosa 37 10 U/mg 96 40
Chaplin, 1983 {Ecuacion 3.61%
Chenycol., | K fragilis 37 139 2-25mg/ml | Tris-maleato-NaOH | Inhibicion competitiva por galactosa y no 37 0.58 62.5 (gal) 77
1985 celulas secas pH 7.0 competitiva por glucosa (Ecuacion 3.63) (glu) 278
Bakken y cel,, | 8 circulans 20- 146 1.7 mg/cm’ Leche desnatada | [nhibicién competitiva por «- y B-galactosa y - -
1989 50°C membrana formacidn de oligosacaridos

(Ecuaciones 3.65 a 3.69)

Flaschel y A. niger 50 25-500 250-5000 Sin tamponar Inhibicion competitiva por p-galactosa y mixta 30 12.2 539 0.92 (a)
col., 1982 por e-galactosa (Ecuacion 3.57) 11(B)

‘pmol .(mg min)’ / * mmeLl” / * mmoll”" / * (umol/ U. min)
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3.1.3.- Discriminacién del modelo cinético y obtenciéon de los parametros cinéticos

La discriminacion del modelo cinético de una reaccion enzimética y el calculo de
ios parametros que en €l aparacen se puede hacer mediante 1a metodologia bien conocida
y aplicada en otras reacciones quimicas (Raghavan y Doraiswamy, 1977, Doraiswamy y
Sharma, 1984; Garcia-Ochoa y col., 1989 a, 1989 b, 1990 a y 1990 b; Garcia-Ochoa y

Santos, 1995). Las etapas a seguir son:

Obtencidn de datos experimentales

La experimentaciéon debe realizarse teniendo en cuenta todas las variables que
puedan influir en la velocidad de reaccion. Hay que seleccionar las variables a considerar
y determinar el intervalo experimental para cada una de ellas. Posteriormente se llevan a
cabo experimentos para distintos valores de las vartables, dentro de los intervalos

seleccionados.

Antes de realizar el estudio de una reaccidon enzimatica es necesario conocer la
actividad y la estabilidad de la enzima frente a variables intrinsecas al medio de reaccion
como la temperatura, fuerza ionica, presencia de iones y compuestos organicos. Para ello,
se deben llevar a cabo lo que se denominara experimentos previos. Sc¢ scleccionan las
condiciones Optimas del medio para que la enzima sca mas activa durante el mayor
tiempo posible vy, fijadas estas condiciones, se lleva a cabo el estudio cinético. Se
scleccionan las variables que afectan a Ja cinética de la reaccion: en este caso,
concentraciones de sustrato, productos y enzima, vy temperatura en fase liquida, y se

delimita el intervalo experimental de cada variable.

Una vez seleccionadas las variables y el intervalo de variacion se debe elegir el

equipo donde se llevara a cabo la reaccion. Estos equipos pueden ser:
s Reactores discontinuos, en los que se obtienen datos integrales (C, frente a tiempo).

* Reactores continuos tubulares o tanques de mezcela completa, donde se obtienen datos

de C frente a V/Q, o de la velocidad de reaccion (r) frente a Cs, respectivamente,
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La mayoria de los estudios cinéticos de reacciones enzimaticas con las enzimas en
la misma fase que los sustratos y productos (enzimas en disolucién) se han [levado a cabo

en reactores discontinuos.

Métodos de interpretacidn de Jos datos de reactor discontinu

Existen dos métodos generales de interpretacion de datos cinéticos: el diferencial y

el integral.

. Método difergncial

En este método es necesario calcular, para unos valores de las concentraciones de
reactivos y productos, la velocidad de reaccidon. En el reactor discontinuo, Jos dafos
experimentales son concentracion de producto o reactivo frente a tiempo, es decir, datos
integrales. La velocidad de reaccién para cada tiempo se calcula como derivada de la

curva Cg frente al tiempo.

- % 3.71]
r dt 3.

Calculados los valores de velocidad de reaccién a cada tiempo, se proponen
diversos modelos cinéticos, y se ajustan los valores de velocidad y los valores de
concentracion de reactivo o producto de acuerdo a los modelos considerados. Para ajustar
los datos experimentales a los modelos propuestos se utilizan métodos numéricos de

regresion lineal o no lineal.
1.- Linealizacion de las ecuaciones cinéticas. Ajuste por regresion lineal

No siempre la velocidad de reaccién es una funcion lineal de las concentraciones.
En este caso, para aplicar este método hay que manipular la ecuacion cinética,

convirtiéndola en una funcién lineal. Por gjemplo, 1a ecuacién cinética del mecanismo

Michaelis-Menten simple (ecuacion [3.7)) se puede linealizar de tres formas diferentes: la
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linealizacion de Lineweaber-Burk, la de Hanes y la de Eadie-Hofslee, cuyas ecuaciones

son las siguientes:

11
—= [3.72]
F - Ly

= — i, [3.73]

r=k,C.-K, o [3.74)

Los parametros se obtienen por regresiéon lineal simple de la variable
independiente (primer término de las ecuaciones [3.72] a [3.74]) frente a la variable

independiente que corresponda.

La linealizacion mdés utilizada es la de Lineweaber-Burk., Sin embargo, esta
lincalizacion tiende a dar mas importancia a los errores en los valores de r mas bajos, lo
que la hace adecuada para calcular k2, pero no tanto para calcular Ky. Una forma de
solventar este problema es dar distinta significacion estadistica a cada punio,
normalmente varidndola de forma lineal. Esta técnica se conoce como “weighting”: dar
un peso en la regresion a cada punto. De esta manera se puede compensar
estadisticamente el error ¢n cada punto a lo largo de la recta de regresion, Esta técnica es,
en sl misma, tendenciosa, porque discrimina los puntos estadisticamente, sin tener en

cuenta errores experimentales aleatorios.

La hnealizacion de Hanes es mas adecuada desde el punto de vista estadistico,
porque distribuye mejor los errores en los puntos a lo largo de la recta de regresion. Aun
asi, se necesita el uso de pesos para una determinacion mas exacta de los parametros, pero
la variacion de significacion estadistica entre los puntos experimentales extremos es
mucho menor que con la linealizacion de Lineweaber-Burk. La linealizacion de Eadie-
Hofstee es util para observar desviaciones del comportamiento cinético de Michaelis-
Menten.

Cuando hay términos de inhibicion, por sustrato o por productos u olros

inhibidores, las ecuaciones cinéticas son funciones mas complejas de las concentraciones
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que la ecuacion [3.7], pero se pueden linealizar por los mismos procedimientos, llegando
a ecuaciones similares a las ecuaciones [3.72] a [3.74]. En estos casos, hay mas de una

variable independiente, por lo que la regresion lineal utilizada debe ser multiple.

Cuando se ajustan datos diferenciales o r vs Cg mediante regresiones lineales, solo
se pueden considerar datos a temperatura constante. Conocidos los parametros a cada
temperatura, se les aplica la ecuacion de Arrhenius para conocer la energia de activacion
y el término preexponencial. El empleo de las linealizaciones ha sido cuestionado por
diversos autores por la manipulacion a que se somete a la ecuacion diferencial (Froment y

Bischoft, 1990).
2.- Ajuste de datos diferenciales por Regresion no lineal

Para evitar la manipulacion de las variables que supone linealizar la ecuacidn
cinética y el error que ello conlleva en los parametros obtenidos, se puede recurrir a una
técnica de regresion no lineal. En este caso, la temperatura puede ser una constante o
puede incluirse como una variable mas. Uno de los métodos de regresion no lineal mas
frecuentemente aplicado es el de Marquardt (Marquardt, 1963). Una de las dificultades
que plantea ia aplicacion de la regresidn no lineal es que es necesario introducir unos
valores 1niciales de los parametros que se pretenden calcular. Estos parametros iniciales
deben ser suficientemente préximos a los finales para que la regresion no dé problemas de

convergencia.

La regresion no lineal se puede aplicar directamente a ecuaciones diferenciales en
las que se haya desglosado cada parametro cinético segiin la ecuacion de Arrhenius. Asi,
se¢ pueden ajustar datos r vs C; obtenidos a distintas temperaturas y obtener los

parametros en funcion de la temperatura.

II. Método integral
En este método no se calcula la velocidad r como etapa previa, si no que se

analizan directamente los datos de concentracion vs. tiempo. Por ello, en el balance de

materia, se sustituye la velocidad de reaccion por el modelo cinético a ensayar, resultando
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asi una expresion donde las variables son concentraciones y tiempo y los pardametros a
determinar las constantes cinéticas del modelo. Para un reactor discontinuo, el balance de

materia, una vez sustituido r por una f (T,Cs) resulta ser una integral del tipo:

- 3.75
R TXe [3.75]

_ [ dCy

.
segun sea f (T,C), la integracion de la ecuacion [3.75] es mas o menos compleja. En
ciertos casos, se puede resolver analiticamente y en otros es mas sencillo hacerlo
numéricamente. En el primer caso, el calculo de los paramétros cinéticos se realiza por
regresion —lineal o no lineal segin sea la ecuacion intcgrada- o mediante regresion no

lineal acoplada a un metodo numérico de integracion- por ejemplo, Runge-Kutta-.

Se pueden ajustar los datos obtenidos a una temperatura, y calcular los parametros
cineticos de cada modelo propuesto para esa temperatura. También se puede considerar la
temperatura como una variable y analizar a la vez todos los datos obtemidos a todas las

temperaturas.

II1.- Criterios aplicados en la discriminacion del modelo cinético

Cualquicra que sea la regresion que se utiliza, esta ticne una funcidn objetivo que
minimizar. Esta funcion siempre es una relacion entre valores experimentales y valores
calculados y, al hacerla minima, se busca el mejor ajuste posible para el modelo aplicado.
Tanto en la regresion lineal como en la no lineal, la funcién objetivo es la suma de

residuos al cuadrado.

Para cualquiera de las dos regresiones consideradas (lineal o no lineal), la
discriminacion del modelo cinético se realiza teniendo en cuenta critcrios fisicos y
estadisticos que se aplican a los parametros cinéticos calculados en cada modelo. Estos

criterios son {Raghavan y Doraiswamy, 1977; Garcia-Ochoa y col., 1989):
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a) Criterios estadisticos:

al) En la regresion lineal son:

+ [aF de Fischer, que indica la significacién del modelo y que debe tener un valor
superior a un cierto valor tabulado para una probabilidad determinada (95%,
usualmente)

e Lat de Student de cada pardmetro, que indica el intervalo de confianza de dicho
paramelro, debe tener valores superiores a los tabulados para una probabilidad

determinada (95%).

a2) En la regresion no lineal son:

¢ El valor de la suma de residuos al cuadrado (SQR), que debe ser lo menor posible.
e LaF de Fischer.

¢ Lat de Student de cada pardmetro, que indica ¢l intervalo de confianza de dicho

parametro. Los parametros no deben inclur el cero en el intervalo de confianza.

b) Criterios fisicos:

s Los pardmetros cinéticos y las constantes de equilibrio no pueden ser negativos.
e La variacion de los parametros cinéticos con la temperatura debe ser consistente:
las constantes cinéticas deben tener una energia de activacidon positiva. Otros

parametros, como Ky y K, pueden seguir otra tendencia con la temperatura.

Para discriminar entre los modelos cinéticos, podria utilizarse vnicamente el
meétodo diferencial, empleando regresion lineal o no lineal, o el método integral. Cuando
se emplea la regresion no lineal, en cualquiera de los dos métodos, se puede considerar la
temperatura como una constante © como una variable. Independientemente del método

clegtdo, hay que aplicar los criterios fisicos y estadisticos a los parametros obtenidos.
El grado de validez de cada uno de los métodos puede ser cuestionado, siendo, en

general, mas fiables (reproducen mejor los datos) los parametros obtenidos utilizando el

método integral, concretamente, la regresion no lineal con la temperatura como variable
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(es decir, ajustar todos los datos experimentales a los modelos cinéticos propuestos). Una

posibilidad es combinar los métodos anteriores en la siguiente secuencia;

e Aplicar el método diferencial y, mediante las linealizaciones de los modelos cinéticos,
obtener valores de los parametros cinéticos que puedan utilizarse como valores
iniciales de la regresidn no lineal.

e Aplicar, en segundo lugar, el método integral. En este caso, dado que se utiliza la
regresion no lineal generalmente, los parametros iniciales pueden ser los obtenidos en

el método diferencial.

En cualquier caso, tanto en la aphcacion del méiodo diferencial como en la del
método integral, hay un momento en el que hay que elegir los modelos cinéticos a
considerar. En el caso de las reacciones de hidrolisis de lactosa y de ONPG, los modelos

cinéticos que se van a analizar son los que se presentan en las Tablas 3.2, 3.3 y 3.4,
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Tabla 3.2. - Modelos cinéticos considerados para la hidroélisis de ONPG y lactosa por p-galactosidasa.

Inhibicién por un solo compuesto

|Modelo | MECANISMO ECUACION CINETICA |REFERENCIA
Orden 1 E+s k £S k> Fap r=kC;, Cs Modelo 1
+ ’ — E+
k—l
Michaelis-Menten ki ks kC, Cs Modelo 2
E+S§ > ES ——— E+P P

simple k- Ky + Cs
Michaelis-Menten . I kCp Cs Modelo 3

—_— Fo=
coninhibicion ~ |FTS - BY Exp P [1 . ?]

ompetiti !

acompetitivapor | o o & o Ss
sustrato
Michaelis-Menten . I kC, Cs St P=ONP o glu

_nt 2 y =
con inhibicién ErS g B Eer K, (1 + & ] + ¢, |Modelo4
competitiva por X ! S1 P=gal

duct ErPem— EP Modelo 8

producto odelo
Michaelis-Menten . i kC, Cs S1 P=ONP o glu

A 2 yF =
con inhibicién Exs S E+p P (1 . 9} Modelo 5

it | —

acompetitiva por ES+ Py ESP Si P=gal
producto Modelo 9

Nota: gal = galactosa; glu = glucosa y ONP = o-nitrofenol




Tabla 3.2.(cont.) - Modelos cinéticos considerados para la hidrolisis de ONPG v lactosa por $-galactosidasa.
Inhibicion por un solo compuesto

” Modelo MECANISMO ECUACION CINETICA REFERENCIA
Michaelis-Menten ki ks kCg Cs S1 P=ONP o glu
E+S . ES —%X5 E+p r =
con inhibicién no k-t Ce Modelo 6
. (KM - C_g) I+ K
competitiva por E+ P« EP ! Si P=gal
producto ES+ P« 5 ESP Modelo 10
Michaelis-Menten k1 i kC. Cs S1 P=ONP o glu
s 3 Fo=
con inhibicion ExS o B > B K”(1+C¥]+ C4}+(¥J Modelo 7
mixta por producto ¥ J & & Si P=gal
E+Pe——EP
Modelo 11

ES+ Pl S ESP

Nota: gal = galactosa; glu = glucosa y ONP = o-nitrofenol




Tabla 3.3.(cont.) - Modelos cinéticos considerados para la hidrélisis de ONPG v lactosa por [3-galactosidasa.

Inhibicién por dos productos.

competitiva por producto 2 y no

competitiva por galactosa

C (¢
zal n2? gul n?
\ . _— + . -
Ky Ll + + J Cs \1 + + J

Igal 2

MODELO ECUACION CINETICA REFERENCIA
Michaehs-Menten con inhibicién B kCe Cs Modelo 17
" - () (
acompetitiva por producto 2 y no K. Ll . f J e L Cou
competitiva por galactosa gl fzaf Kp
I Michaclis-Menten con inhibicidn no 3 kCey Cs Modelo 18
it d [ Cu C,)
competitiva por producto 2 y KML1 4 kg i N J + Cs 1+ -
competitiva por galactosa gl 2
i Michaelis-Menten con inhibicién no B kCr Cs Modelo 19
it C ( C. C,)
competitiva por producto 2y KU(H- /pzj N CsLH— o
acompetitiva por galactosa Kn Kigw K
| Michaelis-Menten con inthibicion no k Cr Cs Modelo 20
( ¢C ) C,)

Nota: Producto 2= o-nitrofenol en la hidrélisis de ONPG y glucosa en la hidrolisis de lactosa




Tabla 3.3- Modelos cinéticos considerados para la hidrolisis de ONPG y lactosa por [3-galactosidasa.

Inhibicién por dos productos.

MODELO ECUACION CINETICA L REFERENCIA
Michaelis-Menten con inhibicion k Ce Cs Modelo 12
r =

competitiva por producto 2y X, {1 N [i’:gai N _g_,_z} - C

competitiva por galactosa gl 2

Michaelis-Menten con inhtbicion 3 kCe Cs Modelo 13
it1v d 2 ( Cﬂa \

competitiva por producto 2y Ku[l N K; J 4 C5L1 N K@ 7 J

acompetitiva por galactosa 12 igal

Michaelis-Menten con inhibicion kECy Cs Modelo 14
" (¢, C,) C

competitiva por producto 2 y no K le . Ega;_ L J L Cs Ll L e

competitiva por galactosa w Kn Kiea

Michaelis-Menten con inhibicion 3 k Cy Cs { Modelo 15

" () C

acompetitiva por producto 2y X, Ll L e J e [ I+ pzj

competitiva por galactosa Igal Kn

Michaelis-Menten con inhibicion o ik Cr Cs Modelo 16

[ C. C,)

acompetitiva por producto 2y

acompetitiva por galactosa

Ky + Cs|1+ " +0
M SL K K”

Teal

Nota: Producto 2= o-nitrofenol en la hidrélisis de ONPG y glucosa en 1a hidrélisis de lactosa




Tabla 3.4- Modelos cinéticos considerados para la hidrélisis de ONPG y lactosa por B-galactosidasas.

Inhibicién por sustrato y un producto.

MODELO ECUACION CINETICA ' REFERENCIA
Michaelis-Menten con inhibicion kC: Cs Modelo 21
r =
. C Cl
acompetitiva por sustrato y KM[l . K£ ] Gy (1 + k;g j
competitiva por un producto i s
Michaelis-Menten con inhibicidn kCy Cs Modelo 22
r =
.y C C
acompetiiva por susirato y K, + CS[I n K:P n [ES )
acompetitiva por un producto " s
Michaelis-Menten con inhibicién kCg Cs Modelo 23
?“ =
iti C C C
acompetitiva por susirato y no K,w(l + K_EJ + Cs{l N }( P _KL
competitiva por un producto i i is
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3.2.- MODELOS CINETICOS DE LAS REACCIONES DE HIDROLISIS CON B-
GALACTOSIDASA DE Kiuyveromyces fragilis EN DISOLUCION

Esta enzima estd contenida en un preparado comercial suminisirado por Novo
Nordisk Ltd., denominado Lactozym, que ya fue descrito en el apartado 2.1.1. Primero
han realizado algunos experimentos previos para determinar las condiciones en que la
enzima ¢s mas estable y activa. En esas condiciones, v en el intervalo de variables
seleccionado, se abordo e} estudio cinético de las reacciones de hidrdlisis de Jactosa y
ONPG, discriminando para cada una de estas reacciones el modelo cinético que mejor
reproduce los resultados experimentales y calculando los correspondientes parametros

cinéticos.

3.2.1.- Experimentos previos

Estos estudios tienen como finalidad determinar la influencia de ciertas variables
intrinsecas del medio de reaccion en la actividad y la estabilidad de la enzima. Estas
variables son: composicion del tampdn, pH del medio y temperatura. Conocidos sus
efectos, se pueden acotar intervalos experimentales dec estas variables en los que la
enzima tenga una actividad méaxima y sea estable durante un periodo razonable (al menos,
de un orden superior a la duracién de un experimento cinético). Estudios similares han
sido realizados para la misma enzima por otros autores, empleando también enzima
procedente de K. fiagilis (Mahoney, 1978), para conocer el comportamiento de la enzima
frente a iones del medio y frente a la concentracién de los iones propios del medio y de

proteinas y otras sustancias contenidas en la leche.
Los experimentos de hidrolisis de lactosa se han {levado a cabo en tampon M, que
tiene la composicion salina de la leche y su pH (6,5). En cste caso, no se ha modificado la

composicion del medio ni el pH.

Para la experimentacion con ONPG, se ha utilizado un tampon fos fato, estudiando

la influencia de su composicion en la actividad de la enzima.
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Influencia de la composicion del tampdn en la actividad de la enzima

Para optimizar el tampén fosfato, se midié la actividad de la enzima Lactozym (X.
fragilis) utilizando como sustrato ONPG y llevando a cabo la reacciébn en unas
condiciones previamente fijadas (Herrero, 1995): 25°C y una concentracion del ONPG de
0,5 g/L. La concentracién de enzima afiadida fue de 0,7 mg/L. En cada experimento se

variaron las concentraciones de los distintos compuestos que forman el tampon fosfato.

El tampon fosfato esta formado por las siguientes especies: monohidrégenofosfato
dipotasico (K,HPQ,), dihidrégenofosfato potasico (KH»PO,), cloruro de magnesio hexa-
hidratado (MgCl,-6H,0) y mercaptoetanol (HS-CH,-CH,OH). Se utilizé un tampdn de
pH 7, que es el pH Optimo para la Imdrolisis enzimatica de ONPG segun la literatura
(Wallenfelds y Weil, 1972). Los experimentos realizados para seleccionar la composicion
del tampon se resumen en la Tabla 3.5. Los resultados de estos experimentos se muestran

en las Figuras 3.1 a 3.3

En la Figura 3.1 se muestra el efecto de la concentracion de ion potasio sobre la
actividad de la enzima. Este i0n, que procede del K;HPO,4, KH,PO, y KOH afiadido para
ajustar ¢l pH (si se necesita), parece inhibir a la enzima a concentraciones altas, por lo que

se elige [a menor concentracion ensayada: 50 mM.

En la Figura 3.2 se puede observar ¢l efecto del mercaptoetanol en la actividad de
la enzima. La ausencia de mercaptoctanol (ME) lleva a una desactivacién rapida de la
enzima, ya que la reaccién se para a conversion muy baja. Su presencia evita esta
desactivacion, que es probablemente debida a una oxidacion. A concentraciones de
mercaptoetanol entre 1 y 10 mM, se observa que esta variable afecta poco a la velocidad
de reaccion. Para asegurar una presencia suficiente de este reactivo durante la reaccidn en

el medio, ya que es relativamente volatil, se ha elegido la concentracidon de 5 mM.

La Figura 3.3 muestra el efecto del ién magnesio en la actividad de la enzima. Se
observa que la presencia de este 16n activa la enzima, pero que esta actividad no varia a
partir de una concentracién de 1 mM, por lo que se elige esta concentracién en la

experimentacion posterior.
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Para estudiar la estabilidad con el tiempo de las disoluciones de enzima en los
tampones ensayados, se dejé almacenada la enzima en cada uno de ellos durante una
semana y se midio la actividad de la misma tras este tiempo, mediante el protocolo
standard de hidroélisis de ONPG (Herrcro, 1995). Los experimentos realizados se

muestran en la Tabla 3.6 y los resultados obtenidos en la Figura 3.4,
Como se observa en la Figura 3.4, las disoluciones de enzima conservan su
actividad durante una semana, al menos, en todos los tampones ensayados. Quizas hay

una pequefta desactivacion en el tampén BP 100 mM (experimentos 2 y 27).

Tabla 3.5 -. Experimentos previos para determinar la composicion del tampén BP.

CKHZ]’OA CKZ] 1PO4 CKOI H CK + CM ercaptoetanal CMgH
PLD-1 50 50 2.8 200 | 10 1
PLD-2 25 25 098 | 92,5 10 ]
PLD-3 355 245 - 743 10 I
PLD-4 25,5 24,5 - 74,5 5 | ]
PLD-5 25,5 245 - 745 2.5 1
PLD-6 25,5 243 - 745 1 1
PLD-7 25,5 245 R 745 0.5 1
PLD-38 255 245 - 745 0 ]
PLD-9 255 245 - 745 g 10
PLD-10 25,5 245 R 745 5 5
PLD-11 25.5 245 - 745 5 0.1
PLD-12 25,5 245 - 743 5 0

Nota: las concentraciones son mM

Tabla 3.6 -Experimentos previos. Influencia de la composicién del tampén en la
estabilidad de la actividad de la enzima con ¢l tiempo.

t (h) Cikuzros Cranros Ckotl Ci+ ChMercaptoctanal
[LLD-2 0 25 25 0,98 92,5 10
PLD-2’ 168 25 25 0,98 92,5 10
LD-3 0 25,5 24,5 - 74,5 10
LD-3’ 168 25,5 24,5 - 74.5 10
LD-4 0 25,5 24,5 - 74,5 1
L.b-4" 168 25,5 24.5 - 74,5 1
LD-6 0 25 25 0,98 92.5 1
LD-6° 168 25 25 0,98 92.5 1

Nota: las concentracioncs son mM. La concentracién de Mg es de 1 mM en todos.
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Otra forma de analizar como influye la composicion del tampon en la actividad y
estabilidad de la enzima es comparar como varia la velocidad inicial en cada experimento.

Esta velocidad se calcula como:

;o= dConpc ~C X pvpc
0 T ONPGO 711_
=0 i=0

[3.76]

los resultados se muestran en las Tablas 3.7 y 3.8.

Tabla 3.7.- Resultados de los experimentos de la Tabla 3.5.

Experimento |PLD-1 {PLD-2 |PLD-3 |PLD-4 |PLD-5 |PLD-6 |PLD-7 |PLD-8
1o (mM/mun) | 0,34 0,62 0,63 0,66 0,67 0,64 0,61 0,14

Experimento | PLD-9 |PLD-10 |PLD-11 [PLD-12
ro (mM/min) | 0,68 0,67 0,24 0,02

Tabla 3.8.- Resultados de los experimentos de la Tabla 3.6.

Experimento [PLD-2 |PLD-2° [PLD-3 |PLD-3’ [PLD-4 |PLD-4’ [PLD-6 |PLD-6’
ro (mM/min) | 0,62 0,45 0,63 0,62 0,64 0,63 0,46 0,46

Como ya se habia indicado, los resultados de la Tabla 3.7 confirman que la
disminucién de la concentracién de 16n potasio de 100 a 50 mM aumenta la velocidad de
reaccion, coincidiendo con los resultados de Mahoney (1978), mientras que la
concentracion de mercaptoetanol, en el intervalo 1-10 mM, no afecta excesivamente a la
velocidad de reaccion y que la presencia de i6n magnesio no afecta a la actividad de la
enzima por encima de una concentracién 1 mM, pero su ausencia imphica la pérdida de la

actividad.

Los resultados de estabilidad de las soluciones enziméticas en diferentes tampones
(Tabla 3.8) confirman que la actividad se conserva en todos los casos, excepto a

concentracion alta de mercaptoetanol (experimentos 2 y 2°), donde disminuye levemente.

Con los resultados obtenidos se eligid el siguiente tampon para realizar los
experimentos cinéticos: tampon fosfato potdsico 50 mM pH 7,0 (CHPO42'=25,5 mM y
cHzpros =24,5 mM) al que se le afiade MgCl, 1 mM y mercaptoetanol 5 mM. En este

tampon (blanco} se realizaron varios experimentos, afiadiendo varios cationes divalentes y
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trivalentes, para analizar cial era su influencia sobre la actividad dc la enzima. Estos
cationes se afiadieron al medie seleccionado en una concentracion 0,1 mM. Cada
experimento se realizé siguiendo el procedimiento cstindar de medida de actividad
(Herrero, 1995). La actividad relativa se calcula como ¢l cociente de velocidades iniciales

de reaccion; los resultados se muestran en la Figura 3.5,

Los resultados que muestra la Figura 3.5 indican que el manganeso y, en menor
medida, el cobaito y el zinc activan la enzima Lactozym. En el caso del manganeso, esa
activacion llega al 50%, de hecho, todos los iones probados activan en mayor o menor

grado la enzima, excepto el hierro.
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Figura 3.1.- Efecto de la concentracién de i6n K sobre la actividad de la B-galactosidasa
de K. fragilis. CMgZ+= 1mM; Cye=10 mM
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Figura 3.2.- Efecto de la concentracién de mercaptoetanol sobre la actividad de la 3-
galactosidasa de K. fragilis.
Crizros = 25,5 mM; Crappos=24,5 mM; Cx+ = 74,5 mM; Cng: ImM
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Figura 3.3.- Efccto de la concentracién de ién Mg”™" sobre la actividad de -galactosidasa
de K. f]’(lgill'S. CK[]2]>Q4 = 25,5 mM; CKQH[:O4:24,5 mM; C}@“ = 74,5 mM; CME: SmM
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Figura 3.4.- Estabilidad de las disoluciones de la 3-galactosidasa de K. fragilis en varios
tampones.

116



Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucién

Influencia del pH en la actividad de la enzim

Para analizar la influencia de esta variable en la actividad de la enzima se han
realizado una serie de experimentos modificando el pH del medio entre 5 y 9. Se han
utilizado como reactivos ONPG y lactosa, tanto en el tampdn fosfato seleccionado en el
apartado anterior como en ¢l tampon denominado BM, de composicion descrita en el
apartado 2.2.1. El intervalo de pH se ha estudiado entre 5 y 9 (ajustando ¢l pH con NaOH
vy H,SQ,). Este estudio es necesario para determinar el pH Optimo (al cual la enzima
muestra una maxima actividad) tanto para la reacciones de hidrélisis de ONPG como de

lactosa.

Los datos de concentracion de producto vs. tiempo, obtenidos en cada
experimento, s¢ han ajustado a funciones matematicas tipo doble exponencial. Derivando
dichas curvas, se han obtenido los datos de velocidad inicial de reaccion, 1y, de acuerdo a
la ecuacion [3.2]. Este parametro ha sido utilizado para determinar el pH éptimo de la

enzima en cada tampdn y con cada reaccion.

En las Figuras 3.6 y 3.7 se representa la variacion de la velocidad de reaccion

inicial con el pH, al emplear como medios de reaccion BP y BM.

En la Figura 3.6 se observa que la actividad del Lactozym en la hidrélisis de
lactosa es mayor en BP que en BM, y que, en ambas, el valor 6ptimo de pH esta préoximo
a 6,5. La actividad de la enzima en la hidrdlisis de ONPG (Figura 3.7) apenas varia con el
tampon utilizado y es maxima a un pH en torno a 6,5. Por tanto, puede decirse que ni el
sustrato ni los tampones empleados afectan al pH optimo de esta enzima en las reacciones

de hidrélisis consideradas, que puede fijarse entre 6,5 y 7.

Influencia del |

Para conocer el afecto del pH en la estabilidad de la enzima se ha seguido el
protocolo descrito en el punto 2.2.4.3. La Figura 3.8 muestra c6mo varia la actividad de
Lactozym con el tiempo de almacenamiento a cada pH. Se observa que la enzima es poco

estable a pH 4cido, mientras que es relativamente estable entre pH 6 v 9. Su méaxima
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estabilidad se observa a pH 7, que es muy proximo al pH dptimo encontrado para la

actividad enzimatica.

Influencia de la temperatura en la estabilidad de 1a enzima

El efecto de la temperatura en la desactivacion de las enzimas se analiza siguiendo
el protocolo descrito en el apartado 2.2.4.3. Para llevar a cabo cste estudio con Lactozym
sc han empleado temperaturas de 20, 30, 40, 45 y 50 °C. La concentracion de enzima se
ha fijado en 70 mg/L, realizando los experimentos en Erlenmeyers que contienen tampdn
BP y que se han termostatizado a las temperaturas indicadas. La actividad residual se
calcula como el cociente entre la velocidad inicial, 1y, oblenida a un cicrto tiempo de
incubacion de la enzima a la temperatura considerada y su valor a tiempo cero de
incubacion. En la Figura 3.9 se han representado los resultados de actividad residual vs.
tiempo. Se observa que la temperatura maxima a la que Lactozym es estable es 40°C. Por
encima de csta temperatura, la enzima sufre una perdida de actividad considerable. Por
otra parte, cuanto mas baja sea la temperatura, la reaccion de hidrolisis sera mas lenta, por
lo que, para su aplicacion industrial, habra que llegar a un compromiso para la eleccion de

la temperatura mas conveniente en cada caso.
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Figura 3.5.- Actividad de B-galactosidasa de K. fragilis frente a distintos cationes
metalicos. Actividad relativa vs. 16n afiadido al BP.
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Figura 3.6.- Efecto del pH en la hidrdlisis de lactosa por la 3-galactosidasa de K. fragilis.
Velocidad inicial vs pH en distintos tampones. T=40°C; Ci,e 6=50 g/L; Cg=7 mg/L
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Figara 3.7.- Efccto del pH en la hidrolisis de ONPG por la 3-galactosidasa de K. fragilis.
Velocidad inicial vs pH en distintos tampones. T=25°C; Conpg 0=0,5 g/L;C=0,7mg/L
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Figura 3.8.- Efecto del pH en la estabilidad de la -galactosidasa de K. fragilis. Actividad
residual vs pH en BP.
Medida de actividad estandar: T=25°C; Conpg 0=0,5 g/L; C:=0,7 mg/L.
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Figura 3.9.- Estabilidad de la B-galactosidasa de K. fiagilis en BP frente a la
temperatura. Actividad residual vs tiempo de incubacion.
Medida de actividad estandar: T=25°C; Conpi 0=0,5 g/L; C=0,7 mg/L

3.2.2.- Modelo cinético de Ia reaccion de hidrolisis de lactosa

El estudio cinético se realiza en las condiciones de pH y temperatura
seleccionadas en el punto 3.2.1., para que la enzima tenga mayor actividad y la mantenga
durante un periodo de tiempo razonable. En este caso, la composicion del tampén (BM) y
su pH (6,5) vienen fijados por las condiciones del medio salino de la leche (Novo, 1979)
y se detallan en la Tabla 2.5. La maxima temperatura a la que se van a realizar los
experimentos cinéticos es de 40°C, para evitar [a desactivacion de la enzima durante el

tiempo que dura el experimento.

3.2.2.1.- Resultados experimentales

El estudio de la cinética de la reaccion de hidrolisis de lactosa con Lactozym se
llevé a cabo variando la temperatura entre 5 y 40°C, la concentracidn de enzima entre 2,3
y 7 mg/L, la concentracién de lactosa entre 25 y 75 g/L y las concentraciones de los

productos de la reaccién (galactosa y glucosa) entre 0 y 15 g/L. Los experimentos
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realizados se recogen en las Tablas 3.9 a 3.13. Los resultados obtenidos se muestran en
las Figuras 3.16 a 3.22, expresados como X, vs. el producto tiempo-concentracion de
enzima. En todos los casos, la conversion de lactosa a trisacaridos se mantuvo por debajo
del 3%. por lo que la transgalactosidacion es una reaccion lateral que apenas es

importante en ia cinética del sistema de reaccion aqui considerado.
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Tabla 3.9.- Resultados de la hidrélisis de lactosa a 5°C con la B-galactosidasa de K.

fragilis.

EXP LL1 | LI12 |LL3 |LL4 | L.I5 | LL6 | LL7 |LL | LL9 |LL10
Ciac(g/L) 75 | 50 | 50 | S0 | 50 | 50 [ 25 [ S0 | S0 | 50
C,al(g/L) 0 0 75 | 15 0 0 0 0| 75 | 15
Coan(g/L) 0 0 0 0 75 | 15 0 0 0 0
Cr(mg/L) 7 7 7 7 7 7 7 146 46 | 4,6

tiempo{min) Xiac
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0,12 | 0,127}70,10 { 0,1 - 0,1 | 028 [0,17[ 0,06 | 0,09

120 02 026 1023|021 | 03 |0,14]0521026] 0,1 | 0,16

180 - | 038 (0,35 | 029} 035|031 - [033]7022 [ 022

300 045 | 055 | 049|046 | 0,58 | 0,44 | 0,82 |0,46] 0,31 | 0,35

420 0,62 - - - R 09 | - - -

480 . 0,62 | 059 | 0,71 | 0,66 | - |0,56| 0,54 | 0,48

660 - | 0,87 0,73 | 0,67 | 0.85 | 0,67 - |067] 06 | 06

780 0,78 - - - R - R -

900 0,77 | - - - - -

990 0,88 - - R - - - - -

1080 - 083 | 08 | 086 [082 | - |081| 078 0,77

1200 0,92 - - - - - - N -

Tabla 3.9.(cont.)- Resultados de la hidrélisis de lactosa a 5°C con la p-galactosidasa de

K. fragilis.

EXP LL11 | LL12 | LL13 | LL14 | LL15 | LL16 | LL17
Cua{g/L) 50 50 50 50 50 50 25
Cealg/L) 0 0 0 7,5 15 0 0
Conlg/L) 1.5 i5 0 0 0 7,5 15
Cg(mg/L) 4,6 4,6 2,33 2,33 2,33 2,33 | 2,33

tiempo(min) Xiac

0 0 0 0 0 0 0 0

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 - - B - - -
300 0,31 0,27 0,24 0.16 0,13 0,21 0,23
420 - 0.4 - - - . R
480 0,52 N - - 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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Tabla 3.10.- Resultados de la hidrdlisis de lactosa a 25°C con la B-galactosidasa de K.

fragilis.

EXP LL24 | LL25 | LL26 | LL27 | LL28 | L1.29 | L1.30 |LL31[LL32
Ciae(g/L) 75 50 50 50 50 25 50 50 | 50
Cra(g/L) 0 0 7.5 15 0 0 0 75 |15
Con(g/1) 0 | o 0 0 15 0 0 0 0
Cr(mg/L) 7 7 7 7 7 7 4,6 | 4,6 | 4.6

tiempo(min) _ _ Xiac
0 0 ] 0 0o [ o 0 0 0 0 0
15 0,09 - - - - 0,26 - -
30 0,09 | 027 | 027 | 0,14 | 024 | 050 | 0,17 | 0,15 | 0.1
60 039 | 047 | 039 | 0,38 | 044 | 078 | 035 | 0.20 | 0.23
120 0,68 | 0,75 | 0,58 | 0,61 - 091- |7 0,57 | 05 | 044
180 0.8 0,84 |7 0,77 - 0,73 . 0,68 | 0,63 | 0,56
i 240 0,9 0,93 - - 0,76 _ 0,71 | 0,72 | 0.66
300 - - - 0.8 0.81 - 0.77 70,74 [70.68
360 : - 0,85 | 0,83 - _ 082 | 0,79°[70,77

Tabla 3.10.(cont.)- Resultados de la hidroélisis de lactosa a4 25°C con la 3-galactosidasa de

K. fragilis.
_ EXP | LL33 | L34 | LL35 | LL36 | LL37 | L1.38 | LL39 [LL40|LL41
Cr(g/L) 50 50 25 50 50 50 30 50 | 25
C,alg/L) 0 0 0 0 7.5 15 0 0 0
Cora(g/L) 75 15 0 0 0 0 7,5 15 0
Ci(mg/L) 4,6 4.6 4.6 | 233 | 2,33 | 2,33 | 233 | 2331233
tiempo{min) Xiac
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B - - 0,15 - - _ - 170,07
30 0.16 | 0.15 | 029 | 000 | 007 | 006 | 006 | 007 | 0.15
60 032 | 031 | 053 | 017 | 017 |70.13 | 0,13 |70,17 | 0.26
120 055 | 055 | 0,75 | 033 | 032 | 023 | 0,23 | 032 | 0.48
180 0,68 | 0,65 | 088 | 052 | 045 | 035 | 035 | 0,58 | 0,64
240 076 | 071 | 004 | 063 | 056 | 044 7044 | 0621081
300 0,78 | 0,74 - 0,7 0.6 049 |7 049 | 0,63 | 0.89
360 084 | 0,75 - 077 | 0.67 | 056 | 056 | 0.7 -
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Tabla 3.11.- Resultados de [a hidrdlisis de lactosa a 15°C con la 3-galactosidasa de K.

Sfragilis.

EXP LL18 LL19 LL20 LL2]1 LL22 LL23
Clac(g/L) 50 50 50 50 50 30
Coalg/L) 0 0 0 0 13 0
Cuu(g/L) 0 0 15 0 0 15
Cg(mg/L) 7 7 7 2,33 2,33 2,33

tiempo(min) Xjac
0 0 0 0 0 0 0
60 0,28 0,19 0,25 0.09 0,06 0,09
120 0,49 0,37 0,45 0,19 0,13 0,15
180 0,66 0,49 0,59 03 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 0,38 0,35 0.4
420 0,82 0,72 0,79 0,51 0,4 0,45

Tabla 3.12.- Resultados de la hidrdlisis de lactosa a 30°C con la f-galactosidasa de K.

fragilis,

EXP L142 L143 L1.44 LL45 L1.46 LL47
Ciac(g/L) 50 50 50 50 50 50
Coa(g/l) 0 15 0 0 15 0
Cpn(g/L) 0 0 15 0 0 15
Cg(mg/L) 7 7 7 2,33 2,33 2,33

tiempo(min) Xtac

0 0 0 0 0 0 0

30 0,34 0,3 0,26 0,12 0,04 0,1
60 04 4,47 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.- Resultados de la hidrolisis de lactosa a 40°C con la 3-galactosidasa de K.

Sfragilis.

EXP  [LL48|LL49|LL50|LL51] LL52 |TL53|LL54 | LLSS|LL56|LL57
Crac(g/L) 75 | 25 | 75 | 50 50 50 | 50 | 50 | 25 | 50
Coulgl) 0 L ¢ 75 650 |0 |0 | o
Cou(g/L) 0 0 0 75 | 15 0 0
Cy(mg/L) 11,65 [ 11,65 7 7 7 7 7 | 4.6
tiempo(min) Xiac

0 0 0 6| 0 0 0 0
5 014 [70.26 | 0,06 | 0,08 | 0.1 | 006 ] 009 |01 170,18 | 0,06
10 - 0,15 | - - - A EE
15 0.4 170,56 029 17022 | 0.9 | 027 [ 026 | - [ 018

20 . - 10,29 + - : - - 063 | -

30 0,67 | 0,85 | 0,52 7046 | 039 | 046 | 0,47 | - | 036

40 053 | - - - 086 | -

60 0,81 0,71 | 0,75 [ 0,64 | 0,62 | 0,69 [ 07 - 70,62

50 T 0.81 | - - g : - -

120 - 0.86 | 0,87 | 0,84 | 0,75 | 0,86 | 0,86 0,81

180 i - - - - - | 70,84

Tabla 3.13.{(cont.)- Resultados de Ia hidrélisis de lactosa a 40°C con la B-galactosidasa de

K. fragilis.

EXP LES8 [LL59 [ LL60 | LL61 | LL62 | LL63 | LL64 | LL65 | LL66
Ciae(g/L) 50 50 25 50 50 50 50 50 25
Cpa(g/L) 15 0 0 0 5 15 0 0 0
Cpu(g/L) 0 15 0 0 0 0 5 15 0
Cg(mg/L) 46 | 46 | 46 | 233|233 2,33 | 233 | 2,33 | 2,33

tiempo(inin) Xiat
0 0 0 0 0- 0 0 0 0 0
5 - - W - - - - - 0,07

15 0.17 |02 | 033 [ 009 005 ! 004 | 008 | 007 | 0,19

30 03 { 035 | 055 [ 0,17 | 014 | 0,11 | 0,19 | 0,17 | 036

60 046 | 055 | 0.81 | 0,33 | 03 | 022 | 0,32 | 6,31 0,59

90 - - . 044 (043 | 03 | 045 { 04 -

120 0.66 | 072 | 0.82 | 051 | 053 | 04 0.5 0.5 0,32

180 0.8 | 0,83 - 0,65 | 0,6 | 051 | 0,62 | 0,62 -

270 - 070 [ 073 |06 | 082 ] 0,66 -
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3.2.2.2.- Apnalisis de las velocidades injciales de reaccion

Teniendo en cuenta la influencia de las variables analizadas en la velocidad inicial
de reaccion, ry, se puede realizar una discriminacidn cualitativa del modelo cinético. En
las Figuras 3.10 a 3.12 se muestra la variacion de ry con las concentraciones iniciales de

lactosa, de galactosa y de glucosa, respectivamente, a diferentes temperaturas.

Los resultados de la Figura 3.10 muestran que, al aumentar la concentracion de
sustrato aumenta muy poco la velocidad inicial, por lo que se esta cerca de la zona donde
la enzima estd saturada de sustrato, existiendo el complejo ES en una concentracion
mucho mayor que la de la enzima libre. El sustrato debe aparecer en el denominador del
modelo cinético. Las concentraciones de sustrato utilizadas estan préximas o coinciden
con las de la leche de vaca y el suero, que son de 50 y 75 g/L., respectivamente. Se
observa, también, que segun disminuye la temperatura, las velocidades iniciales obtenidas
a distintas concentraciones de sustrato se aproximan mas entre si, es decir, el orden de la
reaccion se aproxima cada vez mas a cero. En un modelo de Michaelis-Menten simple,
esto supondria que la constante de Michaelis, Ky, aumenta al aumentar la temperatura, es

decir, que la afinidad de la enzima por el sustrato es menor a mayor T.

En los resultados que se muestran en la Figura 3.11 se observa que a todas las
temperaturas estudiadas la adicion de galactosa hace que disminuya la velocidad inicial
de la reaccion. Por tanto, la galactosa actiia como inhibidor. La Figura 3.12 muestra el
efecto de afiadir glucosa al comienzo de la reaccion; se observa que la glucosa no parece
inhibir la reaccion, ya que se obtienen los mismos valores para la velocidad inicial cuando

este monosacarido se aftade o no al medio. Sélo en los experimentos a 5°C aparece cierta

inhibicidn por glucosa.

Como consecuencia del analisis realizado, los modelos cinéticos a considerar
serian modelos basados en el mecanismo de Michaelis-Menten que incluyeran inhibicién

por galactosa. En principio, podria descartarse 1a inhibicion por glucosa.
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Figura 3.10. - Hidr6lisis de lactosa con la B-galactosidasa de K. fragilis: r; vs Cj, a varias
temperaturas. Cyy o= 0 g/L; Cayo= 0 /L.
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Figura 3.11. — Hidrolisis de lactosa con la B-galactosidasa de K. fragilis: cociente entre las
velocidades imiciales con y sin galactosa inicial vs Cyy ¢ @ varias temperaturas,
CI.’zc o= 50 g/L, Cg!u(): 0 g/L
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Figura 3.12. — Hidrélisis de lactosa con la B-galactosidasa de K. fragifis: cociente entre las

velocidades iniciales con y sin glucosa inicial vs C,, o a varias temperaturas.
Clac o= 50 g/L, Cga] o=0 g/L

Se han realizado una serie de experimentos para analizar el efecto de los dos
anomeros de la galactosa sobre la hidrolisis de lactosa con Lactozym. Flaschel y col.
(1982) observaron que los dos anomeros de la galactosa inhibian de forma distinta la
reaccion de hidrélisis de lactosa con [3-galactosidasa de A.niger. En este caso, los modelos
cinéticos que pretendan explicar los resultados experimentales tienen que considerar la
reaccion de mutarrotacion de la galactosa como lateral e mncluir términos de inhibicidon

distintos para cada uno de los anémeros.

Un test propuesto por Flaschel y col. (1982), sencillo de llevar a cabo, consiste en
hacer reacciones de hidrolisis de lactosa en medios que contengan galactosa a tiempo cero
en una determinada concentracion. En un experimento, la galactosa se afiade al medio de
reaccién varias horas antes de afiadir la enzima, con lo que en el medio hay a- y £
galactosa en equilibrio (una proporcion aproximada de 33% de la especie - y 66% de la
especie ). En otro, se aguarda a afiadir la galactosa en polvo justo antes de afiadir la
enzima, de forma que la galactosa estd como su enantiomero ¢, que es el que existe en el

azucar en polvo. Si la inhibicién por a- y S-gal es distinta, la conversion evolucionara con
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el tiempo de reaccién de forma distinta en cada experimento. Los valores de velocidad

inicial también serdn considerablemente distintos.

Se llevaron a cabo cuatro experimentos a dos concentraciones iniciales de
galactosa: 15 y 25 g/, manteniendo constantes las demas variables: concentracion de
lactosa de 50 g/L, temperatura de 40°C, concentracion de enzima de 14 mg/L. En un
experimento con 15 g/l. de galactosa y en otro con 25 g/L, sc dejaron las soluciones de
azucares en BM durante 24 horas para que se alcance el equilibrio de mutarrotacién. En
los dos experimentos restantes, se afiadié la galactosa un poco antes de afadir la enzima.
En todos los casos se llevo a cabo la hidrélisis de lactosa segun el protocolo descrito en el

apartado 2.2.4.

En la Figura 3.13 se muestra como evoluciona la conversion con el producto t-Cg
en estos experimentos. En l1a Figura 3.14 se muestra la velocidad inicial de reaccién frente
a la concentracion inicial de galactosa. Si se observan ambas figuras, se llega a la
conclusién de que no hay diferencia entre los cxperimentios en los quc se aflade la
galactosa a tiempo cero de reaccion y aquellos en los que la a-galactosa esta en equilibrio
con la f-galactosa. Por tanto, no se aplicaran modelos en los que sc distinga entre

andmeros de la galactosa, como son algunos de los modelos desarrollados en el apartado

3.1.2.
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Figura 3.13.- Hidrolisis de lactosa con la -galactosidasa de K. fragilis: influencia de la
mutarrotacion de galactosa. T = 40°C, Cjac0= 50g/L; Cg= 14 mg/L.
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Figura 3.14.- Hidrolisis de lactosa con la B-galactosidasa de K. fragilis: ro versus Cgaio.
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3.2.2.3.- Discriminacién del modelo cinético aplicando el métoda diferencial

Como se indico en el apartado 3.12.3, en este método hay que calcular la

velocidad de reaccidn, 1, en cada punto de la curva C vs t obtenida en cada experimento

realizado cn reactor discontinuo.

Para calcular r hay que derivar la curva C vs t por algin procedimiento numérico.

En este caso, se ha elegido ajustar la concentracion de producto a una doble exponencial:

Crae , ~ Cue (1) = a (exp(=-bt) — exp(—ct)) [3.77]

Calculando a, b y ¢ por ajuste de los datos de cada cxperimento por regresion no

lineal (Marquardt, 1962}. La velocidad de reaccién a cada ticmpo se obticne como:

r(t) = a (—bexp(—bt) + c exp(-—c1)) [3.78]

L. Linealizacion de los modelos cinéticos

Los modeclos cinéticos basados en el mecanismo de Michaelis-Menten se pueden
linealizar por diversos procedimientos. Para ajustar los datos difcrenciales (r, C)
obtenidos por derivacion de los datos experimentales (C, t) se han utilizado modelos
cinéticos tipo Michaelis-Menten que, 0 no consideran inhibicién ninguna, o consideran la
inhibicidn por sélo uno de fos compuestos implicados en la reaccion (modelos de la Tabla
3.2). Aunque se podria discriminar entre modelos mas complejos, que incluyan mas de
una ihibicidn, porque la inhibicién por glucosa no esta clara en ¢l andlisis de las
velocidades iniciales. Por tanto, se aplicaran los modcios mas simples y, sélo si cs
necesario, s¢ incluiran en la discriminacion modelos mas complejos. No se discriminara
entre modelos que consideren una inhibicién distinta por los anémeros a- y (- de la
galactosa, puesto que se ha demostrado que el efecto de estos dos andmeros sobre la
velocidad inicial de reaccion es el mismo, y tampoco se consideraran modelos cinéticos
que tengan cn cuenta la recaccidon de transgalactosidacion, ya que no se han observado
trisacéaridos en los experimentos realizados en un porcentaje mayor del 3% sobre ¢l total

de azlicares en cada muestra.
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Para cada modelo se proponen las linealizaciones de Lineweaber-Burk, Hanes y
Eadie. Las ecuaciones que corresponden a cada modelo y a cada linealizacion se muestran
en las tablas de resultados (Tablas 3.14 a 3.17). Los datos obtenidos a cada temperatura
strven para calcular la variable dependiente y las vanables independientes en cada
linealizacion. Luego se aplican a las vanables obtenidas regresiones lineales simples o
multiples, segtin haya una o mas variables independientes. Se obtienen valores de los
parametros cinéticos a cada temperatura, asi como parametros estadisticos (t;, F} que
indican la bondad del ajuste y la confianza del modelo linealizado, respectivamente. Los
resultados obtenidos, asi como las linealizaciones aplicadas, se muestran en las Tablas

3.14a3.17.

Para discriminar el modelo cinético mas adecuado se utilizan los criterios
estadisticos y fisicos ya citados en el punto 3.1.3.2. En cuanto a los criterios estadisticos,
se puede observar que los valores de 1* obtenidos para la correlacion son inferiores a 0,7,
llegando incluso a valores de 0,06. Por tanto, ¢l ajuste v los pardmetros obtenidos por
linealizacion no tienen validez estadistica. Los valores de F de Fischer son inferiores en
muchos casos al valor tabulado para un grado de confianza igual o mayor al 95%.
Aquellos parametros que no cumplen los criterios estadisticos y los valores de F inferiores

al valor tabulado estan sombreados en las Tablas 3.14 a 3.17.

Los valores de los pardmetros obtenidos, para cada modelo por las distintas
linealizaciones, no coinciden entre si. La variacion del valor de los parametros con la

temperatura, cuando €stos no son negativos, no sigue la ecuacidn de Arrhenius.

Al aplicar la técnica de regresion lineal en cada caso se ha considerado que cada
dato (x, y) tenia el mismo peso en la regresion que los demas, ya que, a priori, todos los
datos estan sujetos a la misma probabilidad de error. El uso de pesos puede mejorar los
resultados, pero a costa de suponer que unos datos son mas fiables que otros y dar, por
ello, un mayor peso en la regresion a unos datos frente a otros. Lineweaver y Burk (1934)
consideraron el uso de pesos diferentes segun la concentracién de sustrato para la que se
obtenia la velocidad de reaccién, ya que los datos experimentales obtenidos a
concentraciones de sustrato altas suelen ser mas fiables que los obtenidos a

concentraciones bajas, asi se obtienen pardmetros mas precisos. El peso aplicado a cada
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dato es proporcional a r, lo que supone que el error experimental se comporta igual. Esta
suposicion es discutible, ya que dependera, al menos, del método de analisis utilizado

para segulr la reaccion enzimatica.

Aunque la aplicacion de las linealizaciones a los modelos tipo Michaelis-Menten
¢s muy comun en la practica (para B-galactosidasas, ver Wadiak y Carbonell, 1975;
Shukla y Chaplin, 1993 / para enzimas en general: Pricc y Stevens, 1980; Cornish-
Bowden, 1995), debido a los pobres resultados obtenidos al utilizar las lincalizaciones y
la regresién lineal consiguiente con los datos experimentales sin considerar pesos, se
determina no aplicar mas dichas linealizaciones para el estudio del resto de reacciones

cuyo modelo cinético s¢ pretende determinar.

. Calculo de pardmetros por regresion no linegl

La regresion no lineal es una técnica que puede aplicarse a los datos obtenidos a
una temperatura (ajuste a temperatura constante) o a todos los datos conseguidos a todas

las temperaturas (ajuste con temperatura variable).

Cuando los datos que se ajustan son datos diferenciales, (r, C), se ha de calcular ia
velocidad de reaccion para cada par de valores experimentales {concentracion, tiempo),

como ya se indicod anteriormente en este apartado.

Los modelos cinéticos que se proponen para ajustar los datos diferenciales son los
modelos presentados en la Tabla 3.2. Estos modelos implican [a inexistencia de inhibicién
o la existencia de inhibicidn por sustrato o por uno de los productos. Como sc observd
que la galactosa era el Unico compuesto que inhtbia, no sc necesitan modelos cinéticos

mas complejos para ajustar los datos experimentales.
.- Ajuste con la temperatura constante
El ajuste de los datos de cada experimento, conseguidos a temperatura constante, a

los distintos modelos propuestos lleva a los resultados de las tablas 3.18 y 3.19, donde se

muestran los parametros y €l valor de la suma de residuos al cuadrado (SQR) obtenidos
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para cada modelo cinético aplicado, ademas de! intervalo de confianza de cada parametro.
Los parametros que no pasan los criterios fisicos o estadisticos estan sombreados. En la
Tabla 3.20, se resume el cumplimiento de los parametros de cada modelo los criterios

estadisticos y fisicos ya descritos en el apartado 3.1.3.2.

Rigurosamente, pasan los criterios estadisticos los modelos 1, 2, 5y 9, y los
criterios fisicos, los modelos 1 y 2. El modelo 8, aunque tiene dos parametros (Ku y Ky)
que incluyen el cero en su intervalo de confianza a dos temperaturas, es ¢l modelo que
tiene una suma de residuos al cuadrado (SQR) menor, siendo casi la mitad del SQR del

siguiente modelo que mejor ajusta, el modelo 10.

Se observa que, para varios de los modelos cinéticos probados, los pardmetros Km
y K, tienden a acoplarse entre si, es decir, la variacion de cada uno influye en la variacion
del otro durante la iteracion. El resultado de este fenémeno es un mejor ajuste del modelo
a los datos de cada temperatura, pero la relacion de los valores de los distintos parametros
a varias temperaturas no sigue una tendencia razonable. Ademas, como en el modelo 8,
los parAmetros pueden incluir el cero en el intervalo de confianza. El modo de evitar este
fené-meno es obligar a los parametros cinéticos a seguir una tendencia i6gica con la
temperatura, mediante la ecuacion de Arrhenius, ajustando todos los datos experimentales
a todas las temperaturas a los modelos cinéticos propuestos, es decir, se lleva a cabo un

ajuste con la temperatura como variable.

2.- Ajuste con la temperatura como variable

En el ajuste de los datos diferenciales a temperatura como variable se sustituye
cada parametro cinético de los modelos de la Tabla 3.2 por su expresién segin la
ccuacion de Arrhenius y se ajustan los datos diferenciales a las ecuaciones que se
obtienen. Los valores de los pardmetros, sus intervalos de confianza, el SQR vy €l valor de
F de cada modelo se recogen en las Tablas 3.21 a 3.23. En la Tabla 3.24 s¢ resume el
comportamiento de los parametros de cada modelo con los criterios estadisticos y fisicos.

Los parametros que no pasan los criterios fisicos o estadisticos estan sombreados en las

Tablas 3.21 a 3.23.
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Analizando la Tabla 3.24, los modelos que pasan los criterios estadisticos son los
modelos 1, 2, 3, 4 y 8 Los criterios fisicos (E, de la constante cinética > 0; valores
razonables para todas las energias de activacion) los cumplen todos los medelos
propuestos. De nuevo, €l modelo que mejor ajusta los datos experimentales es el 8, siendo
su SQR casi la mitad del siguiente modelo en bondad de ajuste. En consecuencia, se
puede clegir ¢l modelo 8 para ajustar los datos experimentales, lo que supone que la
galactosa inhibe la hidrélisis de lactosa con B-galactosidasa de K. fragilis de forma

competitiva.

Se puede concluir que el ajuste con la temperatura como constante lleva a
resultados que no tienen la suficiente consistencia estadistica como para discriminar el
modelo cinético, por lo que se hace necesario el ajuste con la temperatura como variable

para poder lHevar a cabo la discriminacion.
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Tabla 3.14.- Parametros cinéticos de la hidrélisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Método diferencial, regresiones
lineales, T como constante)

| Modelo | Linealizacién | Ecuacién linealizada | T(°C) | k, ] Ku | R F |
Michaelis- Lineweaber- C, K, 1 1 {40 { 025 | 47,63 | 0,20 6,86 |
Menten Burk Y T L C +}(‘: ' | 3.23 | i
simple BTl R g | i
(2) Hanes C:Co _ K, 1 c | i i
& L | 1 n
j ] | I 5
Eadie ¥ - g K | ) |
©
| Modelo | Linealizacion | Ecuacion linealizada T (°C) ky |
Michaelis- Lineweaber- | C, K, 1 1 1
Menten con Burk T = L C + K Crre +k_
inhibicién 1 Wiac 2 z
por lactosa Hanes C.C,.
3) ;
Eadie 14
C.

Nota: k; [mmoles/(mg enzima-L)]; Ky, K;, K’y [mM]



Tabla 3.15.- Parametros cinéticos de ia hidrélisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Método diferencial, regresiones

lineales, T como constanie)

Modelo | Linealizacién | Ecuacion linealizada T (*C) k, R | F i
Michaelis- Lineweaber- C, K, 1 K, C. 1 40 0,25 0,34 | 1090 |
Menten con Burk — = PP 25 0,06 0,40 | 13,76
compettti- Hanes C.C. K, 1 K, 40 0,88 0,34 10,68
va por . Tk + k. Clue + LK Coa 25 0,32 0,33
galactosa ! 2 2 3 0.04 .13 T35
(8) Eadic . , K, rCy. | 40 1,14 049 | 2577 |

-— = k,-K, +— - 25 0,49 0,49 | 2324 |

Ce CeCue Ky Celiue T35 T0.14 0,66 | 54,19 |

Modelo | Linealizaciom | Ecuacion linealizada I T ("O) kx | Kum K, i R | F i
[ Michaelis- | Lineweaber- | C, K, 1 K, Cu 1 40 | 4335 | 035 | 11,02
Menten con Burk _]" = kh C LK. C + I {25 [ 034 | 9,54
inhibicion 2T P e T2 E | 018 | 243
competiti- Hanes C.. K, 1 K, L 40 | 023 | 4,08
va por "';_"_ - k. + i, Chae + kK, Cgﬂu L 25 | 023 | 4,08

glucosa ’ i ) 5 0,12 | 038 1|

“4) Eadie P , K, rCh |0 046 | 2187 |

- = k,-K, +— - 25 0,44 | 1806 |

CE CE Cfac K! Cf: Cfr:c 5 0,65 E 521 17 E

Nota: k; [mmoles/(mg enzima-L)]; Ky, Kp K’y [mM]



Tabla 3.16.- Parametros cinéticos de la hidrélisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Método diferencial, regresiones

lineales, T como constante)

I Modelo | Linealizacion | Ecuacion linealizada T(°C) | R
Michaelis- Lineweaber- | C, K, 1 1 1 0,35
Menten con Burk vk T K Cour + k. 0,32
inhibicion T T = : 0,11
acompetiti- |  Hanes C,.C,. K, 1 0.23
va por = + C."ac' +o Cfur Cgm’ 0, 17
v k, Kk, k,K,
galactosa 0,11
) Eadie - , 1 rCp 0,31
— = k, K, - 0,18
Ce ’ "Gy Clac K, C 0,40
| Modelo | Linealizacién | Ecuacion linealizada R 1
Michaelis- Lineweaber- | C, K, 1 1 1 0,35 |
Menten con Burk T = L C_ + LK Con T 0,27 |
: b T4 2 lae 2477 2
inhibicion 0,14 |
acompetiti- }7 Hanes C.C, K, 1 ] 020 |
va por . T Lty Crue + LK. Cre C 0,11 |
glucosa ’ : 2 0,08 | 052
&) Eadie v ; 1 +C, 0,31 | 877 |
— = &, -K, - G20 | 3,23
Ce CeCue K G 0,41 | 13,93

Nota: k, fmmoles/(mg enzima-L)J; Ky, K;, K’} [mM]




Tabla 3.17.- Pardmetros cinéticos de 1a hidrélisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucién. (Método diferencial, regresiones

lineales, T como constante)

| Modelo | Linealizacién | Ecuacion linealizada ITCOY] ks | Ky |
Michaelis- Lineweaber- C, K, 1 K” Cg“[ 1 c | 40 1144 .
Menten Burk - = o Tl T
F kz Ct'ar k K Cmr K.r ! kz r 2 1004]
con 5 70,05
inhiblcién Hanes C.C,. K, 1 K., 1 | 40 {036}
mixta por ; k, +Z C"uc + k1K1 Cgr.r! T sz' Chm’Cgm’ i 25 ! 0503 |
galactosa ] ) : 5 70227 10,64 | 33, 0
(11 Eadie - . - Kw nga; 1 7Cp | 40 ‘J 0,56 | 740,59 29,11 |
Pl -K | 2 0,22 10,641 33,60 }
2 M C ) 3
C, Co K, C,C. K, C, ! 0.8 [0.73] 5601 |
| Modelo | Linealizacién | Ecuacion linealizada
Michaelis- | Lineweaber- | C, K, 1 K, C Con 1
Menten Burk - = k F’ kLK, C £k
con ! 2 fac fur I
inhibicion — Hanes C.C,. K, I K, o
mixta pOI‘ P = ‘}: + k-, C.‘ar + k_.,jﬁr_ Cg;'u + k~, Kl C’/m'f ( ]
glucosa ) ) Y T
N Eadie . y K, rC,, 1 C,
- = kK, -K, o P
CE CE C!‘ar K} CI'_' Cfr:r K f C.’:’
Nota: k: [mmoles/{(mg enzima-L)}; Ky, K, Ky [mM]



Tabla 3.18.- Parametros cinéticos de la hidrdlisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Método diferencial, regresion no lineal,
T como constante)

| Modelo | T(C) | k: | Kn | K | K | ¥ [ SQR | YSQR |
Orden 1 (1) | 40 | 2910716107 | - | - | i | 1358 | 1,810" [ 2,1 107

| 25 | 1,4107+£7,2 107 | - | - | ] [ 1418 [ 2.8 107 |

|5 [3510741,9107 | - | - | | 1238 | 2,4 107 |
Michaelis-Menten | 40 | 1,410°+£7,6 107 | 3,5 10'1i2,6 107 ] - | - | 731 [ 17107 [ 2,0107
simple (2) [ 25 [69107°43,6107[3,8107+2,6 107 | - | - | 781 | 2,5107 |

| 5 |17104+11104|3410+2810 | - | - | 661 | 22107 |
Michaelis-Menten | 40 | 3,3 10°42,4 107 | & 5 | B - | 474 71,7107 2,0107
con inhibicién por | 25 | 1,5 10°%1,1 107 | | - | 512 | 25107 |
lactosa (3) | 5 28107416107 | i - | 430 | 22107 |
Michaelis-Menten | 40 | 5,1 10' +6,0 10' | £ &l - | 1034 | 82107 | 8,4 107
con inhibicidén | 25 “ - [ 780 | 1,7 107 |
competitiva por ' 5 ’ 3, 0 10 5+46 106 ‘ 1 - \ 08 ‘ 1,7 107
glucosa (4)
Michaelis-Menten | 40 | 7,710°£1,5107 | 8,1 102+4o10 173102+23 107 | - | 645 [ 1,310°] 1,6 107
coninhibicion | 25 [5,1107+1,6 107 | 3,0107+1,1 107 | 1,2 10746,7 107 | - | 559 {23107
acompetitiva por 5 ]1,11072,310° | 1,21078,0 107 | 1,0 107+4,6 107 ' - } 515 l 1,9 107
glucosa (5) ,
Michaelis-Menten | 40 | 7,2 107°+1,1 107 | 6,6 10°+2,8 107 | | = | - | 780 [ 1,1107 [ 1,3107
con inhibicién no | 25 | 4,0 10°%8,6 107 | 1,2 107457107 [ 2,2 10748,6 107 | - | 662 12,0107 |
competitiva por S 19.010°£1,810° | 7,3107°+4,2107 | 1,8 10746,6 107 l - ‘ 574 ‘ 1,7 107 L
glucosa (6) _
Michaclis-Menten | 40 | 4.8 10°49.2 10° E | 497 [1,010° | 1,3107
con inhibicién | 25 | 2,110744,9 107 | 2 | 234 (29107
x(q;i)xta por glucosa ‘ ' 52107492 10° 246 ’ 2,2 107




Tabla 3.19.- Parametros cinéticos de la hidrolisis de lactosa con la enzima de XK. fragilis en disolucion. (Método diferencial, regresion no lineal,

T como constante)

|| Modelo | T(°C) | k; | | K, } K| | F | SQR | =SQR
Michaelis-Menten | 40 | 5,6 107447107 | 10719210782 107 | - [ 2188 34107 | 41107
con inhibicién 25 13,010743,2107 | 3,6 107+1,6 10 | 3,2 107%1,3 107 | - (1944772107 ]
competitiva por ‘ ‘ 6,4 10°£8,3 107 | I l - ‘ 951 I ,110°
galactosa (8)

Michaelis-Menten | 40 | 83 107+1,4 107 | 8,0 107%3,1 107 | 5,7 10741,3 107 | - | 1068 | 8,0107 | 8,110
coninhibicion |25 14810786 10° | 1,310'£6,2 107 | 5,8 10°%1,4 107 | - | 1085 1,3 107
acompetitiva por ‘ 5 ‘ 1,310%42,4 107 | 8,9107£5,1 107 | 7,2 107422 10‘2’ - ' 679 } 1,510°
galactosa (9) |

Michaelis-Menten | 40 | 7,7 10%483 107 | 6,3 107+1,9 107 | 1,0 107£1,7 107 | - 1145459107 ] 6,810
con inhibicion no | 25 | 40107448 107 | 8,9 107+2,5 107 | 1,210742,2 107 | - | 15331 9,010°
competitiva por 5 19110°+1,310° [ 57107428 107 | 790 | 1,3107
galactosa (10} ' l ’ 5 \ l f
Michaelis-Menten | 40 | 5,1 107454 107 | : 111369 447071 52107
con inhibicién | 25 | 2,8107£38 107 [ 2,7 10 “+1,8 107 | 1136 ] 8,3107

mixta por ‘ ‘ 59107£7,2 107 |- B ’ 522 ‘ 1,2 107
galactosa (11)




Clave:

Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrolisis con las enzimas en diselucion

Tabla 3.20.- Discriminacion de modelos: Hidrolisis de lactosa con la enzima de K.
fragilis. Método diferencial: regresion no lineal de datos a temperatura constante

MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO | ESTADISTICOS FISICOS

Orden 1 (1) k; + 5 Pasa, SQR: 2,1 107 (11°)
Michaelis-Menten |k + 5 Pasa.
simple (2) R = NV SQR: 2,0 10° (10°)
Michaelis-Menten | k» + 5 No pasa.
con inhibicion por | Ky 03D S (valores muy altos) | SQR: 2,0 10° (9%
lactosa (3) K G (3T} B
Michaelis-Menten |k, + S No pasa.
con inhibicion Ko ] 0 (11) 3 SQR: 8,4 107(5%)
coripetitiva por K, 01T -1
glucosa (4)
Michaelis-Menten  jk; + S No pasa.
con inhibicién Ko + F SQR: 1,6 107 (8°)
acompetifiva por K + K
glucosa (5)
Michaelis-Menten | k; + S No pasa.
con inhibicién no | Ky 00T F SQR: 1,3 107 (7°)
competitiva por K, 0(1T) B
glucosa (6)
Michaelis-Menten |k, + S No pasa. Kp=>K’).
con inhibicion Ky 0T 71 SQR: 1,3 10 (6°)
mixta por glucosa | K, (3T -1
(M K’ 0(1T) NV(valores muy altos)
Michaelis-Menten | k2 + S No pasa.
con inhibicion Ku 002T) F SQR: 4,1 107 (1)
corpelitiva por K, oan E
galactosa (8)
Michaelis-Menten |k, + S No pasa.
con inhibicién K + F SQR: 8,1 107 (49
acompetitiva por K, + NV
galactosa (9)
Michaelis-Menten |k, + S No pasa.
con inhibicionno Ky ¥ F SQR: 6,8 107 (3%
competitiva por K 0(IT) S
galactosa (10)
Michaelis-Menten |k, + S No pasa. K==K'
con inhibicién Ku 0(1T) -1 TSQR: 35,2107 (29
mixta por galactesa | K, | 63T -1
(11) LS 0 (3T | B {valores muy altos)

Criterios estadisticos:

Criterios fisicos;

F fluctua ; 8 sube; B baja; NV no varia (segtin aumenta la temperatura)

- Parametro negativo, le sigue ¢l nimero de veces que lo es con ese
modelo

0 incluye el cero en el intervalo de confianza, le sigue el nimero de

temperaturas en las que se da [a circunstancia con ese medelo
+ pasa
Observaciones:  al valor de SQR le sigue el n° de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis,
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Tabla 3.21.- Parametros cinéticos de la hidrolisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucién. (Mérodo diferencial, regresion no lineal
T como variable)

Orden 1 (1)
Menten simple | inhibicién por lactosa

“ MODELO
(2) &)

Michaelis- LMichae!is-Menten con

Lok, 1 10294120 | 43,65+3,21 | 47,62 +5,76 i
|E/R | 5057+376 | 146704647 | 15429 + 904 I
|Ln Kvo | - | 3492+0,13 | 36,30 £ 3,36 I
[Eam/R | - I 10025985 | 9875+ 1124 [
|Ln Kio s - | - | 51812972 I
|Ea/R | - | - | -14294 + 8884 |
|SQR | 216107 | 21510 | 2,06 107 I
IF | 2414 | 1617 | 1017 [




Tabla 3.22.- Parimetros cinéticos de la hidrélisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Método diferencial, regresion no lineal,
T como variable)

MODELO Michaelis-Menten | Michaelis-Menten con Michaelis-Menten Michaelis-Menten

con inhibicion inhibicién con inhibicion no | con inhibicion mixta
competitiva por acompetitiva por competitiva por por glucosa (7)
glucosa (4) glucosa (5) glucosa (6)

| Ln ko | 9,87 11,50 | 17,51 + 2,68 | 16,23 + 2,28 | 6,71 £ 1,16 I
JE/R | 5461 1+ 402 | 7710 + 808 | 7319 + 692 | 4501 £ 354 |
TLn Ko I 27,70+ 0,84 | 30,07+ 0,32 | 29,83+ 0,26 | -1,82 + 0,83 I
| Eam/R I 10059+ 542 I 9564+ 578 | 965 | 1000+ 568 |
|Ln Kjg | 23,93 £4,68 | -7,96 £ 7,42 | | 451 I
|E./R | 8892+ 1448 | = | | 2923+1682 |
| Ln K’ | - I I I 3 w .
| E’./R | - | - | - |

ISQR | 1,16 10™ | 1,88 10™ | 1,61 107 | 1,22 16 i
| F | 1904 | 1119 | 1362 | 1194 i




Tabla 3.23.- Parametros cinéticos de la hidrdlisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucidn. (Método diferencial, regresion no lineal,
T como variable)

MODELQO | Michaelis-Menten | Michaelis-Menten con Michaelis-Menten Michaelis-Menten

con inhibicion inhibicion con inhibicion no | con inhibicion mixta
competitiva por acompetitiva por competitiva por por galactosa (11)

galactosa (8) galactosa (9) galactosa (10)
| Ln ko ] 9,76 £ 1,92 | 16,43 + 2,04 | 15,04 £0,16 | 6,16 + 0,92 I
| E+/R | 5398 + 330 | 7342 + 612 | 6934 + 424 | 4314 +270 I
[Ln Ko |  27,97x 0,87 | 2997+ 0,24 | 29,72+ 0,18 | -1,69 + 0,55 [
| Eam/R | 10100+ 657 | 10019+ 423 | 9547+ 238 | 1000+ 568 [
iTn Kig | 2514290 | | | 2,54+3,72 |
| Ea/R | 9127 £ 896 | | 1248 £ 1180 | 2432 £ 1160 l
1Ln K’ ¢ | - ] - | - | 25,61 £12,23 I
IE’a/R | - 1 - | - | 6989 + 3444 [
| SQR | 541 107 | 1,18 107 | 9,21 10” | 8.64 107 I
| ¥ | 4167 | 1844 | 2407 | 1471 [




Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrolisis con las enzimas en disolucién

Tabla 3.24.- Discriminacion de modelos: Hidrolisis de lactosa con la enzima de K.
fragilis. Método diferencial: regresion no lineal de datos a temperatura

variable.
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO ESTADISTICOS FISICOS
Orden 1 (1) Ln ky + Pasa .
_|ER T >0 SQR=2,16 10 (10°)
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
simple (2) E/R + SQR=2,15 10°° (9°)
Ln KM -+
E /R +
Michaelis-Menten | Ln kg + Pasa.
con inhibicién por | E/R + >0 SQR=2,06 10 (8°)
lactosa (3) [n Ky +
E.mR + >0
Ln K[ +
[E./R + <0
Michaelis-Menten Lnk, + Pasa.
con inhibicién E/R + >0 SQR=1,16 10 (3°)
competitiva por En Ky +
glucosa (4) Enm/R + >0
Ln K, + |
E /R T =0 )
Michaelis-Menten [ TLnk, + No pasa.
con inhibicién E/R + >0 SQR=1,88 10° (7*)
acompetitiva por Ln Ky + 1
glucosa (5) E.wWR + >0
ILnk, + J
E./R 0 <0
Michaelis-Menten Ink, + No pasa.
con inhibicion no | EJR T >0 SQR=1,61 10" (6)
competitiva por Ln Ky +
glucosa (6) E.m'R + >0
Ln K 0
Ea/R 0 >0
Michaelis-Menten [ Ln &k, + No pasa.
con inhibicion E/R + >0 SQR=1,22 10 (5%
mixta por giucosa [ Ln Ky + |
(7 E.w/R + >0
Ln K, 0
Ea/R + >0
Ln K’ 0
| E'4/R 0 l > () (valor muy alto) l
Clave: Criterios fisicos: < 0 Parametro negativo
> 0 Pardmetro positivo
Cniterios estadisticos: 0 incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n” de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Capitulo 3. Cinética de Ias reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

Tabla 3.24.(cont.).- Discriminacién de modelos: Hidrolisis de lactosa con la enzima de
K. fragills. Método diferencial: regresidn no lineal de datos a
temperatura variable,

MODELO "PARA- CRIT!ERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO | ESTADISTICOS FISICOS
Michaelis-Menten { Ln kg + Pasa.
con inhibicion EJ/R + =0 SOR=5.47 107 (1)
compelitiva por Lo Ky k
galactosa (8) E./R T gy
Ln KI +
E./R + >0
Michaelis-Menten | Ln kg + No pasa.
con inhibicion E/R - >0 SQR=1,18 107 (4%)
acompetitiva por Ln Ky +
galactosa (9) E./R + >0
Ln K[ +
) E./R 0 <0
Michaehs-Menten Lnk, + No pasa.
con inhibicion no  |EJ/R ¥ B SQR=9,21 107 (2%
competitiva por L.n Ky +
galactosa (10) E.a/R + >0
LnK, 0
+ = ()
Michaelis-Menten + No pasa.
con inhibicién + =) SQR=8,64 10 (11°)
mixta por galactosa | Ln Ky, +
(11) ¥ =0
0
+ =0
Ln K’ +
+ | =0
Clave: Criterios fisicos: < (¢ Parametro negativo
> 0 Parametro positivo
Criterios estadisticos: 0 incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n® de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis,
3.2.2.4.- Discriminacién del modelo cinético aplicando el método integral

El método integral es otro método para obtener los parametros cinéticos y
discriminar entre varios modelos propuestos. Para aplicar cste método es necesario
integrar las ecuaciones diferenciales que ligan la velocidad de reaccion con las
concentraciones. Esta integracién da lugar a funciones donde la conversion o la
concentracion de sustrato o producto son funciones del tiempo, son las ecuaciones

cinéticas integradas. Los datos concentracién o conversién vs. ttempo se ajustan

151



Captitule 3, Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

a estas ecuaciones por regresion no lineal, ya que la concentracion y la conversiéon quedan

como una funcion no lineal del tiempo.

Los modelos cinéticos que se utilizan para ajustar los datos integrales (C, t) son los
modelos utilizados en la discriminacién por el método diferencial, propuestos en la Tabla
3.2. Como las ecuaciones diferenciales de estos modelos son complejas y su integracion
analitica no es sencilla ni, en ocasiones, posible, se recurre a su integraciéon numérica,
acoplando al algoritmo de regresion no lineal una integracion numérica por Runge-Kutta

de cuarto orden.

El método itegral se ha aplicado tanto a datos obtenidos con la temperatura como

constante como a todos los datos a la vez (datos con la temperatura como variable).

1.- Ajuste con la temperatura como constante

El ajuste a temperatura constante de los datos integrales con los distintos modelos
cinéticos propuestos lleva a los resultados de las Tablas 3.25 y 3.26, donde se muestran
los parametros cinéticos, sus intervalos de confianza, la suma de residuos al cuadrado
(SQR) y el valor de F para cada modelo ensayado. En la Tabla 3.27 se resume el
cumplimiento de los parametros con los criterios estadisticos y f{isicos del apartado
3.1.3.2. Los pardmetros que no cumplen con algun criterio se muestran en las Tablas 3.25

y 3.26.

El analisis de la Tabla 3.27 muestra que sdlo pasan los criterios estadisticos los
modelos 1, 2, 6 y 10. A estos modelos se les aplican los criterios fisicos y entonces solo
pasan el modelo | y el 2, ya que los demas tienen pardmetros que fluctian con la
temperatura. Como en la discriminacién por el método diferencial con regresién no lineal
con la temperatura como constante, ¢l modelo 8, aunque tiene dos parametros (Ky v Ki)
que incluyen el cero en su intervalo de confianza a dos temperaturas, es ¢l que mejor
ajusta los datos experimentales. La suma de residuos al cuadrado de este modelo es 1,07,

cuando la del segundo modelo por orden de mejor a peor ajuste es de 1,41,
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

Como ya se ha comentado, y como también sucedia en el método diferencial,
cuando hay mas de un parametro en el denominador de la ecuacion cinética, como es el
caso de los modelos con inhibicion por sustrato o por cualquiera de los productos, cuando
se Heva a cabo el ajuste de los datos experimentales con la temperatura como constante,
los parametros del denominador (Kym y Ki) se acoplan. Este hecho provoca que los
parametros no varien con la temperatura de forma logica, por lo que se hace necesario el

ajuste de los datos experimentales con la temperatura como variable.

2.~ Ajuste con la temperatura como variable

En este caso, los parametros cinéticos se sustituyen por sus expresiones segin la
ecuacion de Arrhenius, y se ajustan los datos experimentales obtenidos a todas las

temperaturas a las ecuaciones obtenidas.

Las Tablas 3.28 a 3.30 agrupan los resultados del ajuste con la temperatura como
variable: valor de los neperianos de los términos preexponenciales y de las energias de
activacion junto con sus intervalos de confianza y el SQR y el valor de F para cada
modelo cinético ensayado. La Tabla 3.31 resume ¢l cumplimiento de los criterios
cstadisticos y fisicos por parte de cada modelo. En estas tablas de resultados, los

parametros que no pasan algin criterio estan sombreados.

Cuando se ajustan todos los datos a la vez, los modelos que pasan los criterios
estadisticos son los modelos 1, 2, 8 y 9. Los criterios fisicos los superan todos los
modelos, excepto el modelo 7, que tiene un valor excesivamente alto de la energia de
activacion de K;. El modelo 8, al igual que en la discriminacion por el mctodo
diferencial, es el que mejor ajusta los datos experimentalcs, es decir, cl que tiene un valor
de SQR mas bajo (1,31 frente a 1,83 del siguiente modelo en el orden de mejor a peor
ajuste). Parece el modelo mas adecuado para la hidrolisis de lactosa con p-galactosidasa

de K. fragilis.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrolisis con las enzimas en disolucion

Como en el método diferencial, el ajuste de los datos experimentales con la
temperatura como constante no tiene suficiente consistencia estadistica para llevar a
cabo la discriminacion del modelo cinético, por lo que hay que recurrir al ajuste con la

temperatura como variable.
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Tabla 3.25.- Pardmetros cinéticos de la hidrélisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T
Ccomo constante)

| Modelo | T(°C) | k; | K l K, | Ky | F | SQR | ZSQR |
Orden 1 (1) | 40 ]2,910742,1 107 | - | - | - | 2989 | 1,77 | 434

| 25 [1,5107£1,0 107 | - | - | - | 3386 | 1,67 |

| 5 13710720107 ] - | - | - | 2949 | 1,40 |
Michaelis-Menten | 40 | 4,9107£1,5107 | 7,710744,7 107 | - | - | 824 | 1,44 | 3,80
simple (2) | 25 24107470107 | 7,5 107432107 | - | - | 407 | 131 |

| 5 [5610°£1,4107 | 6,1 107°43,5 10 | - 1 - | 2057 | 1,05 |
Michaelis-Menten | 40 [6,91072,7 10 | J i - [ 1271 ] 142 | 3776
con inhibicién por | 25 | 1,1 10°46,7 10~ | | | - | 1500 | 1,28 |
lactosa (3) |5 ]2910%+1,9107 | | = - | 1347 | 1,06 |
Michaclis-Menten | 40 | 4,4 10718,6 107 | 7 2 | - | 2531 | 0,68 | 2,13
coninhibicion | 25 |241o4+561o | 2 - | 2372 | 0,68 |
competitiva por f 5 ‘ 5.4 107490 107 l 2 ‘ - r 2311 ’ 0,77 ‘
glucosa (4)
Michaelis-Menten | 40 | 8.1 107+4,1 107 | 1,0 7] - 1638 | 1,07 | 4.00
coninhibicion | 25 | 34107+1,8107 | 6 42.810 & - | 1247 | 1,40 |
acompetitiva por ‘ 5 |6,210 £2,5107 f2,4104+161o ’9,210 +68103‘ - ' 1109 ' 1,53
glucosa (5)
Michaelis-Menten | 40 | 7,8107+2,4 107 | 82 107+4,2107 | 8,7 107+3,1 107 | - | 1988 | 0,86 2,70
con inhibicién no | 25 [39107+1,4 107 | 13101+5210 11,010 +56102 [ - | 1986 { 092
competitiva por ' 5 ‘ 8,6 107424 107 2426107 J 1,3107+5,2 107 ‘ - ’ 1863 ’ 0,92
glucosa (6)
Michaelis-Menten | 40 | 3,7 10°43.4 107 | 590 | 1,27 | 4,01
con inhibicidn |25 | 1,710 ig)o 107 | 640 | 1,63 |
r(l;i)xta por glucosa ‘ 5 ‘ 4,4107£1,4 107 ' 916 ’ 1,11 ’




Tabla 3.26.- Parametros cinéticos de la hidrélisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T
como constfante)

Modelo | T (°C) | ks i | K| | F | SQR | ZSQR|
Michaelis-Menten | 40 |4,910747,010° | 56 = | - 5425 1 031 | 1,07
con inh‘ib_icién [ 25 [2,8 107£5,5 107 | < - | 5379 | 033 |
competitiva por 56 10°+8,0 10° | - 3290 ‘ 0,41 ’
galactosa (8) ’ J ‘ ) ‘ \

Michaelis-Menten | 40 |1,2107£8,710" | 1,510741,1 mﬂ 2,5 107%1,7 10'Z | - | 2815 | 061 | 191
con inhii_ai_cién | 25 196 10741,0 107 | 1,0 10%433 10 | L2 107£1 9 | - | 2940 | 0,63 |
acompetitiva por \ 5 |1,010%3310” ‘ 9,7 107°6,5 107 ‘ 5,3 107%3,1 107 ‘ - \ 2061 | 0,67 »
galactosa (9)

Michaelis-Menten | 40 |89 107+2,1107| 7,9 10%3.0 10% | 6,5 10°£1,4 107 | - | 3901 | 043 | 141
coninhibiciénno | 25 15310719,0107 | 1,2107+4,6 107 | 7,0 107%1,7 107 | - | 4219 | 043 |
competitiva por 5 19410°£2,310° | 6,810743,2107 | 9,3 10°+2,5 10 - ’ 2495 | 0,55 ‘
galactosa (10)

Michaelis-Menten | 40 | 4,6 10°+1.2 107 | 2200 [ 2313 | 045 | 190
con inhibicién 25 22107490107 | | [ 1351 | 0,80 |
mixta por 5 [5310°x12107 | ] ] 1315 | 0,65 \
galactosa (11)




Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disalucion

Tabla 3.27.- Tabla de discriminacion de modelos: Hidrolisis de lactosa con la enzima de
K. fragilis. Método integral: regresion no lineal de datos a temperatura

constante
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO FISICOS ESTADISTICOS
Orden 1 (1) ky S + Pasa, SQR: 4,84 (11%)
Michaelis-Menten ks S + Pasa.
simple (2) Ky NV + SQR: 3,80 (8%}
Michaelis-Menten | ks S + No pasa.
con inhibicion por [ Ky S (valores muy altos) 63T SQR: 3,76 (7"
lactosa (3) K, B 03T
Michaelis-Menten | ky S + No pasa.
con inhibicién Ky F 0(2T) SQR: 2,13 (5%
competitiva por X F 0027
glucosa (4)
Michaelis-Menten | k; S + No pasa.
con inhibicion K F + SQR: 4,00 (9%)
acompetitiva por K. B +
glucosa (5)
Michaelis-Menten | k; S + No pasa.
con inhibicién no K F + SQR: 2,70 (67
competitiva por K, B +
glucosa (6)
Michaelis-Menten | k; S + No pasa. K==K',
con inhibicién K F 03T SQR: 4,01 (10%
mixia por ghicosa K, F 0(3T)
(N K’ S (valores altos) 02T
Michaelis-Menten k, S I No pasa.
con inhibicion Knm F 02T} SQR: 1,07 (19
competitiva por K; F 02T}
galactosa (8)
Michaelis-Menten | ks S + No pasa.
con inhibicion Ky F + SQR: 1.91 (4%}
acompetitiva por K, B 0m
galactosa (9)
Michaelis-Menten | k, S * No pasa.
con inhibicién no K F * SOR: 1.41 (29
competitiva por K, B |
galactosa (10)
Michaelis-Menten | k; S + No pasa. K=>K).
con inhibicion Kwu NV 0(3T) SQR: 1.90 (3%
mixta por galactosa | K, S 03m
(11) K B (valores muy altos) 03T

Clave:

Criterios fisicos:

Criterios estadisticos:

F fluctua ; S sube; B baja; NV no varia (segiin aumenta {a temperatura)

Parametro negativo, le sigue el niimero de veces que lo es con cse

modelo

0 incluye el cero en el intervalo de confianza, le sigue el numero de
temperaturas en las que se da la circunstancia con ese modelo
+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n° de orden de mejor a peor ajuste, entre par¢ntesis.
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Tabla 3.28.- Parametros cinéticos de la hidrélisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T
como variable)

MODELO Orden 1 Michaelis- Michaelis-Menten con
‘ 1) ‘ Menten simple | inhibicién por lactosa
) (&)

|T.n ko | 11,02+£0,80 | 10,53+3,60 | 11,15+2,26 I
| E./R | 5261 +234 | 5629+1060 | 5930 £ 600 I
| Lo Kao | - | (N 28,48+9.30 I
I Eam/R | - | | 96612900 l
[Ln Kjg | - | - | 27,29+27.01 I
| Ear/R | - | - | 8130+7602 I
| SQR | 5,48 | 4,61 i 8,44 I
| F | 6167 | 3087 f 1232 I




Tabla 3.29.- Parametros cinéticos de la hidrolisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Mérodo integral, regresion no lineal, T
como variable) (continuacion).

MODELO | Michaelis-Menten Michaelis-Menten con Michaelis-Menten Michaelis-Menten
con inhibicion inhibicion acompetitiva | con inhibicion no con inhibicion
competitiva por por glucosa (5} competitiva por mixta por glucosa
glucosa (4) glucosa (6) N
| Ln Ko | 10,95 + 1,90 | 14,04 + 4,60 | 13,72 £ 3,46 | 7,231 2,16 i
|E./R | 5789 £+ 600 I 6551 + 1323 | 6447 + 1004 | 4789 + 346 i
[LnKmo | 0| : | | 1,03 £ 0,83 I
| Eam/R | | 2 | | 1356+ 589 |
LnKio | | -13,78 + 7,48 | “7.58 + 4,44 | N
|E./R | | -3348 £ 2206 | -1651 + 1420 | 3564 + 2784 |i
|1Ln K’r¢ | - | - | - | 38,88+ 15,48 |
[EwR | : | : | : i |
| SQR | 2,72 | 3,90 l 3,29 i 3,18 |
3 | 4102 ] 2924 | 3404 | 3305 I




Tabla 3.30.- Pardmetros cinéticos de la hidrélisis de lactosa con la enzima de K. fragilis en disolucion. (Méfodo integral, regresion no lineal, T
coma variable) (continuacion).

MODELO | Michaelis-Menten | Michaelis-Menten con | Michaelis-Menten con Michaelis-Menten con
con inhibicion inhibicion inhibicién no inhibicion mixta por
competitiva por acompetitiva por competitiva por galactosa (11)
galactosa (8) galactosa (9) galactosa (10)

Ln ko l 11,30+ 1,55 i 19,98 + 5,64 ( 15,00 + 2,66 ] .
| E./R | 5870 £ 441 | 8141 + 1600 1 67727644 | |
110 Knmo | 28,54+ 12,23 ] 10,61 £ 6,96 ! 4,80 4 4,20 ! »

E.m/R J 101104 6200 J 3625+ 2000 ! 2109 + 1244 l i

Ln Ko | 24581396 | 1789648 | 720 13,02 | i
| E./R | 9001 £ 6230 | -4237 £ 1842 | -1388 £ 918 | “
ELSTI : | : | : | [
|E’./R I - | - | - I i

SQR [ 1,34 [ 2,44 [ 1,81 [ 3,65 i

F { 8192 f 4621 i 6130 | 2987 ﬂ




Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

Tabla 3.31.- Discriminacién de modelos: Hidrélisis de lactosa con la enzima de K.
fragilis. Método mtegral: regresion no lineal de datos a temperatura variable.

MODELQO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO | ESTADISTICOS FISICOS
Orden 1 (1) Lnk, + Pasa
E/R + = SQR=3548 (10°)
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa.
simple (2) E/R + > SQR=4.61 (99
Ln KM 0
/R 0 =)
Michaelis-Menten Lnk, L + Pasa.
con inhibicién por | E/R + > () SQR=8,44 (11°)
lactosa (3) Ln Ky +
EaMf‘R + > O
Ln K[ +
E4/R | + > )
Michaelis-Menten | Lnk, + Na pasa.
con inhibicién E/R + > SOQR=2,72 (4%
competitiva por Ln Ky +
glucosa (4) E.u/R + =)
Ln K, 0
E /R 0 >0
Michaelis-Menten Lnk, + No pasa.
con inhibicién EJ/R + =0 SQR=2,72 (5"
acompetitiva por Ln Ky 0
glucosa (5) E,m/R + = ()
ILnK; +
E4/R + <q
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa.
con inhibicion no E/R + ) SQR=3,90 (8%
competitiva par Lo Ky 0
glucosa (6) E.w/R 0 >
LnK; +
B/ + <}
Michaelis-Menten | Ln ko + No pasa.
con inhibicién E,/R + SQR=3,18 (6°)
mixta por glucosa +
N +
0
T
+
0 > 0 (valor muy alto)
Clave: Criterios fisicos: < §) Parametro negativo
> } Parametro positivo
Criterios estadisticos: 0 incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n° de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucidn

Tabla 3.31.(cont.).- Discriminacién de modelos: Hidrélisis de lactosa con la enzima de
K. fragilis. Método integral: regresion no lineal de datos a temperatura

variable.
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO | ESTADISTICOS FISICOS
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
con inhibicion E/R -+ >0 SQR=1,34 (1%}
competitiva por Ln Ky, +
galactosa (8) E.w/R + >{
Ln K[ +
Ea/R i =>4
Michaelis-Menten | Ln kg + Pasa.
con inhibicion EJ/R F >0 SQR=2,44 (3%)
acompetitiva por TnKy +
galactosa (9) E.w/R ¥ =0
Ln K[ s
E./R + < ()
Michaelis-Menten { Ln kg + Pasa.
con inhibicién no E/R + > () SQR=1,81 (2%
competitiva por LnKy +
galactosa (10} E.w/R + =0
Ln K] +
E./R + <0
Michaelis-Menten | Ln ky + No pasa.
con inhibicion E/R t >0 | SQR=3,65 (7°)
mixta por galactosa | Ln Ky +
(11) E. /R + >{
LnK, 0
E./R 0 <0
Ln K’ 0
E’./R 0 >0
Clave: Criterios fisicos: < 0 Parametro negativo
> 0 Parametro positivo
Criterios estadisticos: 0 incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones:  al valor de SQR le sigue el n® de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.

3.2.2.5.- Discusién

Para discriminar entre los modelos cinéticos propuestos en la Tabla 3.2. y
aplicados a la hidrélisis de lactosa por la PB-galactosidasa de Kiuyveromyces fragilis
(Lactozym) y obtener sus parametros, se pueden utilizar dos métodos: diferencial e
integral. En primer lugar, se ha aplicado el método diferencial. El ajuste de los datos
experimentales requiere derivarlos, por cualguier método numérico. Los datos (r, C)
resultantes de la derivacion se pueden ajustar a varios modelos sencillos propuestos con

inhibicién por un producto o por el sustrato (Tabla 3.2).

162




Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

Como primera opcién, se han aplicado regresiones lineales para obtener los
parametros cinéticos para los distintos modelos propuestos. Estos modelos se linealizan
siguiendo los métodos existentes para la ecuacion de Michaelis-Menten: Lineweaber-
Burk, Hanes y Eadic. Los pardmetros que se obtienen para cada modelo por las distintas
linealizaciones no coinciden. Los ajustes son malos (r<0,9 cn todos los casos); los valores
de F de Fischer son mas bajos de lo que requiere un nivel de confianza del 95% en
muchos modelos. Hay muchos valores negativos de los parametros, por tanto, sin sentido
fisico, en todos los modelos. Se podria pensar que hay que aplicar otros modelos, pero los
resultados son tan negativos que no parece ser éste ¢l problema, ya que no hay mejoras
ostensibles de un modelo a otro con los ya aplicados. Por tanto, la utilizacién de las
linealizaciones a los datos cinéticos, con la consiguiente manipulacion, para poder usar
regresiones lineales, no es un método aconsejable en este estudio y no sc aplicara a

ninguno de los sistemas de reaccion posteriores.

Como las ecuaciones diferenciales que ligan Ia velocidad con las concentraciones
son funciones no lincales de estas ultimas, se pueden ajustar los datos r vs C mediante
regresion no lineal. Los datos obtenidos se ajustaron de esta manera: primero se ajustaron
datos a la misma temperatura (ajuste con la temperatura como conslante) y luego se
ajustaron datos a todas las temperaturas (ajuste a temperatura variable). En los ajustes a
temperatura constante se observo que los parametros del denominador de las ecuaciones
diferenciales fluctuaban notablemente con la temperatura, en vez de seguir una tendencia
concreta. Este fenomeno es debido a que estos parametros sc acoplan entre si para que se
ajusten mejor los datos de cada temperatura. Para evitarlo, se ajustan todos los datos de
todas las temperaturas a la vez en el ajuste a temperatura variable. Ademas, en la
discriminacién de un ndmero elevado de modelos que dan ecuaciones rclativamente
parecidas, es estadisticamente mas correcto y mas esclarccedor aplicar la regresidn no
lineal con la temperatura como variable, porque se impone al ststema una variacion logica
de los parametros con la temperatura (Vrabel y col., 1997). Al aplicar regresiones no
lineales, los parimetros obtenidos ya tienen sentido fisico, obteniéndose energias de
activacion razonables con varios modelos de los propuestos cn la Tabla 3.2, Asi que,
claramente, la linealizaciéon no es aconsejable, sino Io que es adecuado es utilizar

regresiones no lineales cuando las ecuaciones diferenciales son funciones no lineales.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucién

Tampoco parece muy aconsejable discriminar el modelo basandose en los resultados del
ajuste con la temperatura como constante. El modelo elegido por el método diferencial
utilizando regresion no lineal y ajuste a temperatura variable es el modelo 8: inhibicion

competitiva por galactosa.

La aplicacion a los datos experimentales (que son datos C vs. t obtenidos en
reactor discontinuo) del método integral evita la derivacion numérica de estos datos. Por
lo tanto, es necesario un método numérico para integrar la ecuacion diferencial de cada
modelo. Los datos se han ajustado a los distintos modelos por una regresion no lineal que
sigue el algoritmo de Marquardt al que se ha acoplado un algoritmo de integracion
numeérica por Runge-Kutta de cuarto orden. Se ajustan los datos con la temperatura como
constante y con la temperatura como variable, y se observa el mismo fenomeno de
acoplamiento que se observaba al aplicar el método diferencial, por 1o que se puede legar
a la misma conclusion; lo mas adecuado para discriminar el modelo cinético es ajustar los
datos de todas las temperaturas a la vez. El ajuste de los datos con la temperatura como

variable lleva a elegir el modelo 8, igual que por el método diferencial.

Posteriormente, se utilizan los valores de los parametros del modelo 8 conseguidos
mediante la aplicacion del método diferencial a temperatura variable para generar,
utilizando un programa que tenga implementado el método de integracion de Runge-
Kutta de cuarto orden, valores de conversion de lactosa para cada valor de tiempo
experimental, que se pueden comparar con las calculadas en el ajuste de los datos
experimentales X vs t por el método integral a temperatura como variable. Ademas, con
la X experimental, se puede calcular el SQR en cada caso. El SQR al que se llega en la
simulacion que utiliza los parametros obtenidos por el método diferencial es 1,34, cuando
el SQR conseguido por el método integral es 1,31. En la Figura 3.15 se observa la
tendencia de los residuos debidos al calculo de X con los parametros obtenidos por los
métodos diferencial e integral. Utilizar el método diferencial no c¢s mas util para la
discriminacion del modelo cinético que usar el método integral y si exige un paso mas de
calculo, el célculo de las velocidades. En consecuencia, a partir de aqui s6lo se aplicara el

meétodo integral para la discrimmmacion de los modelos cinéticos en los siguientes sistemas

reaccionantes.
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Capitule 3. Cinética de las reacciones de hidrdlisis con las enzimas en disolucion

Resumiendo los resultados obtenidos por el método integral aplicado con la
temperatura como variable, los modelos que incluyen la inhibicién por glucosa (modelos
4 a 7) no ajustan bien los datos, aunque mejoran el ajuste respecto a Michaelis-Menten
simple. Estos modelos tienen varios parametros gue incluyen el cero en su intervalo de
confianza. De los modelos que incluyen la inhibicidn por galactosa (modelos 8 a 11), el
modelo que mejor ajusta los datos (menor SQR) es el modelo 8. Ademas, los intervalos

de confianza de los parametros de este modelo son los mas estrechos.

El analisis de las velocidades iniciales indica que la inhibicidn parece ser menor a
mayor temperatura, lo que lleva a un aumento de K, al aumentar la temperatura, es decir,
que E, es positiva, lo que estd de acuerdo con lo obtenido en el modelo 8 y en
desacuerdo con lo que indica el modelo 9, que es el que mejor ajusta tras el modelo 8. La

ecuacion cinética que corresponde al modelo 8 es la siguiente:

sz CE Clﬂ(‘

Cgm'
Ky, |1+ 1t Cre
K!ga[

[3.79 a]

=

donde:

k, = exp(11,30i1,55—3~————8;g‘fﬁ
11311-01-@@@7_

K, = exp(28,54112,23~T (3.79 b]
900116230]

K, = eXp(24,58113,96—w
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucién

Con el modelo seleccionado (ecuaciones [3.79 a] y [3.79 b]) se han reproducido
los resultados experimentales de las Tablas 3.9 a 3.13. Los valores calculados se muestran

con linea continua en las figuras donde se muestra la conversién en funcion del producto t

Cg (Figuras 3.16 a 3.22)

0.15 4 o Diferencial
010 ) O Integral
0.05 - i
S
2 5o
é 0.00 5 E o
=] G 1
> 005 1
> )
S 10 ¢ @ ]
-0.15 - . v ¢ o J
_0 20 j — |
' 4000 600D BODD 10000 12000
£C, (min mg/L)

Figura 3.15.- Analisis de residuos con los parametros del método diferencial y del
integral.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrolisis con las enzimas en disolucion

1.0 . : . , . :
0.8 o -
0.6 - i
. ] |
0.4 -
T(°C) CmglL) exp
o 30 7 LL42
0.2 - = 30 233 LL45 |
. 15 7 LL18
o 15 233  LL21 | ]
0.0 . , ' . '
0 1000 2000 3000

Figura 3.16a. — Datos experimentales y su ajuste en la
fragilis: Influencia de la temperatura. Claco

t.C.(minmg/L)

hidrolisis de lactosa con la enzima de K.
=50g/L, Cgu oc=0g/L, Cguo=0g/L.

1.0 ———

0.8

0.6
TCC) C, (mgll) e
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04 v 40 486  LL57
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0.2 L 4 5 7 LL2
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+ 5 2,33 LL13
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
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Figura 3.16b. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de lactosa con la enzima de K.

fragilis: Influencia de la temperatura.Ciac 0=50g/L, Cga =0g/L, Cguo=0g/L.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucién

1.0 T T T T T T T T T
4 - ]
0.8 .
A
0.6 H = -
C,acv‘(g/L) Cu(mg/L)  exp
P4 [ ] 25 2,33 LL66
0.4+ [ ] 25 4,66 LL60 -1
A 25 7 LL56
* 25 11,65 LL49
u] 50 2,33 LL61
0.2+ e] 50 4,66 LL57 -
A 50 7 LL51
b3 75 11,65 LL48 b
0.0 T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

t.C.(minmg/L)

Figura 3.17, — Datos experimentales y su ajuste en la hidrélisis de lactosa con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la concentracion inicial de lactosa. T=40°C, Cgy =0g/L, Cgu=0g/L.

10 . , . . . , . , .
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Figura 3.18. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de lactosa con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la concentracion inicial de lactosa. T=25°C, Cg ¢=0g/L, Cguo=0g/L.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucién

1.0 —

0.8 _
0.6 - -
x C,. (@) C.mglL) exp
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o 50 233  LL13 i
0.2 o 50 466  LL8 ]
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Figura 3.19. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de lactosa con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la concentracion inicial de lactosa. T= 5°C, Cgy 0=0g/L, Cguo=0g/L.
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Figura 3.20. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrélisis de lactosa con la enzima de K.
fragilis: Influencia de las concentraciones iniciales de glucosa y galactosa. T= 40°C, Cjac0=50g/L.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrolisis con las enzimas en disolucion
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Figura 3.21. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de lactosa con la enzima de K.
fragilis: Influencia de las concentraciones iniciales de glucosa y galactosa. T=25°C, Ciac 0=50g/L.
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Figura 3.22. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de lactosa con la enzima
de K. fragilis: Influencia de las concentraciones iniciales de glucosa y galactosa. T=5°C,

Ciac 0=50g/L
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3.2.3.- Modelo cinético de la hidrélisis de ONPG

Una vez determinadas las condiciones dptimas de pH, composicién del tampon BP
y temperatura para mantener la actividad y la estabilidad de la enzima durante el tiempo
que dura cada experimento, y con el objeto de estudiar el efecto de la temperatura y de las
concentraciones de los compuestos implicados en la cinética de la reaccion de hidrélisis
de ONPG con la -galactosidasa de K. fragilis (Lactozym), se llevaron a cabo una serie
de experimentos, en los que se vario la temperatura entre 5 y 40°C (siendo la temperatura
maxima de trabajo los 40° C por producirse desactivacién térmica dc la enzima a
temperaturas superiores), la concentracion de ONPG entre 0,25 vy 1 ¢/L, la concentracion
inicial de galactosa entre 0 y 15 g/L y la de ONP entre 0 y 0,25 g/L.. Estos experimentos

se llevaron a cabo utilizando una concentracion de enzima de 0,7 mg/L.

3.2.3.1.- Resultados experimentales

Los experimentos realizados, asi como los resultados obtenidos, son los que se
reflejan en las Tablas 3.32 a 3.35. Las graficas X vs t Cpnzima e presentan en las Figuras

3.27a3.35.
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Tabla 3.32.- Resultados de la hidrdlisis de ONPG a 5°C con la B-galactosidasa de K.

Sfragilis.

EXP LO1 | LO2 |LO3 | LO4 | LOS | LO6 | LO7 | LO8 | LO9
C()Npc(g/L) 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1
Cpa(g/L) 0 0,3 0 0,15 15 0 0 0,6 15
Cone(g/L) 0 0 0 0 0 0,25 0 0 0
tiempo(min) Xonrg

0 0 0 0 0 0 (O 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 0,50 043 | 0,29 | 0,32 0,11 0,18 0,20 | 0,18 | 0,17
30 0,56 0,57 | 0,42 | 041 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

Tabla 3.33.- Resultados de la hidrélisis de ONPG a 25°C con la B-galactosidasa de K.

Jfragilis.

EXP LO10 lol1 1.012 LO13 LO14 LO15
Conrc@Ll) | 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 1
Coulg/L) 0 0 0 15 0 0
C()N p(gfL) 0 0,05 0 0 0,25 0
tiempo(min) Xonra

0 0 0 0 0 0 0

3 0,28 0,18 0,21 0,08 0,10 0,16
0 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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Tabla 3.34.- Resultados de 1a hidrdlisis de ONPG a 30°C con la B-galactosidasa de K.

fragilis.

EXP LO16 LO17 LO18
Conralg/L) 0,25 0.5 1
Cya(g/L) 0 0 0
Cone(g/L) 0 0 0

tiempo(min) Xonre
0 0 0 0
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

Tabla 3.35.- Resultados de la hidrdlisis de ONPG a 40°C con la $-galactosidasa de K.

fragilis.

EXP L.O1 | LO20 | LO21 | LO22 [LO2 | LO24 [LO2 [LO2 |LO27
Conra(g/L) 025 025 | 025 | 05 | 05 | 05 | 05 | 1 1
Calg/L) 0 0,3 0 0 |015]| 15 0 0 | 0,6
Cone(g/L) 0 0 0,5 0 0 0 |025] 0 0
tiempo(min) Xonrc

0 0 0 0 0 0 ] 0 0 0 0
3 051 | 042 . 038 | 032 |7 026 | 025 | 0.6 | 0,12
6 08 | 072 | 061 | 063 | 056 | 051 | 046 0,3 | 026

10 0,96 | 0.88 | 066 | 0.6 | 0,74 | 0,62 | 06 | 04 | 038

15 1 | 083 | 08 | 076 | 064 | 067 | 050 | 0,51

20 5 - 082 |7 083 | 08 |T069 | 065 | 059 | 06
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3.2.3.2.- Analisis de las velocidades iniciales

Para analizar el efecto de la concentracion inicial de sustrato y de las
concentraciones inictales de los productos en la velocidad inicial de reaccidn, ry, se ha
calculado dicha velocidad en cada experimento, seguin lo expuesto en el apartado 3.2.2.2.
Posteriormente, se ha representado 1o frente a la concentracion de ONPG para
concentraciones iniciales de productos iguales a cero en la Figura 3.23. En las Figuras
3.25 y 3.25, se representa 1y frente a la concentracion de cada producto a concentracion

inicial de ONPG 0,5 /L.

La influencia de la concentracion inicial de ONPG sobre la velocidad inicial de
reaccion se muestra en la Figura 3.23. Se observa que, al aumentar la concentracién de
ONPG la velocidad de reaccion aumenta, pero no proporcionalmente, sino que parece
acercarse a un valor maximo de la velocidad inicial de forma asintdtica, por lo que el
modelo cinético que ajuste los datos representaria una cinética intermedia entre orden
cero y orden uno. A temperaturas bajas, al aumentar la concentracién de ONPG inicial,
apenas aumenta la velocidad inicial de reaccion, por lo que la cinética es similar a una de
orden 0. Al aumentar la temperatura, la diferencia relativa entre velocidades iniciales
cuando aumenta la concentracion de sustrato se hace mayor, con lo que la cinética se va
aproximando a una de orden uno. Por lo mismo, la Ky parece aumentar al aumentar la
temperatura, es decir, que disminuye la afinidad de la enzima por el sustrato en ese

sentido.

En la Figura 3.24 se observa el efecto de la concentracidn inicial de galactosa en la
velocidad inicial de reaccion. Afiadir galactosa al medio de reaccion al comienzo, implica
una disminucion en la velocidad inicial de reaccidn, por lo que la galactosa es un
inhibidor. La galactosa inhibe siempre que esté en una concentracion inicial mucho mayor
que el sustrato, lo que lleva a la conclusion de que la enzima tiene mucha mas afinidad
por ¢l ONPG que por la galactosa, a pesar de que se podria pensar que la galactosa entra
mas en el centro activo de la enzima que el resto aromatico ONP, segin el mecanismo
propuesto para la accion de las B-galactosidasas (Wallenfelds y Weil, 1972). Ademas, se

observa que la inhibicién disminuye al aumentar la temperatura, tendencia comin en
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muchas enzimas segin se acercan a su temperatura 6ptima de actividad. Este hecho

implica que K ,,; aumenta con la temperatura.

La Figura 3.25 presenta el efecto de afiadir ONP al comienzo de la reaccién. Se
observa que, al afiadir ONP en una concentracion similar a la del sustrato al medio de
reaccion, se produce a una velocidad menor comparada con la que se consigue sin la
presencia de este producto de reaccion, por lo que también es un inhibidor. El ONP inhibe
mucho mas que la galactosa, o sea, se fija a la enzima, ya como complejo o como enzima
libre, aunque esté en una concentracion baja, de la misma magnitud que la concentracion
micial de sustrato. Se observa que la inhibicidn por este producto parece disminuir al

disminuir la temperatura, es decir, que la K; onp aumenta al disminuir T.

r, {mmol/(min mg)

. , . : :
0.0 1.0x10° 2.0x10° 3.0x10° 4.0x10°
Conpao (MOl/L)

Ol

Figura 3.23. - Hidrolisis de ONPG con la enzima de K. fragilis: 1o vs Conpy @ varias

temperaturas.
Cgal o= 0 g/L; Conpa= 0 g/l
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Figura 3.24. - Hidrolisis de ONPG con la enzima de X fragilis: cociente entre las velocidades
iniciales con y sin galactosa inicial vs C,y ¢ 2 varias temperaturas.Conpi o= 0,5 g/L; Conpo= 0 g/L.
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Figura 3.25, — Hidrolisis de ONPG con la enzima de K. fragilis: cociente entre las velocidades
iniciales con y sin ONP micial vs Conp o a varias temperaturas. Conpg o= 0,5 g/L; Cyarg= 0 g/L.
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Los modelos cinéticos a considerar deberian incluir la concentracién de ONPG en
¢l denominador y unos términos en el denominador en los que se tengan en cuenta que la

galactosa y el o-nitrofenol son inhibidores de la reaccién de hidrélisis enzimatica del

ONPG.

3.2.3.3.- Discriminacién del modelo cinético

En este punto, y como ya se decidid en el apartado 3.2.2.2, se aplica ¢l método
integral, ajustando los datos experimentales a los modelos cinéticos entre los que se
discrimina por regresidon no lineal a la que se ha acoplado un método de integracién

numeérica por Runge-Kutta.

Se discrimina entre los modelos cinéticos propucstos en las Tablas 3.2 v 3.3 Los
modelos de la Tabla 3.3 son modelos que consideran [a inhibicion por los dos productos
de la reaccidon, Estos modelos cinéticos se utilizan para ajustar los datos experimentales
(C, t) por regresion no lineal teniendo en cuenta datos obtenidos a cada temperatura
(ajuste con la temperatura como constante) o ajustando todos los datos a fa vez (ajuste con

la temperatura como variable).
| .- Ajuste con la temperatura como constante

En las Tablas 3.36 a 3.39 se muestran los resultados obtenidos al aplicar la
regresion no lineal a datos a cada una de las temperaturas: parametros cinéticos y sus
mntervalos de confianza, la suma de residuos al cuadrado (SQR) v el valor de F para cada
modelo cinético. En la Tabla 3.40 se muestra el cumpliniento de los crilerios estadisticos
y fisicos aplicados por cada modelo. En las Tablas 3.36 a 3.39, los parametros que no

pasan aigun critcrio estan sombreados.
L.os modelos que pasan los criterios estadisticos son los modelos 1, 8,9, 10, 12, 18

y 20. Al aplicar los criterios fisicos a los modelos cinéticos, los modelos que superan los

citados critertos son los modelos 1y 10.
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cumplen algan criterio fisico o estadistico estin sombreados. En la Tabla 3.44 se muestra
el grado de cumplimiento de los criterios estadisticos y fisicos por parte de los parametros

de cada modelo cinético.

Con la temperatura como variable, pasan los criterios estadisticos los modelos 1,
2,4,5, 8,9, 10, 13, y 15. Los criterios fisicos (Energia de activacion de la constante
cinética del numerador mayor que cero; valores razonables de las energias de activacion)

los pasan todos los modelos ensayados.

El modelo que mejor ajusta (con el menor valor de SQR: 1,28) es el modelo 15. El
modelo 12 es el siguiente modelo que mejor ajusta, con un valor de SQR de 1,56. El
modelo 15 tiene unos parametros con intervalos de confianza mas estrechos que los del
modelo 12. Por estas dos razones, el modelo 15 parece el mas adecuado para ajustar los

datos de la reaccion Je hidrolisis de ONPG con Lactozym.

Como ya sucedia en el caso de Ia reaccion de hidrolisis de lactosa con Lactozym,
el ajuste de los datos experimentales con la temperatura como constante no permite la
discriminacién ¢el modelo cinético, por tener una fiabilidad estadistica baja. Hay que
recurrir al ajuste:de los datos con la temperatura como variable, para poder discriminar de
forma razonab# entrc los modelos cinéticos propuestos. Por esto, en los sistemas de
reaccion siguientes solo se van a ajustar los datos experimentales por ¢l método integral

con gjuste con la temperatura como variable.

3.2.3.4.- Digcusion

Pira elegir el modelo final, se han utilizado las conclusiones del analisis de las
velocidedes iniciales y del ajuste a temperatura variable por el método integral. Como el
modelc. 12 pronostica unos valores de K, g y de K onp crecientes con la temperatura,
parece .que el modelo mas adecuado es el modelo 15, que pronostica una variacion de K,
pal CIiciente con la temperatura y una variacion de K onp decreciente con la temperatura,
de scuerdo a la que se observa en el andlisis de las velocidades iniciales. Ademas, el

mcdelo 15 tiene un SQR de 1,28 frente al SQR de 1,56 del modelo 12. En la Figura 3.26
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El modelo que tiene el SQR menor es el 18, seguido de cerca porel 15 y por el 12,
por ese orden (sus respectivos valores de SOQR son: 0,74; 0,78 v 0,79). Como el modelo
18 pasa todos los criterios y es el que tiene mejor SQR total, parece ser el mas adecuado.
Los unicos modelos que se eliminan en esta ctapa son los modelos con inhibiciéon mixta
por ONP y por galactosa (modelos 7 y 11), porque los resultados obtenidos con estos
modelos son mucho peores que con los demas: estos modelos tienen cuatro parametros,
pero sus valores de SQR son iguales o mayores que los de los modelos con tres
parametros; varios de sus pardmetros incluyen el cero en sus intervalos de confianza a
varias temperaturas y, ademas, la constante K’y tiene un valor mucho mayor que la K, por
lo que el término del denominador en el que estd dicha constante se hace despreciable y el
modelo que contempla la inhibicidn mixta se transforma en uno de inhibicion

competitiva.

Muchos modelos (todos menos el 1, el 2 y el 10) tienen parametros en el
denominador (Kym, K; 0 K g ¥ Ki onp) que se acoplan, variando al unisono durante la
regresion. El acople de los parametros provoca que dos o mas de ellos evolucionen hacia
valores similares que, en general, carccen de sentido fisico. Este hecho falsea la
discriminacién que se realiza con el ajuste con la temperatura como constante, por lo que
no es fiable, y hay que recurrir al ajuste de los datos con la temperatura como variable

para discriminar el modelo cinético adecuado.

2.~ Ajuste con la temperatura como variable

Para llevar a cabo el ajuste de los datos experimentales con la temperatura como
variable se sustituye cada parametro cinético por su cxpresion segiin la ecuacion de
Arrhenius. Luego, se ajustan todos los datos de todas las temperaturas con la ecuacion de
cada modelo cinético, en la que se han sustituide los parametros por sus expresiones

segtn Arrhenius.
Los resultados del ajuste con la temperatura como variable: ncperianos de valores

preexponenciales y energias de activacién con sus intervalos dc confianza, el valor de

SQR vy el valor de F, se muestran en las Tablas 3.41 a 3.43, donde los parametros que no
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se muestra ei andlisis de residuos calculado con el modelo 15. Como se puede observar, la
mayoria de los valores calculados a partir del modelo cinético elegido tienen menos de un
10 % de error respecto a los valores experimentales. Sin embargo, hay varios casos en los

que los errores superan el 15%. La ecuacion cinética del modelo 15 es:

k , Ce Conrec

T 380a
K (1+ Cg.‘“ + C 14 oW \ [ |
ONPG p
M L KIgaIJ L KION,' J
donde:

12160+ 4203

K, = exp(34,00¢13,20_____f:_)

8141+ 3700

Ky = GXp(22,34i13,52—ﬁT_m]

+

. 8085+ 3982
Kiowe = 6Xp(ﬂ35,86i14,23+ﬁ___“i

Se han reproducido los resultados experimentales de las Tablas 3.32 a 3.35 con el
modelo elegido (ecuaciones [3.80 a) y [3.80 b]). Los valores obtenidos de la reproduccion

se representan como {ineas continuas en las Figuras 3.27 a 3.35.

130



Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrdlisis con las enzimas en disolucion

T !
0.2 - - . B
0.1- a §
[ | ]
- n
ﬁ 0.0 L .
x | | "
=< ™
g a i
-0.1 | ] .
.
- |
024 |
1 T T ¥ T T T — T -
0 20 40 80 80 100

£ C, {min mg/L)

Figura 3.26.- Andlisis de residuos comparando {os datos experimentales con los valores
calculados a partir del modelo 15.
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Tabla 3.36.- Parametros cinéticos de la hidrolisis de ONPG con enzima de K. fragilis en disolucion. (Mérodo integral, regresion no lineal, T

g Modelo [T (°C) | k» g K [ K | K’ | F [SQR|ZSOQR|
Orden 1 (1) . 40 [6,8107+1,0107 | - | - | - | 727 | 1,40 | 3.31]

| 25 |3,2107°43,2107 | - | - | - 1101 | 0,83

[ 5 [7,710746,2107 | - [ - | - | 1905 | 1,08
Michaelis-Menten | 40 | 1,2 10740 107 | 6,5 10°+5,4 107 | - - | 554 ] 0,93 | 2,62
simple (2) 25 | 1,51071,2107 | ¢ 36107 | - - | 596 | 0,76

[ 5 2,5 107°%1,6 10° - - [ 1133 ] 0,93
Michaelis-Menten | 40 ) | - | 481 | 0,70 | 2,29
con inhibicién por : g | - i 402 | 0,66
ONPG (3) i 5 [3,810°t8,810° | 3 l - | 749 | 0,93 |
Michaelis-Menten | 40 | 1,1 10%42,6 10° |1 2167229 | - | 633 10,52 | 1,60
con inhibicion 25 [1,510741,2 10" | 224682410 | 1,0 10748,6 10” | - | 583 10,50 |
compctitiva por 5 ‘ 3110°41,210° | 1,4 10749,6 107 [ 8,9 107°%4,6 10"‘i - ‘ 1190 | 0,58 (
| ONP (4)
Michaclis-Menten | 40 | 2,310741,2107 | 1,1 107°49,9 107 | 5,8 107+4,1 10™ | - | 776 1043 | 1,68 |
con inhibicién | 25 |7 | - | 534 ] 0,55 |
acompetitiva por 35 b - 096 | 0.70
ONP (5) | B K i | | ’
Michaelis-Menten | 40 | 1,4 10™+3,6 107 | 4,0 107£2,9 107 | 1,5 10747,1 107 | . | 739 | 0,45 | 1,59
con inhibicién no {25 [4510742,110° [ 2,8 10°£1,6 10~ | 1,7 10°+7,4 10 | - 11237 0,62
competitiva por L 5 ‘ 2310°+2,0 107 | ’ 1,7107°+1,2 107 4 - ‘ 571 } 0,52
ONP (6) ’
Michaelis-Menten | 40 | 2010 %24 ; 2410+ 19’ | 362 1 0,71 | 2,16
con inhibicién | 25 “ L 412 | 0,52
mixtapor ONP (7) |5 | 28 {ga ¥ | 434 | 0,93 |




Tabla 3.37.- Parametros cinéticos de la hidrolisis de ONPG con enzima de K. fragilis en disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T
como constante).

| Modelo [T(°C)| ks | K | K, l K, | F [SQR|YSQR
| Michaelis-Menten | 40 | 1,1 10%#3,5 107 [ 5,5 107 +4,5 107 | 4,3 107°44,2 107 | - | 417 | 0,80 [ 1,90
con inhibicién 25 1 1,310747,6 107 | 2,6 107°42,1 107 | 5,6 107£3,6 107 | - | 591 ] 0,50 |
competitiva por 5 I 3,710°21,6 107 | 3,0 107+1,8 107 | 6,2 10742,4 107 - l 1187 ‘ 0,60
galactosa (8)

[ Michaelis-Menten | 40 | 1,210™3,8107 | 6,0 10749 107 [ 7,5 10758 107 | - | 399 [ 083 ] 2,07
con inhibicién 25 [ 1,4107£7,6 10° | 2,7 107°+2,2 10 | 2,6 10742,0 107 | - | 589 ] 0,51
acompetitivapor |5 ; 4,210°+2,4 107 | 3,6 10742,8 107 ‘ 3,8 10°£3,0 107 - s 954 | 0,73
galactosa (9)

Michaelis-Menten | 40 | 1,2107+3,710” | 6,0 10744,8 107 | 1,2 1074£9,4 107 | - | 407 ] 0,82 | 1,96
coninhibiciénno | 25 14107474107 2,7107£2,0 107 | 8,4 10744,8 107 | - | 590 ] 631
competitiva por ‘* 5 ‘ 4,810°%2,710° | 42107+3.0 103| 9,8 107+3,9 107 ’ - l 11121 0,63]
galactosa (1) |

Michaelis-Menten | 40 | 1,2107+4,410° | 6,0 107458 107 | 2,8 16°104 ; '] 293 10,821 2,70
coninhibicién | 25 [7,110°%1,4107 [ 9,7107+4.0 10™ 1275 10,79

mixta por i_ 5 T2210°£8,410° | 1,3107°48,8 107 ?*' 426 | 1.09
galactosa (11) ‘ i




Tabla 3.38.- Parametros cinéticos de la hidrélisis de ONPG con enzima de K. fragilis en disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T
como constante).

| Modelo | T(OC) I K; K | K gal | Kione I F TSQR' ZSQR

Michaelis-Mentencon | 40 | 1,1 10°+2,3 107

inhibicién competitiva [ 25 [1,510746.4 107 | 1,7 107£1,2 107
por ONP y competitiva 5 \ 3,910741,1 107 ] 1,7 107°+8,0 107

| 6,1107+1,810° [ 626 | 038 | 0,79
| 8,8107+49 107 | 2,9 107£1,4 107 | 1023 ] 0,21 |
9,0 10%+2,8 10° \ 3,010748,2 107 2515' 0,20 '

| por galactosa (12)
Michaclis-Mentencon | 40 | 1,1107+2,510” | LEIO 22,8 107 | 24107258167 | 8,0107°+4,5107 | 574 | 041 | 097
inhibicién competitiva 25 | 1,5107+6,8 107 | 1,7 10°+1,2107 | 8,9 107°+4,8 10 | 2,1 10°+1,2107 [ 1024 | 0,21 |

por ONP y acompetitiva | 3 ‘ 4,410°+1,910° | 2,1 10741,3 10‘T] 9,8107+3,8107 | 3,1 107%1,7 107 1451] 0,35 l
por galactosa (13)

7 | 580 | 041 ] 088
8,8 10°+4,8 10™ [ 1025 0,21 |
1,1107°43,6 107 [1991] 0,26

Michaelis-Menten con 40 | 1,110742,6 107 |
inhibicién competitiva 25 [1,510746,4 107 [ 1,7 10°+1,2 107 | 5,1 10°£1,9 107

tiva por galactosa (14)

Michaelis-Menten con
inhibicién acompetitiva
por ONP y competitiva
por galactosa (15)

4,710°41,9 10~
48 107%+1 3107

0,29

|

Michaelis-Menten con 0,98
inhibicién acompetitiva
por ONP y acompe-

titiva por galactosa (16)

|
o
por ONP y no competi- l 5 { 5710°£2,410° ‘ 3.110°%1,710° | 5,9 107%1,6 107
|
l
!
l

|
|
40 12,310749,610° [ 8,810"46,8 107 [32107%1,9 107 [ 5,8 107%3,1 107 | 921 | 026 | 0,78
|
\
l

1168 | 0,44

871 | 0,28 | 0,91
177522 | 0,24 |
1760‘ 0,39 i

| Michaelis-Menten con
inhibicidn acompetitiva
por ONP y no compe-
titiva por galactosa (17)

5,3 107422 10°




Tabla 3.39.- Parametros cinéticos de la hidrolisis de ONPG con enzima de K. fragilis en disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T
como constante).

| Modelo ! T(°C) | k; | K | Kipat Kio~e F |SQR| £SQR |
Michaelis-Menten con 40 11,510742,8107(3,210%+2,0 10‘ [ 1L,710°41,2107 | 1,4107+53107 [ 834 [ 029 | 0,74 |
inhibicion no competi- 25 12,1107+1,210° | 2,8 10°£1,8 107 | 3,5107%1,4 107 | 1,5 107£7,0 107 | 1000 | 0,22 |

tiva por ONP y compe- 5 15610°+1,8107]3,110°+1,3 10° i3’7 10749,2 107 | 1,6 107+4,0 107 | 2304 0,23
titiva por galactosa (18)

Michaelis-Menten con | 40 | 1,5 107#3.4 107 | 3,9 107°+3,06 1077 | 1,6 107°+9,1 107 | [ 5521045 1,49
inhibicion no competi- | 25 | 1,0107£3,010° | 1,1 107+5,8 107 | 2,6 10°£1,8 10™ | 2,6 10%1010"— | 7331 0,29 ]
tiva por ONP y acompe- |57 3 310°+8,0 10° | 1,5 10T+65 10™ ‘22 107+1,2 10™ 1 % | 831 | 0,65
titiva por galactosa (19)

Michaclis-Mentencon | 40 | 1,510743,2107 | 3,7107422 107 | 7,6 10743,6 107 | 1,4 10°+5,6 107 | 765 | 0,32 | 0,80
inhubicion no competi- {25 [2,1107+1,2 107 [ 29 107+, 107 [ 5,1 107%1,9 107 | 1,5 107%7,0 107 | 1002 [ 0,22
tiva por ONP y no com- { 5 17.810743,6107 | 47107426 107 fﬁ 107°41,5107 | 1,5 107+4,2 107 [ 1965 | 0,26

petitiva por galactosa
(20)




Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

Tabla 3.40.- Discriminacion de modelos: Hidrolisis de ONPG con enzima de K. fragilis.
Método integral: regresion no lineal de datos a temperatura constante

T

MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO FISICOS ESTADISTICOS
Orden 1 (1) k, S+ + Pasa.
SQR=331 (207
Michaelis-Menten | k, F + No pasa.
stmple (2) K F G(1T) SQR=2,62 (18"
Michaelis-Menten |k, S (a 40°C valor alto) 02T) No pasa.
con inhibicién por | Ky F 0(3T) SQR=2,29(17%)
ONPG (3) K, F (a 40°C valor bajo) 0(3T)
Michaelis-Menten |k, F + No pasa.
con inhibicién K F 02T SQR=1,60{11%
competitiva por K, F 01T
ONP (4)
Michaelis-Menten | k; F 02T No pasa.
con inhibicién Kn F 02T SQR=1,68 (12%
acompetitiva por K, F 02T)
ONP (5)
Michaelis-Menten |k, F + No pasa.
con inhibicién no Ky F O(1T) SQR=1,59 (10°)
competitiva por K, B +
ONP (6)
Michaelis-Menten |k, F 02 No pasa.
con inhibicién Ky S+ 03T SQR=2,16 (167
mixta por ONP(7) |K, S+ 02T
K’y - 1 (valores altos) 0(3T)
Michaelis-Menten | k; B F + No pasa.
con inhibicidn Ky B+ + SQR=1,90 (137
competitiva por K, F +
galactosa (8) |
Michaelis-Menten |k, F + No pasa.
con inhibicidn K B+ + SQR=2,07 (15%)
acompetitiva por K, F +
galactosa (9)
Michaelis-Menten [k, F + Pasa.
con inhibicion no Ku B+ + SQR=1,96 (14"
competitiva por ¥, B+ +
galactosa {10)
Michaelis-Menten |k, F + No pasa.
con inhibicion Ku B+ + SQR=2,70(19%)
mixta por galactosa | ¥ -1 0{2T)
(11) K, F (valores altos) 0(2T) J

Clave:

Criterios iisicos:

Criterios estadisticos:

F fluctua ; S sube; B baja (segun aumenta la temperatura)
- Parametro negativo, le sigue el nimero de veces que lo es con ese

modelo

0 incluye el cero en el intervalo de confianza, le sigue el mimero de
temperaturas en las que se da la circunstancia con ese modelo

+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n° de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

Tabla 3.40.(cont.)- Discriminacién de modelos: Hidrélisis de ONPG con cnzima de K.
fragilis. Método integral: regresién no lincal de datos a temperatura

constante
MODELO | PARA- | CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO FISICOS ESTADISTICOS
Michaelis-Menten con k, F P No pasa.
inhibicion competitiva Ky S+ O SQR=0,79 (39
por ONP y competitiva | K, B+ on
por galactosa {12) K| one B+ +
Michaelis-Menten con | k, F 1 No pasa.
inhibicién competitiva K B+ 0(1T) . SQR=0,97 (7%
por ONP y acompetitiva K, B+ G{1T)
por galactosa (13) K, onp F +
Michaelis-Menten con ks F F 4 No pasa.
inhibicién competitiva ' Ku B+ o0m SQR=(),88 (5%
por ONP y no Kyt B+ !
competitiva por galactosa [ K| oyp B+ (1N
(14
Michaelis-Menten con ka F 02 No pasa.
inhibicién acompetitiva | K, B+ 017 SQR=0,78 {2
por ONP y competitiva | K, B+ 1
por galactosa (15) K, onp F 02T
Michaelis-Menten con ks, F 0(2T) No pasa,
inhibicién acompetitiva | K, B+ 03 SQR=0,98 (8%)
por ONP y acompetitiva [ K, B+ +
por galactosa (16) K onp F 0(2T)
Michaelis-Menten con ks F 02T No pasa.
inhibicién acompetitiva | Ky, F 027 SQR=0,91 (6%
por ONP y no Kigal F t 1
competitiva por galactosa | K, qyue F O(1T)
(17)
Michaelis-Menten con ks, F + No pasa.
inhibicion no competitiva [ Ky B+ + SQR=0,74 (17)
por ONP y competitiva [ K, B+ +
por galactosa (18) K one B+ F
Michaelis-Menten con ks, F + No pasa.
inhibicién no competitiva | Ky, F 1 SQR=1.49 (9%
por ONP y acompetitiva | K, F b
por galactosa {19) K, onp -2 0{1T)
Michaelis-Menten con ks F + No pasa.
inhibicion no competitiva | Ky, B+ + SQR=0,80 (4°)
por ONP y no com- Kigal F +
petitiva por galactosa K onp B+ i
(29)

Clave: Criterios fisicos:

Criterios estadisticos:

F fluctua ; 8 sube; B baja (segin aumenta la temperatura)
- Pardmetro negativo, le sighe el mimero de veces que lo es con esc

modelo

0 incluye €l cero cn el intervalo de confianza, le sigue el niimero de
temperaturas en las que se da la circunstancia con ese modelo

+ pasa

Observaciones:  al valor de SQR le sigue ¢l n° de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis,
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucién

Tabla 3.41 .- Parimetros cinéticos de la hidrélisis de ONPG con enzima de K. fragilis en

disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T como variable)

MODELO Orden 1 Michaelis- Michaelis-Menten con
(1) Menten simple inhibicion por ONPG
@ (3)

Ln kg 34,56 + 0,87 29,99+ 1,20 29,45+12,45

E./R 12687 £ 136 11310 £ 342 10569 +6582

Ln Kyo - 20,53 £ 6,40 25,48 £ 16,40
E.w/R - 9651 £ 2060 98206 £8964

Ln K] fi] - -

E./R - -

SQR 4,98 3,85 3,79

F 1473 1357 693 i

MODELO | Michaelis-Menten| Michaelis-Menten Michaelis-Menten con |
con inhibicion con inhibicion inhibiciéon no
competitiva por acompetitiva por competitiva por ONP
! ONP (4) ONP (5) (6)

Ln K, 29,33 +2,32 32,90 + 1,92 30,71 + 2,32
E./R 10975 £ 700 12058 + 5644 11413 + 684
Ln Ky 26,53 +£ 11,00 26,54 +7.24 26,53 +5,42
E.m/R 9651 + 3600 * 9651 £ 2142 9651 £ 1698
Ln Ky 10,04 + 6,76 36,92 + 6 40
E./R 5139 % 2000 -8636 £ 1900
|SQR 2,40 2,60

F 1050 1039 [
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

Tabla 3.42.- Pardmetros cinéticos de la hidrélisis de ONPG con enzima de K. firagilis en
disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T como variable)

MODELO | Michaelis-Menten | Michaelis-Menten Michaelis-Menten con
con inhibicion con inhibicion inhibicién no
competitiva por acompetitiva por competitiva por
galactosa (8) galactosa (9) galactosa (10)
Lnk, 29,46 £ 1,20 29,78 £ 1,20 2945+ 1,18
E./R 11128 + 346 11226 £ 354 11122 + 354
Ln Kmo 26,531+ 206,05 20,41 £ 6,96 26,96 £ 4,20
TEaM/R 9649 1+ 8520 9678 + 2000 9653 + 1244
Ln Ko 12,24 £ 8,96 -25,97 £ 8,16 11,85 £9,30
Ea./R 4534 £ 2618 -6642 + 2404 4409 + 2746
SQR 3,06 3,26 3,08
F 856 809 851
MODELO | Michaelis-Menten con | Michaelis-Menten con | Michaelis-Menten con
inhibicion inhibicion competitiva | inhibicion competitiva
competitiva por ONP por ONPy por ONP y no
y competitiva por acompetitiva por competitiva por
galactosa (12) galactosa (13) galactosa (14)
Ln kg 28,25 £ 10,52 J 29,12 + 10,14 29,65 £ 10,16
E.J/R | 1087842742 10888 + 2634 10527 + 2289
Ln Ky 24,65+ 9,30 26,53 + 8,32 24,564 10,22
E.v/R 9069 + 2600 9652 + 2564 9121 £ 2750
Ln Ko 11,42 £7,60 -25,48 £ 8,24 14,25+ 7,89
Farg/R 4429 £ 2260 -6333 £ 2843 6821 + 4523
Ln K;oneo 8,02 +714 10,16 £ 7.96 9,89 + 4,96
Eaone/R 4503 + 21064 5183 £ 1732 5125 £ 1875
SQR 1,50 1,76 1,83
K 1049 947 1037
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrdlisis con las enzimas en disolucion

Tabla 3.43.- Parametros cinéticos de la hidrélisis de ONPG con enzima de K. fragilis en
disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T como variable)

MODELO Michaelis-Menten | Michaelis-Menten con | Michaelis-Menten con
con inhibicion inhibicion acompetitiva| inhibicion acompetitiva
acompetitiva por por ONP y por ONP y no competitiva
ONP y competitiva acompetitiva por por galactosa (17)
por galactosa (15) galactosa (16)
Ln Kk 34,00 £ 13,20 32,62 + 11,70 32,58 £ 12,80
E./R 12160 £ 4203 11939 £ 4282 11924 + 4524
Ln Kwo 22,30+ 13,52 : 26,53 £ 15,00
E.w/R 8141 £ 3700 9651 + 3428
Ln Kiygio 6,29 £ 6,14 -27,56 + 5,60 -6,55 £ 6,00
Earga/R 2893+ 1704 -6956 + 1700
Ln Kjonro -35,86 £ 14,22 -35,98 £ 15,40 -35,89 + 15,04
Faione/R -8085+ 3982 -8313 £3502 -8280 + 3826
SOR 1,28 1,82 1,80
F 1301 1137 1129
MODELO Michaelis-Menten Michaelis-Menten con Michaelis-Menten con
con inhibicién no inhibiciéon no inhibicion no competitiva
competitiva por ONP | competitiva por ONP y | por ONP y no competitiva
y competitiva por acompetitiva por por galactosa (20)
galactosa (18) galactosa (19)
Ln kg 30,12 £22,10 30,41 +21,16 30,31 £ 22,16
E./R 11209 £ 4690 11296 + 4234 11267 + 4336
Ln Ko 26,53+ 12,06 26,53 + 13,48 26,53+ 11,84
E.vm/R 9651 + 4182 9651 + 4096 9651 + 4126
Ln Kigao 12,43 £ 12,20 6,78 £ 13,32
Eal gal/R 4736 + 2106 -9888 + 1850 :
Ln Kjonro -6,77 £ 6,04 -25,29 + 6,78
Ea1one/R ) -6295 + 1900
SQR 953 948
F 2,14 2,14
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrdlisis con las enzimas en disolucion

Tabla 3.44.- Discriminacion de modelos: Hidrolisis de ONPG con enzima de K. fragilis.
Método integral: regresion no lineal de datos a temperatura variable.

MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACTONES
METRO | ESTADISTICOS FISICOS
Orden 1 (1) Ln kg + Pasa.
E/R + = () SQR=4.98 (18"
Michaclis-Menten Lnk, + Pasa.
simple {2) E/R + > () SQR=3,85 (179
Ln KM +
E.w/R + >0
Michaelis-Menten Ln kg + No pasa.
con inhibicién por E./R 1 >0 SQR=3.79 (16%)
ONPG (3) LnKy +
EQM/R + >{)
LnK; 0
E./R 0 =)
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
con inhibicién E/R + =) SQR=2,40 (10
competitiva por Ln Ky +
ONP (4) E,u/R + =0
LnK; k
E. /R + >0
Michaelis-Menten Ln kg + I"asa.
con inhibicidn E/R + = () SQR=2,00 (11
acompetitiva por LnKy +
ONP (5) E,w/R + >0
Ln K, +
E /R + <0
Michaelis-Menten Lnk, + No pasa.
con inhibicién no E/R } =) SQR=2.85 {12
competitiva por Ln Ky +
ONP (6) Eaw/R + =0
InK, O
E /R 0 < () aprox. 200
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
con inhibicion E/R + =0 SQR=3,00 (15%)
competitiva por Ln Ky +
galactosa (8) E./R + >0
InK; +
E./R + =0
Clave: Criterios fisicos: < 0 Pardmetro negativo

Criterios estadisticos:

> 0 Parametro positivo

0 incluye el cero en el intervalo de conlianza

-+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n° de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrolisis con las enzimas en disolucion

Tabla 3.44(cont.).- Discriminacion de modelos: Hidrélisis de ONPG con enzima de K.
fragilis. Método integral: regresién no lineal de datos a temperatura

variable.
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS T OBSERVACIONES
METRO ESTADISTICOS FISICOS
Michaelis-Menten |Lnk, + Pasa.
con inhibicién E/R + > () SQR=3,26 (14%)
acompetitiva por Lin Ky +
galactosa (9) Eam/R + > ()
Ln K| +
E.s/R + <0
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
con inhibicidn no E/R + >0 SQR=3,08 (13%)
competitiva por Ln Ky +
galactosa (10) E./R + > ()
Ln K[ +
E./R + >0 |
Michaclis-Menten | Lnk, + No pasa.
con inhibicion E./R + >0 SQR=1,59 (19)
competitiva por Ln Ky +
ONP y competitiva |E,,,/R 0 )
por galactosa (12) Lo K| ¥
Ea} gul’fR + >0
Ln K, one +
Ega one/R + >0
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
con inhibicidn E./R + >0 SQR=1,76 (4%
competitiva por Ln Ky +
ONP y acompetitiva | E_ /R + = Q)
por galactosa (13)  [Tp§, ol T
Eal gaI/R + <0
Ln K, onp +
Euone/R + >0
Michaelis- Menten | Ln kg + No pasa.
con inhibicion EJ/R + >{ SQR=1,63 (3°)
competitiva por Ln Ky +
ONP v no E.m/R 0 >0
competitiva por Lo K +
palactosa (14) E. /R T <0
Ln Kione +
E onp/R + >0 -
Clave: Criterios fisicos: < { Pardmetro negativo

Criterios estadisticos:

>0 Parametro positivo

0 incluye el cero en el intervalo de confianza

+ pasa

Observaciones:  al valor de SQR le sigue el n® de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

Tabla 3.44(cont.).- Discriminacion de modelos: Hidrélisis de ONPG con enzima de &,
Jragilis. Método integral: regresion no lineal de datos a temperatura

variable.
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO | ESTADISTICOS FISICOS
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
con inhibicién E/R + > () S0QR=1,59 (2%
acompetitiva por Ln Ky +
ONP y competitiva E/R + = ()
por galactasa (15) L Ky T
Ey /R + =0
LnKonp +
Eaone/R + <0
Michaelis-Menten Lnkq + No pasa.
con inhibicion E./R + >0 SQR=1,82 (6%
acompetitiva por Ln Ky 0
ONP y acompetitiva Em/R 0 > )
por galactosa (16) [Ln K, ol +
Ln Ky onp -+
Earone/R + <0
Michaelis-Menten Lnky + Na pasa.
con inhibicidn a- E/R + SQR=1,80(5%)
competitiva por Ln Ky -
ONPy no E,wR +
competitiva por Ln K o +
galactosa (17) Eai e/ R 0
InKionp +
Eyone/R +
Michaehis-Menten | Lnk, + | No pasa.
con inhibicidén no EJ/R + SQR=1,94 (7%
competitiva por LnKy +
ONP y competitiva [ E_ /R +
por galactosa (18) Ln K +
Ear /R + ()
Ln K; onp +
Eal ()NI’/R 0] < (muy ba_i())
Michaelis-Menten Ln kg +  Pasa.
con inhibicion no E/R + >0 SQR=2,14 (8")
competitiva por Ln Ky +
ONP y acompetitiva [ E,,/R ¥ =0
por galactosa (19) Ln Ky +
Eal gzll‘/R + <0
L Ky e +
L Eqi one/R + <0
Clave: Criterios fisicos: < 0 Parametro negativo
> 0 Parhmetro positivo
Criterios estadisticos: 0 incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones:  al valor de SQR e sigue el n° de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.



Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrdlisis con las enzimas en disolucién

Tabla 3.44(cont.).- Discriminacion de modelos: Hidrélisis de ONPG con enzima de K.
[fragilis. Método integral: regresién no lineal de datos a temperatura

variable.
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO ESTADISTICOS FISICOS
Michaelis-Menten | Ln kg + No pasa.
con inhibicién no E/R + >0 SQR=2,14 (9%)
competitiva por LnK,, +
ONP y no E.m/R + > ()
competitiva por LnK; 0
galactosa (20) E,./R i} <0
Ln Kiz +
E.n/R 0 <0
Clave: Criterios fisicos: < 0 Parametro negativo
> 0 Pardmetro positivo
Criterios estadisticos: 0 incluye el cero en el intervalo de confianza

+ pasa
Observaciones:  al valor de SQR le sigue el n® de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.

194



Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrolisis con las enzimas en disolucion

1
]
T(°C) exp
5 LO1 | |

25 LO10
40 LO19

1 ! 1 ! I !

40 60 80 100

t.C. (min.mg/L)

Figura 3.27 .- Datos experimentales y su ajuste en la hidrélisis de ONPG con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la temperatura. Conpg 0=0,25 g/L, Cu =0 /L, Conp =0 g/L.

1.0 T T : T T

0.6 -
x

0.4 -
exp

0.2 4 LO3 -
LO12
LO22

0.0

0 ' 20 40 60 80 T
t.C. (min.mg/L)

Figura 3.28 .- Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de ONPG con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la temperatura.Conpc =0,5 /L, Cea =0 &/L, Conp =0 g/L.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrolisis con las enzimas en disolucién

1.0 T T T T T T T T

exp

LO7 -
LO15
LO26

0.0 T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

t.C. (min.mg/L)

Figura 3.29.- Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de ONPG con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la temperatura. Conpg =1 /L, € 0=0 g/L, Conpo=0 g/L.

1.0 T T r ——-

0.8 o

06 v
>

0.4 - .

CONPGa(g/ L) exp

0.2 = 0,25 LO19 |-
/ o 0,50 LO22
% 1 LO26
0.0 . , . , .
0 5 10 15

t.C. (min.mg/L)

Figura 3.30. - Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de ONPG con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la concentracion inicial de ONPG. T=40°C,C =0 g/L, Conp =0 /L.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrdlisis con las enzimas en disolucién

1.0 v , . :

0.8

0.6

0.4 -

CONPGv(g/L) exp

0.2 n 0,25 LO10 |7
o 0,50 LO12
% 1 LO15
0.0 . . . :
0 5 10 15

t.C. (minmg/L)

Figura 3.31. - Datos experimentales y su ajuste en la hidrélisis de ONPG con la enzima de X.
Jfragilis: Influencia de la concentracion inicial de ONPG. T=25°C, Cg¢=0 g/L, Conr =0 g/L.

1.0
n
0.8 - A
o
b3
0.6 - i
>
0.4 - -
Con (@/L)  exp
0.2 4 = 0,25 LO1 [
o 0,50 LO3
% 1 LO7
0.0 . . . . : . . :
0 20 40 60 80 100

t.C. (min.mg/L)

Figura 3.32. - Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de ONPG con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la concentracion inicial de ONPG. T=5°C, Cgy ¢=0 g/L, Conr =0 g/L.
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Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucion

1 S —

0.8

0.4 -

Cwo(g/L) CONPO(g/L) exp
02 = 0 0 Lo12
o) 15 0 LO13
¥ 0 0,25 LO14

v 1 ! 1 ! U

o 5 10 15 20 25 30
t.C. (min.mg/L)

Figura 3.33. - Datos experimentales y su ajuste en la hidrélisis de ONPG con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la concentracion inicial de galactosa y ONP. T= 40°C, Conpg ¢=0,5g/L.
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Figura 3.34. - Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de ONPG con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la concentracion inicial de galactosa y ONP. T=25°C, Conpg 0=0,5¢/L.
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Figura 3.35. - Datos experimentales y su ajuste en la hidrélisis de ONPG con la enzima de K.
fragilis: Influencia de la concentracion inicial de galactosa y ONP. T=5°C, Conpg ¢=0,5g/L.
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3.3. - MODELOS CINETICOS DE LAS REACCIONES DE HIDROLISIS CON §-
GALACTOSIDASA DE Escherichia coli EN DISOLUCION

También se han estudiado las reacciones de hidrdlisis de lactosa y de ONPG con
una -galactosidasa de E. coli, descrita en el apartado 2.1.1. Al igual que con la enzima de
K. fragilis, se han realizado unos experimentos previos para determinar las condiciones
idoneas de actividad y estabilidad de la enzima y, posteriormente, se ha llevado a cabo el

estudio cinético de las reacciones de hidrélisis citadas.

3.3.1.- Experimentos previos

Estos experimentos se han realizado con el objeto de conocer como influyen
ciertas variables intrinsecas del medio en la actividad y estabilidad de la enzima. Es
necesario establecer en qué condiciones la enzima ¢s activa y estable, al menos durante el
tiempo que duran los experimentos cinéticos, antes de proceder al analisis del modelo

cinético.

Para los experimentos de hidrolisis de lactosa se empled el tampon BM, cuya
composicion se detalla en el apartado 2.2.2. Se utilizd como tampdn para los
experimentos de hidrélisis de ONPG el tampon fosfato potdsico 50 mM  pH 7,0 con
MgCl, I mM y mercaptoetanol 5 mM, denominado tampdn BP, ya elegido para la enzima
de K.fragilis (apartado 3.2.1.1). De hecho, este tampédn estd recomendado en la literatura

para la enzima de E. coli, excepto que el fosfato utilizado es sddico, no potasico.

Se realizaron varios experimentos para observar cual es la influencia de varios
cationes metalicos sobre la actividad de la enzima de E. coli. Estos cationes se afiadieron
al tampdn BP seleccionado en una concentracion 0,1 mM, utilizando como blanco el
tampoén BP sin afiadirle ningin cation. El resultado de estos experimentos de medida de
actividad se puede ver en la Figura 3.36. En dicha figura se observa que la B-
galactosidasa de E. coli es escasamente activada por casi todos los iones, excepto el

manganeso, que logra activaria un 15 %.
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Influencia del pH v del tampdn seleccionado en la actividad de la enzima

Se ha estudiado el efecto del pH sobre la actividad de la enzima para determinar el
pH Optimo para esta enzima, tanto en la hidrolisis de ONPG como en la de lactosa,
empleando tampones BP y BM. La forma de proceder ya se ha explicado en los

apartados 2.2.4.1. y 3.2.1.2 para la enzima de K. fragilis.

En las Figuras 3.37 y 3.38 se representa la variacion de la velocidad inicial con el
pH en Ia hidrolisis de lactosa y ONPG, respectivamente, empleando cn ambos casos
tampones BM y BP. En ¢l caso de la enzima procedente de £, coli, se observa que, en la
hidrolisis de laclosa, la actividad de la enzima en BP es mayor que en BM y que el pH
optimo es aproximadamente 6,5 en ambos casos (Figura 3.37). En la Figura 3.38 puede
verse que, s1 se utiliza ONPG como sustrato, el pH Optimo podria depender del tampon
emplicado, pero no la actividad maxima: con BM, ¢l pH éptimo ronda el valor de 7.0 y
con BP, se aproxima a 7,5. Como se puede observar, ¢l pH éptimo varia con el sustrato

utilizado.

Influencia del pH en la estabilidad de la enzima

La estabilidad de la enzima con el pH se ha estudiado de modo analogo a como se
hizo con la enzima de K. fragilis en el punto 3.3.1.3, realizando una serie de expertmentos
siguiendo el protocolo descrito en el punto 2.2.4.3. La enzima de £. coli resiste mejor el
pH acido que la de K. fragilis y su actividad se conserva mejor a pH levemente basico, pH

8, como se puede observar en la Figura 3.39.

(nfluencia de la temperatura en la estabilidad de la enzima

Para analizar la influencia de la temperatura en la estabilidad dc la enzima de
E.coli se han Ilevado a cabo experimentos a 40, 45, 50 y 55°C, utilizando para medir la
actividad de la enzima la reaccién estdndar de hidrdlisis de ONPG en BP. Para ello se
afiaden 50 ml de una disolucién de 50 g/I. de lactosa en BM a un Erlenmeyer con una
concentracion de enzima de 4,66 mg/L, se van tomando muestras a diferentes tiempos

para medir la actividad de la enzima. Se sigue el procedimiento descrito en el apartado
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2.2.1 yenel 3.2.1.4. En la Figura 3.40 se han representado los resultados obtenidos de

actividad residual vs tiempo.

De los resultados mostrados en la Figura 3.40 para la (3-galactosidasa de £. coli se deduce
que la temperatura maxima que debe emplearse en los estudios cinéticos es de 40°C, A
esta temperatura la enzima apenas pierde actividad, al menos en un intervalo de tiempo de

5 horas.

80

2

n

Actividad relativa (%
B3

élan Fe Co “Niw Cuﬁ Al Zn Cr Mn
Ion presente en el medio

Figura 3.36.- Actividad de las enzimas frente a distintos iones divalentes.
Actividad residual vs i6n afiadido a BP.
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Figura 3.37.- Efecto del pH en la hidrolisis de lactosa por f-galactosidasa de £. coll.
Velocidad inicial vs pH en distintos tampones. T=40°C; Cjye0=50 ¢/L; C1=7 mg/L
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Figura 3.38.- Efecto del pH en la hidrélisis de ONPG por B-galactosidasa de E. coli.
Velocidad inicial vs pH en distintos tampones. T=25°C; Conpa 0=0,5 g/L; C;:=0,7 mg/L.
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Figura 3.39.- Efecto del pH en la estabilidad de 3-galactosidasa de E. coli. Actividad
residual vs pH en BP.
Medida de actividad estandar: T=25°C; Conp 0=0,5 g/L; C=0,7 mg/L
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Figura 3.40.- Estabilidad de la enzima P-galactosidasa de E. coli frente a la temperatura.
Actividad residual vs tiempo de incubacion.
Medida de actividad estandar: T=25°C; Conec 6=0,5 g/L; Cr=0,7 mg/L.
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3.3.2.- Modelo cinético de Ia hidrélisis de lactosa

Una vez seleccionados los intervalos de pH y temperatura Optimos para que la
actividad de la enzima sea alta y se mantenga durante un periodo de tiempo razonable, sc
ha llevado a cabo el estudio de la cinética de la hidrolisis de lactosa en BM con -
galactosidasa de E. coli. Para ello, s¢ han realizado experimentos a temperaturas de
reaccion entre 5 y 40°C, concentraciones de lactosa entre 25 y 75 g/L, concenlracioncs de
enzima entre 2,3 y 7 g/L y concentraciones iniciales de productos (glucosa y galactosa)

entre Oy 15 ¢/L.

3.3.2.1.- Resultados experimentales

Los experimentos realizados se recogen en las Tablas 3.45 a 3.47 y los resultados

obtenidos se muestran en las Figuras 3.45 a 3.50, como conversion de lactosa vs. el

preducto t-Cy.

Tabla 3.45.- Resultados de la hidrélisis de lactosa a 5°C con la 3-galactosidasa de £. coli.

EXP CL1 CL2 CL3
Cgal(g/L) 0 0 0
Cpu(g/L) 0 15 0
Cg(mg/L) 2,33 3,5 7

tiempo(min) Xiae

0 0 0 0

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.- Resultados de 1a hidrolisis de lactosa a 25°C con la P-galactosidasa de E.

coli.

EXP Cl4 | CL5 | CL6 | CL7 | CL8 | CL9 | CL10 | CLI11
Ch(g/L) 25 50 50 50 75 50 50 50
Coa(g/L) 0 15 0 0 0 0 15 0
Can(g/L) 0 0 15 0 0 0 0 15
Cr(mg/L) 35 35 3,5 35 35 7 7 7

tiempo(min) Kiae

0 0 0 0 0 0 0 0 0

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 (1,06 (4,05 0,17 0,10 0,08

210 - - - - - 0,21 0,15 4,10
300 0,29 0,11 0,05 0,13 0,09 - - -

390 - - - - - 0,39 0,31 0,25

430 - - - - . 0.4 031 | 0,23
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 L 0,98—| 0,60 0,32 0,66 B 0,41 - - -
Tabla 3.47.- Resultados de la hidrolisis de lactosa a 40°C con la -galactosidasa de E.

coli.

EXP I cL2 CL13 CL14 CL15 CL16 ClL17
Cialg/L) 50 50 75 50 50 25
Coal(g/L) 0 15 0 0 0 0
Cuu(g/L) 0 0 0 0 15 0
Cr(mg/L) 3,5 J 3,5 35 7 7 7

tiempo(min) Xiac
0 0 ] 0 0 0 0 0
30 0,03 0,01 0,01 0,12 (,09 0,21
60 0,08 0,04 0,02 0,24 0,17 0,45

126 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 0,52 097 |

300 0,51 0,50 0,28 0,88 0,61 0,90

360 0,61 0,56 0,35 0,91 0,65 -

206




Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucien

3.3.2.2.- Analisis de las velocidades iniciales

El objeto del analisis de las velocidades iniciales es dar una idea de los modelos
cinéticos que pueden ser mas adecuados para explicar los resultados experimentales de la

reaccion en estudio. Sirve, por tanto, para realizar una discriminacién cualitativa del

modelo cinético.

Para calcular los valores de las velocidades iniciales, ro, en cada experimento, los
datos C vs t se ajustan a una funcién y la velocidad inicial s¢ obtiene por derivacion

analitica a t=0, como ya se indicé en el apartado 3.1.3.

En la Figura 3.41 se muestra el efecto de la concentracion inicial de lactosa sobre
la velocidad inicial de reaccién. Se observa que ry apenas varia al aumentar la
concentracion inicial de lactosa. Este hecho sugiere que el orden neto para ¢l sustrato es
préximo a cero, al menos en el intervalo de concentraciones estudiado. Este efecto es mas
acusado al disminuir la temperatura. En el modelo de Michaelis-Menten, este hecho

supondria que la constante Ky aumentaria al aumentar la temperatura.

La Figura 3.42 muestra la influencia de la adicion de galactosa al comienzo de la
reaccion en la velocidad inicial. Se observa que la velocidad inicial de reaccion disminuye
cuando la concentraciéon inicial de galactosa aumenta. Es decir, la galactosa tiene un
cfecto inhibidor. La pendiente de las rectas en la Figura 3.42 no varia con la temperatura.
En la Figura 3.43 se observa el efecto que produce afiadir glucosa al medio de reaccién a
tiempo cero sobre la velocidad inicial de reaccion. Comparando las Figuras 3.42 y 3.43,
sc observa que la glucosa inhibe mas que la galactosa. Para un mismo valor de
concentracion de galactosa y de glucosa, la velocidad de rcaccion disminuye mas con la
adicion de glucosa. Ademas, la pendiente de las rectas de la Figura 3.43 disminuye al
aumentar la temperatura. Por tanto, la inhibicion debida a la glucosa disminuye con el
aumento de temperatura y, por tanto, la constante de inhibicion, K; ., deberia aumentar

scgun aumenta la temperatura.
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Figura 3.41. - Hidrolisis de lactosa con 1a enzima de E.coli: ry vs Cy,. 2 varias temperaturas.
Cgal o= 0 gf,L, Cglu o 0 g/L
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Figura 3.42. — Hidrdlisis de lactosa con la enzima de £.coli: cociente entre las velocidades
iniciales con y sin galactosa inicial vs Cy,q a varias temperaturas. Ciye o= 50 g/L; Cpyo =0 g/L.
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Figura 3.43. — Hidrolisis de lactosa con la enzima de E.coli: cociente entre las velocidades
niciales con y sin glucosa inicial vs Cy, ¢ a varias temperaturas. Cp o= 50 g/L; Cyuo= 0 g/L.

3.3.2.3.- Discriminacién del modelo cinético

El método utilizado para discriminar el modelo cinético es el método integral. Al
analizar, por este método, los datos de las reacciones de hidrélisis de lactosa y ONPG con
Lactozym, se concluyd que el procedimiento de ajustar los datos obtenidos a temperatura
constante podia dar resultados no vélidos para discriminar el modelo cinético, ya que
carecia de fiabilidad estadistica. En el estudio cinético empleando la enzima de F. coli,
por tanto, ho se aplicara el ajuste con la temperatura como constanie, sino que sc ajustaran

todos los datos experimentales recogidos en las Tablas 3.45 a 3.47 con la (emperatura

como variable.

De acuerdo al analisis realizado de las velocidades iniciales, los modclos cinéticos
a considerar deben tener en cuenta el efecto de inhibicion de la glucosa, sin descartar la
inhibicién por galactosa. Los modelos analizados en primer lugar son los que se muestran
en la Tabla 3.2, que consideran por separado la inhibicion de cada producto. En este caso,

P es glucosa o galactosa.
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Los parametros cinéticos de cada modelo se calculan mediante regresion no lineal
acoplada a una integracton numérica (Runge-Kutta), tal como se realizd en el punto
3.2.2.3. En las Tablas 3.48 y 3.49 se presentan los parimetros cinéticos obtenidos para
cada modelo, su intervalo de confianza y la suma de residuos generada (SQR). Los
parametros que no pasan los criterios fisicos o estadisticos del punto 3.1.3.2 estan
sombreados. En la tabla 3.50 se resume el cumplimiento de los criterios estadisticos y

fisicos por parte de los parametros cinéticos obtenidos en cada modelo.

Analizando la Tabla 3.50 se observa que los modelos 1, 2, 5 y 6 pasan los criterios
estadisticos. Los criterios fisicos los cumplen todos los modelos. Los modelos que
consideran inhibicién mixta por glucosa o por galactosa tienen varios parametros sin
significacion estadistica, pues incluyen el cero en sus intervalos de confianza. Por tanto,
aunque el modelo 7 es el que menor residuo genera, se ha eliminado porque tienc 4
parametros en cuyos intervalo de confianza se incluye el cero. El modelo que pasa los
criterios estadisticos y fisicos y genera el menor residuo ( SQR =0,27) es ¢l modelo 06,
aunque sin grandes diferencias respecto al modelo 5 (SQR = 0,28). En consecuencia, no

se puede elegir en esta fase cuél es el modelo mas adecuado entre los modelos 5 y 6.

Los modelos que incluyen inhibicién por galactosa no cumplen los criterios
estadisticos ya que incluyen el cero en ¢l intervalo de confianza de la constante de
inhibicién. Por tanto, en adelante, no se consideraran aquellos modelos en los que haya

inhibicidn por galactosa, lo que permite obviar los modelos de la Tabla 3.3.

3.3.2.4.- Discusioén

Del analisis realizado de las velocidades iniciales se deduce que el modelo debe
ser de tipo Michaelis-Menten con inhibicién por glucosa y, posiblemente, la inhibicion

por galactosa no se puede eliminar completamente,
Al analizar los datos experimentales X vs t-Cr por el método integral y con la

temperatura como variable, se deduce que puede despreciarse la inhibicidn por galactosa,

ya que las constantes de inhibicidn de este producto no tienen significado estadistico.

210



Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con ias enzimas en disolucion

Por el contrario, los modelos de la Tabla 3.32 que consideran inhibicion por
glucosa son los que dan parametros estadisticamente més fiables v generan menor
residuo, lo que confirma los resultados cualitativos obtenidos del analisis de las

velocidades iniciales.

El modelo finalmente seleccionado ha sido el modelo 5 de la Tabla 3.2, aunque no
se puede discriminar claramente entre este modelo y el modelo 6, ya que se obtienen
residuos similares. Sin embargo, al comparar los resultados de aplicar los modelos que
suponen inhibicidon acompetitiva e inhibicién no competitiva por glucosa a los datos con
la enzima inmovilizada y con la enzima libre, se escoge el modelo 5. Esta decision se
basa en que, en ambos casos, los modelos con inhibicion competitiva tienen varios
parametros que incluyen el cero en el intervalo de confianza y el modelo con inhibicion
no competitiva por glucosa que seria adecuado en el caso dc la enzima inmovilizada tiene
dos parametros que no pasan los criterios estadisticos. Solo los modelos que incluyen
inhibicion acompetitiva por glucosa son adecuados fisica y estadisticamente tanto para la

enzima hibre como para la inmovilizada, por lo que serén los seleccionados.

El analisis de los residuos calculados con los valores obtenidos del modelo 5 y los
datos experimentales se muestra en la Figura 3.44. Se puede observar que la diferencia
entre el valor calculado v el experimental es menor del 10% en la mayor parte de los
puntos, no observandose tendencia alguna en los residuos. El modelo cinético elegido se

da en las ecuaciones [3.81 a] y [3.81 b]:

C:' 13
K, Clm[l + Kgf }

! ghe
7239 £180 ]
k, = exp(l 3,71 0,60 - L

4894 + 1840
Ky = GXp(l 1,32 +£5,94 - —sz

r:

donde:

[3.81 b]

1007 £ 596
K[gt’u - Cxp[l,32 + 1,28 — _._._—.)
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Con el modelo seleccionado {(ecuaciones [3.81 a] y [3.81 b]) se han reproducido
los resultados experimentales de las Tablas 3.45 a 3.47. Los valores calculados de la
conversion de lactosa en funcion del producto t-Cy se muestran con linea continua en las

Figuras 3.45 a 3.50.
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Figura 3.44.- Analisis de residuos comparando los datos experimentales con los valores
calculados a partir del modelo 5.
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Tabla 3.48.- Parametros cinéticos de la hidrdlisis de lactosa con la enzima de £ coli en

disolucién. (Método integral, regresion no lineal, T como variable)

MODELO Orden 1 Michaelis- Michaelis-Menten con
(D Menten simple inhibicion por lactosa
(2) (3)
Ln ko 15,45+ 0,70 13,26 £ 0,43 1458 +0,56
E./R 7168 £ 2250 7200 + 1264 7301 +£ 1720
Ln Ky, - 29,48 + 24,00 0
E.w/R - 10754 + 7420
Ln K, -
E“['IR " i
SQR 2,91 0,76 0,68
F 846 1844 1353
MODEILQO | Michaelis-Menten | Michaelis-Menten
con inhibicion con inhibicion
competitiva por acompetitiva por
glucosa (4) ghucosa (5)
Ln k, 13,24 + 0,56 13.71 £ 0,60
E./R 7134 £ 1680 7239+ 180
Ln Ky 247000 11,32+ 5,94
E.w/R 4894 + 1840
Ln Ky 1,32+ 1,28
E./R 1007 + 596
SOR 0,37 0.28
F 2463 3500
MODELO | Michaelis-Menten | Michaelis-Menten
con inhibicion no con inhibicion
competitiva por | mixta por glucosa
glucosa (6) (7
Ln k, 13,53 £0,58 13,33 £ 0,65
E./R 7189 + 164 7130 + 202
Ln Ky 10,53 + 5,80 1 2320
E.w/R 4717 £ 1696
Ln K, 2,25+ 1,80 1
E./R 1253 = 564
Ln K’y - 3,004 3,65
E’/R - 1431 + 1056
SOR 0,27 0,26
F 3513 3513
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Tabla 3.49.- Parametros cinéticos de la hidrolisis de lactosa con la enzima de E. coli en
disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T como variable)

MODELO | Michaelis-Menten | Michaelis-Menten
con inhibicion con inhibicion
competitiva por acompetitiva por
galactosa (8) galactosa (9)
Ln k, 13,37 £ 0,30 13,18 £ 0,62
E./R 7231 £ 130 7175+ 184
Ln Ko 27,42 23,40
E.m/R : 10109 + 7400
Ln Ky '
E./R
'SQR 0,75 0,75
F 1271 1228
MODELQ | Michaelis-Menten | Michaelis-Menten
con inhibicion no con inhibicion
competitiva por mixta por
galactosa (10) galactosa (11)
Ln ko 13,47 £ 0,54 13,21+ 0,54
E./R 247 + 156 7247 + 387
Ln Ky 9 0
E.m/R
Ln Ko
E./R
Ln K’m - }
E’./R -
SQR 0,75
F 1225
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Tabla 3.50.- Discriminacién de modelos: Hidrolisis de lactosa con la enzima de £, coli.
Meétodo integral: regresién no lineal de datos a temperatura variable.

MODELQO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO | ESTADISTICOS FIS1COS
Orden 1 (1) Ln kg + Pasa.
EJ/R + >0 SQR: 291 (119
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
simple (2) E,/R + =0 SQR: 0,76 (10%)
Ln Ky 4
Em/R + >0
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa.
con inhibicién por |E,/R + =) SQR: 0,68 (5M)
lactosa {3) Ln Ky, 0
E,w/R 0 >0
Ln K[ 0
E./R O >0
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa.
con inhibicién /R + >0 SQR: 0,37 (4°)
competitiva por Lo Ky, 0
elucosa (4) E.w/R 0 =0
Lnk 0
E/R 0] >
Michaelis-Menten | Ln k; + Pasa.
con inhibicién E/R + >{ SQR: 0,27 (2%)
acompetitiva por Ln Ky -+
glucosa (5) E./R + > ()
Ln K[ +
E./R + >0
Michaelis-Menten Lnk, + Pasa.
con inhibicién no LE/R + =0 SQR: 0,27 (3%)
competitiva por Ln Ky +
glucosa (6) Ea/R + >0
Ln K, +
E./R + >0
Michaelis-Menten {Lnk, + No Pasa.
con inhibicion E/R + >0 SQR: 0.26 (1)
mixta por glucosa TnKy 0
(7N E./R + =10
Ln K; 0
E./R 0 <0
Ln K, 0
E./R + <1
Clave: Criterios fisicos: < 0 Pardmetro negativo
> 0 Pardmetro positivo
Criterios estadisticos: 0 incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n® de orden de miejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Tabla 3.50.(cont.)- Discriminacion de modelos: Hidrolisis de lactosa con la enzima de
E.coli. Método integral: regresion no lineal de datos a temperatura

variable.
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO | ESTADISTICOS FISICOS
Michaelis-Menten | Ln kg + No pasa.
con inhibicién E/R + >{) SQR: 0,75 (7%)
competitiva por Ln Ky 0
galactosa (8) E.m/R 0 =0
Ln K[ 0
E./R 0 =
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa,
con inhibicién E/R + >0 SQR: 0,75 (87)
acompetitiva por Ln Ky +
galactosa (9) /R + >4
Ln K| 0
E,/R 0 =0
Michaelis-Menten |Lnk, + No pasa.
con inhibicién no E./R + =0 SQR: 0,75 (9%
competitiva por Ln Kum 0
galactosa (10) E /R 0 >0
Ln K[ 0
Ex/R 0 <Q
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa.
con inhibicion E./R + >0 SQR: 0,70 (6™
mixta por galactosa | Ln Ky 0
(11) E,m/R 0 =0
Ln K, 0
E/R 0 =0
LnXK; 0
E./R 0 >0
Clave: Criterios fisicos: < {} Parametro negativo
> 0 Parametro positivo
Criterios estadisticos: 0 incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n® de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Figura 3.45. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de lactosa con la enzima de
E. coli: Influencia de la temperatura. Cyoe =50g/L, Cga ¢=0g/L, Cgu o—=0g/L.
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Figura 3.46. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de lactosa con la enzima de
E. coli: Influencia de la concentracion inicial de lactosa. T:40°C, Cg 0=0g/L, Cyuo=0g/L.
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Figura 3.47. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de lactosa con la enzima de
E. coli: Influencia de la concentracion inicial de lactosa. T:25°C, Cgy ¢=0g/L, Cyuo=0g/L.
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Figura 3.48. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrolisis de lactosa con la enzima de
E. coli: Influencia de la concentracion inicial de galactosa y de glucosa. T: 40°C, Cj,c0=50g/L.
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Figura 3.49. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrdlisis de lactosa con la enzima de
E .coli: Influencia de la concentracion inicial de galactosa y de glucosa. T: 25°C, C,c c=50g/L.
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Figura 3.50. — Datos experimentales y su ajuste en la hidrélisis de lactosa con la enzima de
E. coli: Influencia de la concentracion inicial de glucosa. T: 5°C, Ciac 0=50g/L, Cgi 0=0 g/L.
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3.3.3.- Modelo cinético de la hidroélisis de ONPG

El estudio cinético se ha realizado en las condiciones seleccionadas de pH
(pH=7,0), composicion del tampon BP (la seleccionada en el apartado 3.2.1) e intervalo
de temperaturas (con una temperatura maxima de 40°C) para asegurar que hay una
actividad elevada de la enzima y que esta es estable, al menos durante un tiempo superior

al necesario para llevar a cabo cada experimento cinético.
Se ha variado la temperatura entre 5 y 40°C, 1a concentracién de ONPG entre 0,25

y 1 g/L, la concentracion inicial de galactosa entre 0 y 15 g/L y la de ONP entre 0 y 0,25

g/L. Se utilizd una concentracion constante de enzima: 0,7 mg/L.

3.3.3.1.- Resultados experimentales

Los experimentos realizados, asi como los resultados obtenidos, se muestran en las

tablas 3.51 a 3.54. Los resultados de X vs t Cg se muestran en las figuras 3.56 a 3.64.

Tabla 3.51.- Resultados de la hidrdlisis de ONPG a 5°C con la 3-galactosidasa de £. cofi.

EXP CO1 | CO2 |CO3|1 CO4 | CO5 | CO6 | COT7 {CO8 | COY
Conri(g/L) 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1
Coa(g/L) 0 0,3 0 0,15 15 0 0 0,6 15
Cone(g/L) 0 0 0 0 0 0,25 0 0 0

tiempo(min) Xonrg

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0,06 0,06 0,04 0.04 0,01 0,03 0,03 0,03 0,02

o 0,15 0,14 0,1 0,09 0,02 0.06 0,06 0,00 | 0,045
10 0,25 0,25 0,16 0,16 (.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 10,19
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
126 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.- Resultados de la hidrélisis de ONPG a 25°C con la §-galactosidasa de F.

coli.

EXP CO10 | CO11 CcO12 CO13 | CO14 CO15 [CO1
Conpi(g/L) ‘1 0,25 0,25 0,5 1 0,3 0,5 1 1
C,a(g/L) 0 0 0 15 0 | 0 15
Cone(g/L) 0 0,05 0 0 0,25 0 0

tiempo(min) Xonrg

0 0 0 0 0 0 0 0

3 0,32 0,22 0.2 0,17 0,18 0,14 0,09

6 0,065 0.5 0,41 0,31 0,35 0,24 1 0,19

10 0,8 0,68 0,63 0,48 0,56 41 0.3

| 15 0,86 0,72 0,78 0,60 0,72 | (.56 4,41
20 0,9 0,76 0,86 0,78 0,82 (0,68 0,54
25 0,95 0,79 0,9 0,84 0,79 0,72 0,63
Tabla 3.53.- Resultados de la hidrdlisis de ONPG a 30°C con la 3-galactosidasa de £.
coll.

EXP CO17 CO18 CO19
CONpG(g/L) 0,25 0,5 1
Cra(g/L) 0 0 0
Cone(g/L) 0 0 0

tiempo(min) XonrG

0 0 0 0

3 0,46 0.28 0.18
6 0.71 0.54 032
10 4,82 0,76 0,51
15 0.95 0.89 0.7
20 0,98 - -

Tabla 3.54.- Resultados de la hidrolisis de ONPG a 40°C con la B-galactosidasa de E.

coli.

EXP CO20 [CO21| CO22 | CO23|[CO24]CO25|CO26 | CO27 | CO28|CO29
Conrclg/L) 0,25 |0,25 | 025 | 05 | 65 | 05 | 05 | 1 I 1
Coalg/L) 0 | 03 0 0 [ 015 15 | 0 0 |06 | 13
Cone(g/L) 0 0 |" 05 [ 0 0 0 [025] 0 ¢ 0

tiempo(min) XoNrG

0 0 0 0 0 0 0 0 [ o 0 0

3 0,58 | 0,59 0 0,39 04 0,26 | 026 { 024 | 022 1 0,12

6 0,81 7 0,81 0,48 0,64 | 0,65 0.5 0,45 | 045§ 0,39 | 0,23

10 084 083 | 063 | 08 [ 08 [ 0,62 [ 0,62 ] 0,64 | 0,56 | 0,32

15 0,89 0,8 0,72 0,82 | 0,82 | 064 | 0,72 | 0,72 0,7 0,51

20 (.96 J 0,79 0,82 0.8 081 [ 0,69 | 0751073 0,72 | 0,62

221




Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en disolucidn

3.3.3.2.- Anélisis de lag velocidades iniciales

Como ya se ha indicado en apartados antertores, el analisis de las velocidades
iniciales permite conocer la influencia de la concentracion inicial de sustrato y de la
concentracion inicial de productos sobre la velocidad inicial de reaccién y discriminar de

modo cualitativo el tipo de modelo cinético a considerar.

En la Figura 3.51 se observa que, al aumentar la concentracion de ONPG, la
velocidad inicial de reaccidn, 1y, aumenta, pero no linecalmente. El aumento es
proporcionalmente mayor cuanto mayor es la temperatura, lo que implica que a
temperaturas bajas el orden neto del ONPG se aproxima a cero, mientras que, al aumentar
la temperatura, se va acercando a uno. En un modelo de Michaelis-Menten esto
supondria que la Ky, aumenta con la temperatura, por lo que la afinidad de la enzima por

el sustrato disminuye al aumentar esta variable.

El efecto de la adicion de galactosa en [a velocidad tnicial se muestra en la Figura
3.52. Se observa que la galactosa sélo inhibe cuando estd en el medio en una
concentracion mucho mayor que el ONPG. Es decir, la enzima tiene mucha més afinidad
por el sustrato que por la galactosa. Al aumentar la temperatura, la inhibicion es menor, lo

que significa que K| 4 aumenta con la temperatura.

En la Figura 3.53 se muestra ¢l efecto sobre la velocidad inicial de otro producto,
el o-nitrofenol (ONP). Comparando esta ultima figura con la Figura 3.52, se observa que
la inhibicién por ONP es considerablemente superior a la inhibicion por galactosa, ya que
el ONP inhibe cuando se encuentra en el medio en concentraciones similares a las del
sustrato. De acuerdo a los resultados obtenidos, no se puede establecer una influencia

clara de la temperatura sobre la inhibicién por QNP.

De este andlisis se deduce que el modelo cinético deberia tener en cuenta la

inhibicidn por ONP y por galactosa, cuando ésta se¢ afiade a concentraciones elevadas.
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Figura 3.51. - Hidrolisis de ONPG con la enzima de E.coli: 1, vs Cynpa a varias temperaturas.
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Figura 3.52. - Hidrdlisis de ONPG con la enzima de £.coli: cocicnte entre las velocidades
iniciales con y sin galactosa inicial vs Cy, o a varias temperaturas.Coxee o= 0.5 ¢/T; Conpo=0g/L.
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Figura 3.53. - Hidrolisis de ONPG con la enzima de £.coli: cociente entre las velocidades
iniciales con y sin ONP inicial vs Conpo 2 varias temperaturas Conps o= 0,5 2/L; Conpe=0 g/L,

3.3.3.3.- Discriminacién del modelo cingtico

Como ya se indicé en el punto 3.3.2.3, se ha scleccionado el método integral como
el mas adecuado para la discriminaciéon del modelo cinético, con el ajuste de los datos
cxperimentales con la temperatura como variable. Se han considerado los modelos
cinéticos de las Tablas 3.2 y 3.3. Los modelos que aparecen en la tabla 3.2 no tienen en
cuenta la inhibicidn por sustrato o productos o consideran que, unicamente, el sustrato o
un solo producto actia como inhibidor. Los modelos de la Tabla 3.3 tienen en cuenta la
inhibicion conjunta por los dos productos de la hidrélisis. El ajuste de los datos de las
Tablas 3.51 a 3.54 se realiza por regresion no lineal acoplada 2 una técnica numérica de

integracion (Runge-Kutta).

Los parametros cinéticos obtenidos para los modelos de la Tabla 3.2, asi como el
residuo que genera cada modelo se recogen en las tablas 3.55 a 3.58. Los parametros que
no cumplen los criterios estadisticos o fisicos del apartado 3.1.3.2 estdn sombreados en
estas tablas. En la Tabla 3.59 muestra el grado de cumplimiento de los criterios

estadisticos y fisicos por los parametros cinéticos.
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Pasan los criterios estadisticos los modelos 1, 2, 4, 8, 9, 12, 13, 18 y 20. Los
criterios fisicos los pasan los modelos 1, 2, 3, 4, 8,9, 10, 12, 13, 14, 18 y 20, los demas

modelos tienen energias de activacion excesivamente altas.

De los modelos cinéticos considerados, el que genera ¢l menor residuo es el 18
(SQR= 1,08), el segundo modelo que mejor ajusta es ¢l modelo 12 (SQR=1,18). El
modelo 13 tiene un residuo proximo al del modelo 12 (SQR=1,20). En esta elapa no sc
puede discriminar entrc cllos, porque los residuos de estos modelos son muy parecidos y

los tres pasan los criterios estadisticos y fisicos aplicados.

3.3.3.4.- Discusién

En el analisis de las velocidades iniciales se llego a la conclusion de que el modelo
cinético deberia incluir inhibicidén por ONP y por galactosa, teniendo en cuenta que la

inhibicion por galactosa sélo se observa a concentraciones altas de la misma.

Del ajuste de los datos experimentales de las Tablas 3.54 a 3.57 a los modelos de
las Tablas 3.2 y 3.3 se pueden seleccionar los modelos 12, 13 y 18, ya que generan los
menores residuos y pasan los criterios impuestos. Estos modelos tienen en cuenta la
inhibicién por los dos productos, lo que confirma los resultados del analisis de las

velocidades 1niciales.

Se ha seleccionado el modelo 12, ya que tanto la Ky como la K qu siguen la
tendencia marcada en el analisis de las velocidades iniciales: las dos aumentan al
aumentar la temperatura. Por lo mismo, se desecha el modelo 13, que predice la tendencia

contraria con la temperatura del parametro K 4.

En la Figura 3.54 se analizan los residuos calculados con los valores obtenidos del
modelo 12 y los datos experimentales. La diferencia entre el valor calculado y el
experimental es menor del 10% en la mayoria de los casos y dichas diferencias se
distribuyen de [orma aleatoria en torno al cero, sin mostrar tendencia alguna, por lo que el
error debido al modelo no es sistematico. El modelo 12 se recoge en las ecuaciones [3.61

a]y [3.61 b}:
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r o= %, Cx Cows [3.82 a]
K (1+ Cgﬂf n C()NP + C" .
ONPG
¥ L K.’ mal K.’ ONP J

donde:

787841236
k, = exp 18,20+4,28— ———]

1476144100
Ky = exp{4150£12,80-————

379941894
K = exp(9,78i6,04_ﬁ .

+

Kiowe = exs{42,72 £14,50~ ﬂ_i;_‘*-i_‘S!QJ

En las figuras donde se muestra la conversion en funcion del t Cr (Figuras 3.55 a
3.63) se muestran con lineas continuas los valores obtenidos de la reproduccién de los

resultados experimentales con el modelo seleccionado (ecuaciones [3.61 a] y [3.61 b]).

226



Capitulo 3. Cinética de las reacciones de hidrélisis con las enzimas en diselucion

0.2 '. :l ]
[ | . [ | a
. .
0.1 l A
[ ] [ ]
5 P -
= 00 .
X a .
>
oY | 1
0.1+ . a . - 4
. [
.l. .
0.2 [ ] a .
o 2 4 e 8 100
t Cc (min mg/L)

Figura 3.54.- Analisis de residuos comparando los datos experimentales con los valores
calculados a partir del modelo 12.
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Tabla 3.55.- Parametros cinéticos de la hidrélisis de ONPG con enzima de E. coli en

disolucién. (Método integral, regresion no lineal, T como variable)

|~ MODELG Orden 1 Michaelis- Michaelis-Menten con
(1) Menten simple inhibicion por ONPG
@) 3)
Ln ky 34,56+ 4,03 26,18 £ 5,12 27,19+ 6,84
E./R 11539 + 5289 10260 + 1426 10856 £ 5429
Ln Ky - 25,60 + 6,40 26,49+ 11,23
E.m/R - 9563 £ 1810 10642 + 5439
Ln Ky - - 56
E.i/R - - ‘
SOR 3,12 2,80 2,16
¥ 1123 928 627
MODELO | Michaelis-Menten con | Michaelis-Menten con
inhibicion competitiva | inhibicién acompetitiva
por ONP (4) por ONP (5)
Ln kg 14,50 + 3,80 35,25+ 17,60
E./R 6871 £ 1104 10117 £ 4974
Ln Kyg 58,56 £ 38,40 33,45+ 17,80
F.m/R 20309 £ 12612 0523 + 4826
Ln K 65,90 + 38,40 )
E./R 22448 £ 12256
SQR 1,68 1,85
F 1008 | 913
MODELO | Michaelis-Menten con | Michaelis-Menten con |
inhibicién no compe- | inhibicion mixta por
titiva por ONP (6) ONP (7)
Ln ky 11,06 + 4,48 15,53+ 5,28
E./R 5801 + 1348 7088 £ 1538
Ln Ky -16,09 + 7 48 4,32+10,32
E.v/R -2754 £ 2246 3334 + 3086
Ln Ky 27.80x 12,64
Ea/R 10010 = 3600
Ln K,](] - ;
E’./R -
SQR 1,63 1,39
F 1049 911
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Tabla 3.56.- Pardmetros cinéticos de la hidrdlisis de ONPG con cnzima de E. coli en
disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T como variable)

MODELO | Michaelis-Menten con| Michaelis-Menten con
inhibicion inhibicion acompetitiva
competitiva por por galactosa (9)
galactosa (8)
Ln ko 30,50 + 7,60 38,78 + 14,20
E./R 11404 + 2108 13710 + 3950
La Ky 27,36+ 7,60 31,36 £ 13,80
E.w/R 9930 + 2156 10890 + 3980
Ln Ky 9,39 £ 8,76 -49.50 + 15,90
E./R 3637 £ 2624 -13759 + 4550
SQR 2,09 2,15
F 826 791
MODELO Michaelis-Menten con Michaelis-Menten con
inhibiciéon no inhibicion mixta por
competitiva por galactosa (11)
galactosa (10)
Ln kg 34,11 £ 8,82 28,12 £ 7,44
E./R 12405 + 2448 10709 + 2080
Ln Ko 29,02 + 8,48 21,05 £ 8,54
E.m/R 10319 + 2346 8034 + 2424
Ln Ky 8,14+ 7,16 8 0
E./R )
Ln K’y -
E /R -
SQR 2,10 99
F 818 044
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Tabla 3.57.- Parametros cinéticos de la hidrolisis de ONPG con enzima de E. coli en
disolucion. (Método integral, regresion no lineal, T como variable)

MODELO | Michaelis-Menten Michaelis-Menten Michaelis-Menten con
con inhibicion con inhibicién inhibicion competitiva
competitiva por competitiva por ONP por ONP y no

ONP y competitiva | y acompetitiva por competitiva por
por galactosa (12) galactosa (13) galactosa (14)

Ln Ky 18,20 + 4,28 21,77 £ 5,32 20,67 + 4,44

E./R 7878 + 1236 8890+ 1510 8570 £ 1268

'Ln Kwmo 41,50 + 12,80 38,46 £ 9,60 39,65 1£9,98

E.wR 14761 + 4100 13731 £ 3044 14145+ 3142

Ln Ko 9,78 + 6,04 -24,09 £ 9,00 39,00 £ 12,00

Eaiga/R 3799 £ 1894 -6333 £ 2950 14036 + 3780

Ln K;onro 42,72 + 14,50 37,66 + 11,90

Earone/R 15197 + 4580 13583 £ 3700

SQR 1,18 120 1,11

F 1096 1042 1127

MODELO | Michaelis-Menten Michaelis-Menten Michaelis-Menten con
con inhibicion con inhibicion inhibicion acompetitiva
acompetitiva por acompetitiva por por ONP y no

ONP y competitiva | ONP y acompetitiva competitiva por
por galactosa (15) por galactosa (16) galactosa (17)

Ln ky p? e | :

E./R

Ln KMQ

E.vw/R

Ln Kjgio -12,82 £ 5,40

Eﬂl ga]/R -3019 £ 1636

Ln Kionrg

E.ione/R

SQR 1,22 1,10

F 1035 1149
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Tabla 3.58.- Parametros cinéticos de la hidrélisis de ONPG con B-galactosidasa de E.
coli en disolucidn. (Método integral, regresion no lineal, T como variable)

MODELO | Michaelis-Menten | Michaelis-Menten con | Michaelis-Menten
con inhibicién no inhibicion no con inhibiciéon no
competitiva por | competitiva por ONP y | competitiva por ONP
ONP y competitiva acompetitiva por y no competitiva por
por galactosa (18) galactosa (19) galactosa (20)
Ln kg 11,49+ 5,10 40,83 + 11,98
E./R 5828 £ 1500 14144 + 5256
Ln Ky -16,58+ 7,20 20,96 + 12,20
Eam/R -2975 £2142 9538 +£ 3240
Ln Ky a0 -12,91 £ 6,64 -15,31 £ 6,54 -12,92 £ 6,02
PEalgaI/R -2937 £ 1942 -2632 £ 1956 -3004 + 1798
Ln Kionro -56,59 + 18,22 ' ( -153,01 + 6,62
Eaone/R -15484 + 5742 -2733+ 1982
SQR 1,08 1,32 1,27
F 1171 935 981
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Tabla 3.59.- Discriminacion de modelos: Hidrélisis de ONPG con enzima de E.coli.

Método integral: regresioén no lineal de datos a temperatura variable.

Criterios estadisticos:

MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO | ESTADISTICOS FISICOS
Orden 1 (1} Lnkg + Pasa.
EJ/R + = () SQR=3,12 (20"
Michaelis-Menten Lnk, + Pasa.
simple (2) E/R + >{ SQR=2,80 (19°)
Ln KM +
E. /R + >0
Michaelis-Menten | Ln k; + No pasa.
con inhibicion por  |[E/R + = () SQR=2,16 (18
ONPG (3) Ln Ky +
E.m/R + >0
Ln K, +
E/R 0 >0
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
coun inhibicion E/R + > SQR=1,68 (129
competitiva por Ln Ky +
ONP (4} E.wR + > ()
Ln K[ +
E./R + >0
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa.
con inhibicion E,/R + >0 1SQR=1,85 (13%)
acompetitiva por Ln Ky +
ONP (5) E. /R + =0
LnK; +
E,/R + < 0 (valor alto)
Michaelis-Menten | Ln k, + No pasa.
con inhibicién no | E/R + =>{ SQR=1,63 (119
competitiva por Ln Ky +
ONP (6) E,w/R + <0
Ln K +
E./R + > 0 (valor alto)
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa,
con inhibicién E./R + > () SQR=1,38 (10°)
mixta por ONP Ln Ky 0
(N E.w/R + >0
Ln K| +
E./R + >0
LnK; 0
E./R 0 <(
Clave: Criterios fisicos: < 0 Parametro negativo

> 0 Parametro positivo
0 incluye el cero en el intervalo de confianza
+ pasa

Observaciones:  al valor de SQR le sigue el n° de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Tabla 3.59 (cont.).- Discriminacion de modelos: Hidrélisis de ONPG con enzima de
E.coli. Método integral: regresion no lincal de datos a (emperatura

variable.
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO ESTADISTICOS FISICOS
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa.
con inhibicion /R + = () 1 SQR=2.09 (15%)
competitiva por Ln Ky +
galactosa (8) E,w/R + > ()
InK, +
Ea;/'R + ={)
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
con inhibicion EJR + >0 SQR=2,15 (169
acompetitiva por Ln Ky +
galactosa (9) Eu/R + =}
Ln K[ +
E/R + <
Michaelis-Menten Ln k, + No pasa.
con mhibicién no E,/R + > SQR=2,10 (179
competitiva por LnKu +
galactosa (10) E.w/R u >0
Ln .K| +
E /R 0 <0
Michaelis-Menten {Lnk, + No pasa.
con inhibicidén E/R + =0 SQR=1,99 (14%)
mixta por galactosa | Ln Ky +
(11) E./R 1- > ()
Ln K[ 0
Eup"l{ 0 < 0
InkK, 0
E/R 0 <0
Michaelis-Menten | Lnk, + Pasa.
con inhibicién E,/R + >0 SQR=L18 (57
competitiva por InKy +
ONP y competitiva | E_ /R T 0
por galactosa (12) Ln K/ +
Eal gal”fR + >0
Ln K;oue +
Eon/R + >0
Clave: Criterios fisicos: < 0 Parametro negativo

Criterios estadisticos:

Observaciones:

> 0 Parameiro positivo

0 incluye el cero en el intervalo de confianza

+ pasa

al valor de SQR le sigue el n” de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Tabla 3.59 (cont.).- Discriminacion de modelos: Hidrolisis de ONPG con enzima de
E.coli. Método integral: regresion no lineal de datos a temperatura

variable.
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES

METRO | ESTADISTICOS FISICOS
Michaehs-Menten | Lnk, + Pasa.
con inhibicidn E./R + >0 SQR=1,20 {6°)
competitiva por Ln Ky +
ONP y acompetitiva | E_ /R + >0
por galactosa (13) LnKj +

| Eal gﬂl’lR + <0

Ln K onp +

E, one/R + >0
Michaelis- Menten | Ln kg + No pasa.
con inhibicidn EJ/R + >0 SQR=1,11 (4°)
competitiva por LKy * 7
ONPy no Ea/R + =0
competitiva por Lo K . -+
galactosa (14) Ey /R I ¥ >0

Lo Kone 0

Eal ONpl'R 0 <0 (Valor bajo)
Michaelis-Menten | Ln kg + No pasa.
con inhibicion E./R + > (valor altisimo) | SQR=1,11 (39)
acompetitiva por Ln Ky +
ONP y competitiva | E,,/R + > () {valor altisimo)
por galactosa (15) LnK) +

Egi /R + >0

Ln K;onp +

E.i one/R + < () (valor altisimo)
Michaelis-Menten | Ln ko + No pasa.
con inhibicion E/R + > {) (valor altisimo) | SQR=1,22 (7%)
acompetitiva por InKpm +
ONP y acompetitiva | E, /R + >0 (valor alfisimo)
por galactosa (16) Ln K +

B ga/R + < ( (valor altisimo)

Ln K, one +

| Eaow/R + |__<0 {valor altisimo) |
Clave: Criterios fisicos: < 0 Parametro negativo
> 0 Pardmetro positivo
Criterios estadisticos: 0 incluye el cero en el intervalo de confianza

+ pasa

Observaciones: al valor de SQR le sigue el n° de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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Tabla 3.59 (cont.).- Discriminacién de modelos: Hidrélisis de ONPG con enzima de
E.coli. Método integral: regresion no lincal de datos a temperatura

variable.
MODELO PARA- CRITERIOS CRITERIOS OBSERVACIONES
METRO | ESTADISTICOS FISICOS
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa.
con inhibicidon a- E/R + > O (valor altisimo) | SQR=1,10 (2%)
competitiva por Ln Ky +
ONP y no En/R 0 > {) (valor altisimo)
competitiva por Ln K +
galactosa (17) LE::I /R e =0
Ln K onp b
Ea one/R 0 < { {valor altisimo)
Michaelis-Menten | Ln k, | + Pasa.
con inhibicién no E/R + =) SQR=1,08 (1)
competitiva por Ln Ky +
ONP y competitiva | E /R + <{
por galactosa (18) nK a T
Ey /R + < ()
Lo K gne +
Euone/R + =0
Michaelis-Menten Lnk, 0 No pasa.
con inhibicién no E/R + — 0 {valor altisimo) | SQR=1,32(9°)
competitiva por Ln Ky 0
ONP y acompetitiva | E,,,/R + > 0 (valor altisimo)
por galactosa (19} Lu K +
Ea[ gﬂl"fR + <0
Ln K, one + B
L. one/R + < 0 (valor altisimo)
Michaelis-Menten | Lnk, + No pasa.
con inhibicion no E/R + >0 SQR=1,27 (87)
competitiva por L.nkK,, +
ONP y no E../R + =0
competitiva por Ln K, 4
palactosa (20) E./R + <0
Ln K;1 +
] Eaizt”R ] + < (
Clave: Criterios fisicos: < ( Parametro negativo

Criterios estadisticos:

Observaciones:

> 0 Pardmetro positivo
0 incluye el cero en el intervalo de confianza
=+ pasa
al valor de SQR le sigue el n® de orden de mejor a peor ajuste, entre paréntesis.
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T(°C) exp
] 5 CO1 ]
(o] 25 CO10
* 40 CO20
T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

t.C. (min.mg/L)

Figura 3.55.- Datos experimentales de la hidrolisis de ONPG con enzima de E. coli: Influencia
de la temperatura. Conpc ¢=0,25 g/L, Cga 0=0 g/L, Conpo=0 g/L.
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Figura 3.56 .- Datos experimentales de la hidrolisis de ONPG con enzima de E. coli: Influencia
de la temperatura. Conpg ¢=0,5 g/L, Cgi 0=0 g/L, Conp =0 g/L.
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Figura 3.57 .- Datos experimentales de la hidrolisis d¢ ONPG con enzima de E. coli: Influencia
de la temperatura. Conpg 0=1 g/L, Cga =0 g/L, Conpo=0 g/L.
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Figura 3.58.- Datos experimentales de la hidrélisis d¢ ONPG con enzima de E. coli: Influencia
de la concentracion de ONPG. T: 40°C, Cgi 0=0 g/L, Conp0=0 g/L.
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Figura 3.59.- Datos experimentales de la hidrolisis de ONPG con enzima de E. coli: Influencia
de la concentracion de ONPG. T: 25°C, Cg 0=0 g/L, Conpo=0 g/L
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Figura 3.60.- Datos experimentales de la hidrélisis d¢ ONPG con enzima de E. coli: Influencia
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de la concentracion de ONPG. T: 5°C, Cg =0 g/L, Conp0=0 /L.
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Figura 3.61.- Datos experimentales de la hidrélisis de ONPG con enzima de E. coli: Influencia
de la concentracion de galactosa y ONP. T: 40°C, Conpg 0=0,5g/L.
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Figura 3.62.- Datos experimentales de la hidrolisis d¢ ONPG con enzima de E. coli: Influencia
de la concentracion de galactosa y ONP. T: 25°C, Conpg ¢=0,5g/L
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Figura 3.63.- Datos experimentales de la hidrolisis d¢ ONPG con enzima de E. coli: Influencia
de la concentracion de galactosa y ONP. T: 5°C, Conps 6=0,5¢/L.
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3.4.- COMPARACION DE LAS DOS ENZIMAS EN DISOLUCION

En este apartado se compara el comportamiento de las dos enzimas frente a las dos
reaccrones de hidrolisis consideradas. Se analiza la estabilidad v actividad de las dos
cnzimas frente a las caracteristicas del medio de reaccion: composicién ionica, pH,
temperatura, y se comparan los modelos cinéticos seleccionados para cada enzima y cada

reaccion,

3.4.1.- Actividad y estabilidad

En la Figura 3.64 se compara el efecto del pH sobre la actividad de las ecnzimas

utilizadas en las dos reacciones de hidrélisis, tanto en BM como en BP.

* En la hidrélisis de lactosa, 1a enzima de K. fragilis muestra una actividad maxima en
torno a un pH de 6,5 tanto en tampén BP como en tampon BM. Sin embargo, la
actividad es superior en BP que en BM (un 45% mas).

* En esta misma reaccion, la enzima de E.coli tiene su maxima actividad cuando el pH
es, aproximadamente, 6,5 en los dos tampones. También se observa que la actividad
cs mayor cuando el medio de reaccion es BP (un 30% mas que en BM).

¢ Comparando las dos enzimas, se observa que el pH optimo es ¢l mismo y que el
comportamiento con cada tampon es similar. Sin embargo, 1a actividad que muestra la
enzima presente en Lactozym sobre lactosa es tres veces mayor que la mostrada por la
enzima de £. coli.

¢ (Cuando la reaccion que se produce es la hidrolisis de ONPG, la enzima de K. fragilis
muestra una actividad maxima a un pH entre 6,8 y 7,2 en los dos tampones, sicndo la
actividad de la enzima similar en ambos medios de reaccién.

e En la reaccién de hidrélisis de ONPG con la 3-galactosidasa de £. coli, ¢l pH Optimo
esta en torno a 7,0 cuando el medio de reaccion es BM y sobre 7,5 cuando cs BP.

e Comparando el comportamiento de las enzimas frente al pH en esta reaccion, se
observa que el tampon utilizado solo afecta a la enzima de £.coli, por lo que se puede
deducir que la interaccion de esta enzima con ¢l ONPG es algo diferente a la de la

enzima de K. fragilis, si se mide la actividad por ¢l test habitual, empleando ONPG,
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las dos enzimas se comportan de forma parecida, lo que no es cierto cuando el
sustrato es lactosa.

¢ (Comparando ¢l comportamiento con los dos sustratos y en los dos tampones, se
observa que la reaccion de hidrdlisis de ONPG transcurre a la maxima velocidad a un
pH algo superior que el de la reaccion de hidrélisis de lactosa, tanto con la enzima de
[ coli como en la de K. fragilis. El ONPG forma un dipolo permanente, mientras que
la lactosa es una molécula neutra. Seglin el mecanismo propuesto para la accion de las
[3-galactosidasas, las enzimas interaccionan con el grupo glicén, la galactosa. En la
lactosa, el grupo glicon es neutro; en el ONPG, este grupo esta cargado positivamente,
mientras que ¢l resto o-nitrofenol tiene carga negativa, Cuanto mds acido es el pH,
mas positiva es la carga global de una proteina. Una molécula con carga positiva
interaccionara mejor con la enzima a pH mas alto.

» Se ha observado, como ya se ha indicado anteriormente, que {a hidrélisis de ONPG
con la enzima de F.coli transcurre a la maxima velocidad a pH mas acido en BM que
en BP. Como el tampon BP tiene una fuerza iénica mayor que la del tampon BM,
puede ejercer un mayor efecto de apantallamiento que dificulte la interaccion sustrato-
enzima. Como el pH 6ptimo es mayor en el tampdn BP que en el tampén BM, parece
que hay que disminuir el nimero de cargas positivas globales en el medio en el caso
del BP para que la atraccién entre la enzima y el sustrato sea maxima. Parecen ser las
cargas positivas del medio las que bloquean la interaccion. Hay que recordar que la
galactosa del ONPG tiene una ligera carga positiva y que es la parte de la molécula

que se hidroliza que esta mas ligada a la enzima.

Cuando se compara la estabilidad de las enzimas frente al pH (Figura 3.65) se
observa que la enzima de E. coli es mas estable que la de K. fragilis a pH acido. La
enzima de £. coli presenta una estabilidad méxima a pH 8.0, mientras que la de K. fragilis
la presenta a pH 7,0. Las dos enzimas tienen una estabilidad méxima a un pH ligeramente
superior a los valores de pH donde su actividad hidrolitica es maxima. Este hecho es
explicable si se considera que la estabilidad de la enzima al pH depende de la influencia
de los iones H;O' sobre toda la estructura proteica, mientras que ¢l efecto del pH sobre la
actividad es debido a la interaccién de los H3O" con los aminoacidos que forman el centro

activo de la enzima.
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Cuando sc somete a las enzimas a temperaturas altas durante periodos largos de
mcubacion (Figura 3.66), se observa que la enzima de . coli ¢s mis termoestable que la
enzima contenida en Lactozym. Las tendencias de las curvas de desactivacion son algo

diferentes:

* En el caso de la enzima de £. coli, se observa un ligero aumento de actividad a 40°C
durante los primeros minutos de exposicidn, seguido por una pérdida progresiva de la
actividad a tiempos de exposicion mayores. Este hecho parece indicar que hay cierta
activacidn térmica de la enzima cuando se incuba a csa temperatura, relativamente
moderada, o que podria explicarse s1 la enzima pasara de una conformacion plegada
y estable a otra desplegada, mas activa pero mas inestable, que luego degeneraria en
una conformacion inactiva. A 50°C, da la mmpresion de que la enzima se estabiliza
cuando su actividad se ha reducido al 50%, lo que esta dc acuerdo con los resultados
de otro autor (Wadiak y Carbonell, 1975). Parece que la cnzima llcgue a una segunda
conformacién mas estable, aunque menos activa, que luego se desactiva si se deja
incubar mas tiempo a dicha temperatura.

e [a enzima presente en Lactozym presenta una leve desactivacion a 40°C, que es
mucho mayor si se awmenta la temperatura de incubacion. En ambos casos, la
desactivacion es progresiva y se¢ podria pensar que la enzima activa degenera

directamente en una forma inactiva, sin otras formas enzimaticas intermedias.

El medio en el que se hicieron las incubaciones fue tampon BP.
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Figura 3.64.- Efecto del pH en las reacciones de hidrélisis de lactosa y ONPG por jB-
galactosidasas de K. fragilis y de E. coli,
Lactosa: T=40°C; Cy,. ¢=50 g/L; Ce=7 mg/L
ONPG: T=25°C; CONPG 0:50 g/L; CE=0,7 mg/L
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Figura 3.66.- Estabilidad de las enzimas frente al pH. Actividad residual vs
tiempo de incubacion.
Medida de actividad estandar: T=25°C; Conpe; 0=0,5 g/L; C1.=0,7 mg/L
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Figura 3.68.- Estabilidad de las enzimas frente a la temperatura. Actividad residual vs
tiempo de incubacion.
Medida de actividad estandar: T=25°C; Conpe 0=0.5 g/L; C:=0,7 mg/L.
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3.4.2.- Modelo cinético de Ia hidrolisis de lactosa

Como ya se comentd, la enzima de £. coli es menos activa que la de K. fragilis en
la reaccion de hidrdlisis de lactosa. Si se comparan las vclocidades iniciales de reaccion
obtenidas con ambas enzimas a varias temperaturas, Lactozym es, aproximadamente, 5
veces mas activa a 40°C, unas 10 veces més a 25°C y unas 20 veces mas a 5°C. Teniendo
en cuenta que la temperatura maxima de trabajo con ambas enzimas es de 40°C, para
evitar la desactivacion de las mismas, la mayor actividad de Lactozym hace esta enzima

preferible en la posible utilizacion comercial.

Si se compara ¢l efecto de la concentracion inicial de sustrato a las velocidades
miciales de reaccion con ambas enzimas (Figuras 3.10 y 3.41), se observa que, a la misma
temperatura, ¢l aumento de la concentracion inicial de lactosa provoca un mayor aumento
de la velocidad inicial de reaccion cuando la enzima utilizada es la de K. fragilis. Esto
significa que el orden global de reaccidn para la lactosa estd mas cerca de orden 1 en el
caso de la enzima de K. fragilis. Por tanto, el valor de Ky es mayor para esta enzima que

para la de £. coli, es decir, que su afinidad por la lactosa es menor.

La galactosa parece inthibir mas la reaccion catalizada por Lactozym (Figuras 3.11
y 3.42). La inhibicién por galactosa disminuye con el aumento de temperatura en las
reacciones con la enzima de K. fragilis, pero la tendencia no esta clara en el caso de la

enzima de F. coli.

La glucosa no inhibe Ia reaccidon de hidrélisis de lactosa con Lactozym excepto a
temperaturas bajas, mientras que, si se utiliza como catalizador de la reaccién la enzima
de E. coli, se aprecia una moderada inhibicion por este producto en todo el intervalo de
temperaturas (Figuras 3.12 y 3.43). La inlibicidn por glucosa disminuye con la

temperatura en el caso de Ja enzima de E. coli.
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Tabla 3.60.- Resumen de modelos cinéticos para la reaccion de hidrélisis de lactosa con
B-galactosidasas de K. fragilis y de E. coli.

Fuente de Modelo } Parametros del modelo
la enzima
K. fragilis Modelo 8 (Tabla 3.2) 5870+ 441
k, = exp[1,30£1,55~ ———
pe e A2 GG 1({1 10+6200
[ il §)
C - _ - phd
KM {1 + gal ]+er[(. KM 6Xp(28,54i12,23 J
! gl 9001+ 6230
K = cxp[24,58 13,90 — T
F. coli Modelo 6 (Tabla 3.2) 7230+ 180
k, = cxp(lS,?l + 0,60 - -—¥;_k—]
p = kz CE Cfm' ) f
+
KM + C.’ac-[] + Cgiu ] KM = exp(l 1’32 T 5794 o ilgh()lq-;ilgfng
f el
1007 £ 596
K = exp[],Bz +1,28 — ﬁ?—)

En la Tabla 3.60 se comparan los modelos cinéticos seleccionados para las dos
enzimas en la reaccion de hidrolisis de lactosa. Se observa que Lactozym presenta
inhibicién competitiva por galactosa, lo que esta de acuerdo con el mecanismo ping-pong
que se presenta en las [3-galactosidasas, considerando que la enzima queda unida al
galactosido y que €ste sale posteriormente al grupo aglicdn, pudiendo competir con las
moléculas de sustrato, Con la enzima de E. coli sc obscrva inhibicion por glucosa de tipo
acompetitivo, es decir, que el inhibidor sc une a un ccntro alostérico presente en fa

enzima. La galactosa no actia como inhibidor de la enzima de £. coll.

La energia de activacidn de la constante cinética, Ko, en ¢l caso de la enzima de £.
coli es mayor que en Lactozym, por 1o que una disminucion de temperatura afecta mas a
la actividad de la primera enzima. La constante Ky varia de forma mas brusca con la
temperatura en Lactozym, por lo que Ja enzima pierde rapidamente afimidad por la lactosa
segln aumenta la temperatura. La constante K; con Lactozym varia de la misma forma
gue Kyu con la temperatura, lo cual es logico, ya que la galactosa y la lactosa deberian
unirse de forma similar al centro activo, segin el mecanismo propuesto para la accion de

las [-galactosidasas. Con la enzima de E. cofi, K, varia muy suavemente con la
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temperatura, siendo su energia de activacion cuatro veces inferior a la de la constante K.
La E, de la constante de inhibicidén de la glucosa es muy pequeiia, parecida a las que son

propias de las constantes de adsorcion fisica.

3.4.3.- Modelo cinético de 1a hidroélisis de ONPG

Comparando el efecto que tiene la concentracion de sustrato en la velocidad inicial
de reaccion para las dos enzimas (Figuras 3.23 y 3.52), se observa que el orden neto
respecto al ONPG es mas proximo a cero en la enzima de K. fragilis. Por ello, la
constante de Michaelis con la enzima de K. fragilis es mayor que con la de E. coli, por lo
que su afinidad por el sustrato es menor. Por otra parte, en los dos casos, al aumentar la

temperatura, aumenta Ky, es decir, disminuye la afinidad de las enzimas por el sustrato.

El efecto de la galactosa sobre la velocidad inicial (Figuras 3.24 y 3.53) es similar
con ambas enzimas: la galactosa sdlo inhibe cuando sc encuentra en ¢l medio de reaccion
en altas concentraciones. También el efecto del ONP sobre la velocidad inicial de
rcaccion es muy parecido, inhibiendo a concentraciones similares a las del sustrato con

las dos enzimas (Figuras 3.25 y 3.54).

Analizando los modelos cinéticos seleccionados para la reaccion de hidrélisis de
ONPG con ambas enzimas, se observa que se discriminan modelos diferentes. Aunque en
ambos casos existe inhibicidén competitiva por la galactosa, cuando este producto se
encuentra en concentraciones elevadas. La principal diferencia es que la enzima de K.
Jragilis presenta inhibtcion acompetitiva por ONP, mientras que la de £. coli presenta
inhibicion competitiva por este producto. Ambas tienen una gran afinidad por ¢l ONP,
similar a la que presentan por el ONPG, pero el punto de unién del sustrato a la enzima
puede ser algo diferente. En la de E. coli, el ONP puede fijarrse fuera del centro activo y
no interaccionar con la entrada de sustrato. En la enzima presente en Lactozym, el punto

de union del ONP puede estar muy cerca del centro activo, por lo que el ONP bloquea

gstéricamente el centro activo.
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Tabla 3.61.- Resumen de modelos cinéticos para la reaccién de hidrdlisis de ONPG con
[3-galactosidasas de K. fragilis y de E. coli.

Fuente de Modelo Parametros del modelo
la enzima
K. fragilis Modelo 15 (Tabla 3.3) 1216014203
k, = exp 34001320 ——F—
o ky Cu Cope T
T, [ o 8141+3700
Ky, Ll+ KW‘J* Cu-w'(;Li"' K”;.W] KM = CXp(22,34i 13,52"’ S
2883+1704
Ki = eXP029#06,14 - =—
808543982
K, = exp—3586+14,23+ —
E. coli Modelo 12 (Tabla 3.3) 7878+1236
k, = exp 18,20+428 ——————
e kG Cae !
T o) 147614100
K (1o 7 J e | Ky = exp 415041280 - ——— =
3799 +1894
K e = €X 9,78i6,()4—#
5 +
K,ow ™= exp[42,72 +14,50 - 1719_77’475%)

Al comparar los valores y signos de las energias de activacion de los parametros
cinéticos obtenidos, se observa que la constante cinetica (k;) obtenida con la ecnzima de K.
Jragilis tiene una energia de activacidon mayor que la de la enzima de £. coli. Ademas,
csta enzima alcanza su maxima actividad a 35-40°C, mientras que la de £ cofi tiene su
maxima actividad a mayor temperatura, en torno a 40-45°C. La energia de activacion de
la constante Ky con Lactozym es, en cambio, menor que con la otra enzima, lo que indica
que hay diferencia en la unién al sustrato y en la variacidn de la fuerza de dicha unidn con
la temperatura. La afinidad enzima-sustrato disminuye con ¢l aumento de temperatura en
ambos casos, aunque con Lactozym la disminucién es mas lenta. Para la constante de
inhibicion de la galactosa, la energia de activacion en £, coli es similar a la obtenida con
Lactozym. Por tanto, la inhibicion disminuye suavemente con ¢l aumento de temperatura
en ambos casos. La constante de inhibicidn del o-nitrofenol para Lactozym tiene una E,
negativa, indicando una mayor inhibicidon a mayor temperatura. Esta constante para F£.

coli tiene un E, positiva y mayor en valor absoluto a la de la constante obtenida con
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Lactozym, lo que indica una brusca disminucién de la inhibicién por ONP con el aumento

de la temperatura.

Con ambas enzimas, se observa que la energia de activacion de la constante de
Michaelis es similar a la de la constante de inhibicién por o-nitrofenol. Considerando gue
las enzimas presentan una afinidad similar por el ONPG y por el ONP a todas las
tempera-turas, se podria deducir que el ONPG se une prioritariamente a las enzimas por el

grupo o-nitrofenol, no por la galactosa.
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