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INTRODUCCION

Son muchos los procesos industriales, actualmente desarrollados por fermentacidn, sus-
ceptibles de realizarse en reactores enzimdticos con rendimientos elevados y minimizacién de
las etapas de separacién. En este sentido, los procesos fermentativos registran consumo de sus-
trato, al trabajar con microorganismos, que no es directamente empleado en la formacion de
producto sino en su propio mantenimiento celular. Debido a la complejidad de las rutas bio-
quimicas desarrolladas en su interior es posible la formacién de productos secundarios cuando
se modifican las condiciones de operacién: pH, temperatura, etc. Y por otra parte, siempre es
preciso emplear etapas de separacion del producto de interés.

La utilizacién de reactores enzimaticos vendria a solventar los problemas de cualquier fer-
mentacién convencional, aunque pasarfan primero por la necesaria inmovilizacion de las enzi-
mas en un soporte adecuado y requeririan el mantenimiento de su actividad durante largos
periodos de tiempo, dado su elevado coste.

Es precisamente en esta linea donde se inserta el trabajo realizado en la presente memo-
ria, en la que se ha desarrollado el estudio de la cinética de desactivacion de las enzimas glu-
cosa oxidasa (GOD) y catalasa (CAT). En dicho sistema, la enzima glucosa oxidasa actda
como enzima principal oxidando glucosa hasta dcido glucénico y peréxido de hidrégeno,
mientras la enzima catalasa favorece la descomposicién de dicho compuesto. Ambas enzimas
son desactivadas por el peréxido de hidrégeno de forma irreversible.

Se propone un soporte adecuado para la inmovilizacién de ambas enzimas y se cuantifica
cual es su contribucién a la estabilidad del conjunto enzimdtico, proponiendo ecuaciones de
desactivacién de tipo polinémico (empiricas) y basadas en un mecanismo cinético con signifi-
cado fisico claro.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. GENERALIDADES.

En los seres vivos, los catalizadores que hacen aumentar las velocidades de reaccion son
unas proteinas, denominadas enzimas®™* " La enzima glucosa oxidasa cataliza la reaccion
de oxidacién de glucosa para generar 4cido glucénico y peréxido de hidrégeno. La enzima
catalasa, se encuentra fntimamente relacionada con ésta en la naturaleza, de hecho, ambas enzi-
mas suelen formar parte del conjunto enzimdtico de aquellos microorganismos capacitados
para realizar la oxidacion de glucosa (CsH1206) hasta dcido glucénico (CsHiO»).

El 4cido glucénico puede obtenerse utilizando un determinado microorganismo, que desa-
rrollado en un medio adecuado sea capaz de sintetizarlo, esto es, puede obtenerse por via fer-
mentativa. O bien, empleando directamente, en solucién o inmovilizada, la enzima implicada
en el proceso de oxidacién de la glucosa para obtener dicho compuesto.

2.2. PRODUCCION FERMENTATIVA DE ACIDO GLUCONICO.

Actualmente el dcido glucénico se estd fabricando mediante procesos fermentativos. Con-
cretamente, estdn utilizéndose, sobre todo, cepas de Aspergillus niger™" <!\, Sin embargo,
existen otros muchos microorganismos capaces de sintetizarlo, como Pullularia pullulans,
especies de Penicillium, Gliocladium, Scopulariopsis, Gonatobotrys y Endomycopsis™* ™M
wna. 1987} eptre Otros.

En la TABLA 1 se presentan los pardmetros caracteristicos de los procesos fermentativos,
para la produccion de dcido glucénico y gluconatos, en cepas de Aspergillus y Penicillium. Por
ser estos dos géneros los mds productivos en este campo.

2.2.1. PROCESO FERMENTATIVO.

Los medios fermentativos para estos procesos, son soluciones de glucosa monohidrato
(jarabe de glucosa) que deben contener fuentes de nitrégeno, fosfato, potasio, magnesio, y ele-
mentos traza. Utilizdndose a veces liquidos de maceracién de maiz o extracto de levadura
como nutrientes supletorios.

El medio de fermentacidn es inoculado, generalmente, con una suspension de esporas de
Aspergillus niger, pre-crecido por germinacion de dicha suspensién de esporas en un medio
similar al medio de fermentacion.

El proceso fermentativo se lleva a cabo en tanques aireados y agitados de acero inoxida-
ble, con sistemas controladores de temperatura y pH. Si el medio se vuelve demasiado 4cido,
se inhibe la formacién del dcido glucénico, siendo necesario afiadir dlcalis, como carbonato
c4lcico al comienzo de la fermentacién o hidréxido sédico, durante la fermentacion.
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DESACTIVACION DEL SISTEMA ENZIMATICO GLUCOSA OXIDASA-CATALASA. OPERACION EN REACTOR DISCONTINUO

Microorganismo Tipo de [glucosa] Temperatura Duracion Productos Produccion®
fermentacion (%) °C) (h) principales (%)
Acetobacter gluconicum superficie 5 30 96 acido glucoénico 71,8 -77,2
Aspergillus niger NRRL 3 sumergido 24 - 30 33,0-344 <40 gluconato sédico —
Aspergillus niger NRRL 67 sumergido 11,5 30 9 dcido gluconico +
gluconato célcico —
sumergido 15:5 30 18 dcido gluconico +
gluconato o&omoo 97,1
Penicillium chrysogenum sumergido 20 30 53 acido gluconico +
gluconato cdlcico 80,0
sumergido 20 30 192 dcido gluconico +
gluconato célcico 80,0 - 87,0
superficie 20 - 25 30 192 - 240 dcido gluconico +
gluconato cdlcico 60,0
P. luteum purpurogenum superficie 20 - 25 25 216 acido gluconico 55,0 - 65,0

var. rubrisclerotium

* Basado en glucosa consumida.

TABLA 1. Datos de produccién de dcido glucénico y gluconatos a partir de procesos fermentativos con distintas cepas

[Atkinson y Mavituna, 1987]
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Un problema importante del proceso consistia en la cristalizacién de los gluconatos s6di-
co y cdlcico a concentraciones altas de glucosa inicial, lo cual generaba graves problemas, la
solucién fue dada por Pabst (Patente Britdnica 1249347). Al principio de la fermentaci6n s6lo
se afiade parte de la glucosa y se controla el pH a 6.5 por adicién de hidréxido sédico. Con pos-
teriores adiciones de glucosa desciende el pH hasta 3.8 aproximddamente, produciéndose de
este modo una mezcla no cristalizable de dcido glucénico y gluconato sédico.

A continuacién se presenta un esquema del proceso de fabricacién de gluconato sédico

(FIGURA 1).
) Aire
Tanque de jarabe glucosa
Nutrientes l
Filtro de aire
NaOH, antiespumantes, nutrientes
o % Filtro de presién
Evaporador
doble efecto
Tanque de »
alimentacién
O
Fermentador
Bl \ CO L _—@— IAAA
NaOH
Rodillo Intercambiador-
Gluconato sédico desecador tanque jarabe

FIGURA 1. Diagrama de flujo del proceso industrial para la obtencién de gluconato sédico por fer-

mentaclén [Bu'lock et al., 1991]
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2.2.2. RECUPERACION DEL PRODUCTO.

Cuando se utiliza carbonato célcico como agente neutralizante la recuperacién del dcido
glucénico se realiza eliminando el micelio por filtracién. Posteriormente se precipita el sulfa-
to célcico. El 4cido glucénico se evapora hasta una solucién del 50 % en p/v. En la FIGURA
1 puede verse c6mo ademds del evaporador, son'necesarias tres etapas posteriores para conse-
guir separar completamente el producto de reaccion. Asf, si lo que se pretende recuperar es glu-
cono-d-lactona; la lactona cristaliza directamente a partir de soluciones de dcido glucénico,
después de la evaporacién en condiciones controladas.

Por lo tanto, es posible afirmar que la recuperacién del producto en proceso fermentativo
encarece sensiblemente los costes de produccién, debido a la dificultad que conlleva la sepa-
racién del producto, en el medio de reaccion.

2.3. PRODUCCION BIOQUIMICA DE ACIDO GLUCONICO.

La reaccién esencial, en la produccién del dcido glucénico, es la eliminacién por la enzi-
ma glucosa oxidasa de dos dtomos de hidrégeno de la molécula glucosa para producir gluco-

no-d-lactona. Esta se oxida espontdneamente o mediante la enzima gluconolactonasa™ ™
al.,1991]

2.3.1. ENZIMAS IMPLICADAS EN LA PRODUCCION DE ACIDO GLUCONICO.

La posibilidad de realizar la oxidacion catalitica de glucosa para la obtencion de dcido glucé-
nico y derivados, utilizdndose directamente la enzima GOD; en solucion o inmovilizada, sin nece-
sidad de utilizar el microorganismo, abre un enorme rango de posibilidades atin poco estudiado.

Como se ha indicado anteriormente, la enzima glucosa oxidasa cataliza la reaccion de oxi-
dacién de glucosa generdndose dcido glucénico y peréxido de hidrégeno. Este segundo pro-
ducto de reaccidn, peréxido de hidrégeno, llega a provocar la desactivacion irreversible de la
enzima. Una de las opciones para eliminar el peréxido de hidrégeno, es afiadir catalasa al medio
de reaccion, esta enzima cataliza la descomposicién del peréxido de hidrégeno hasta oxigeno y
agua®mr ¢ En este sentido, en la presente memoria se han utilizado, conjuntamente en los
experimentos realizados, las enzimas anteriormente mencionadas: glucosa oxidasa y catalasa.

Para la obtencién de las enzimas glucosa oxidasa y catalasa se suelen emplear procesos en
los que generalmente intervienen los microorganismos: Aspergillus niger'y Penicillium nota-
tum pudiéndose emplear otros como por ejemplo: Acetobacter suboxydans™™ 83,

2.3.2. VENTAJAS DEL PROCESO BIOQUIMICO FRENTE AL PROCESO FERMEN-
TATIVO.
A pesar de que en la actualidad la produccion del dcido glucénico se lleva a cabo por via

fermentativa, son numerosos los problemas que presenta el proceso:
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—Al trabajar con microorganismos, éstos consumen sustrato carbonado no sélo para gene-
rar producto, sino también para sintesis de material celular (anabolismo), para producir
energia para su propio crecimiento (catabolismo) y para mantenimiento celular. Es obvia
la ventaja que presenta la utilizacién directa de las enzimas implicadas en el proceso,
frente a la utilizacién de los microorganismos. De este modo todo el sustrato consumido
es transformado en producto, sin la existencia de consumos adicionales, que repercutan
en la conversion. :

—Debido a la complejidad de las rutas bioquimicas desarrolladas en los micoorganismos,
es posible en ciertos casos, la formacién de productos distintos del dcido gluconico. Esto
ocurre cuando se modifican las condiciones de operacién: pH, temperatura, etc.

—El trabajo con microorganismos presenta siempre la incertidumbre de no saber exdcta-
mente cuales son las reacciones quimicas que estdn teniendo lugar en su interior, con lo
que ésto conlleva.

~Se presentan graves problemas hidrodindmicos en el seno del fermentador debido al
micelio del hongo, que dificulta seriamente la transferencia de materia en el medio de
reaccion.

—Cuando el 4cido glucénico se obtiene por via fermentativa, es preciso separarlo del
medio de fermentacién. Este hecho contribuye a encarecer enormente el proceso global.

Es posible concluir, que la produccién fermentativa del dcido glucénico presenta proble-
mas de operacién que podrian eliminarse en gran parte por via bioquimica empleando técnicas
de inmovilizacién enzimdtica. Por otra parte, el hecho de que todavia se utilice la produccion
fermentativa, se debe muy probablemente a la rdpida desactivacion de la enzima glucosa oxi-
dasa. Este fenémeno implicarfa una reposicion de la carga enzimdtica cada vez que finalice un
ciclo de trabajo, con el consiguiente incremento de coste.

Por todo ello, como se ha comentado en la introduccién, el objetivo de la presente memo-
ria es profundizar en el estudio de la cinética enzimdtica de desactivacién del sistema glucosa
oxidasa-catalasa. En dicho sistema la enzima catalasa realiza una accion protectora de la enzi-
ma principal (GOD); como culminacion de los estudios se propondrd un modelo de desactiva-
cién de las enzimas GOD y CAT en discontinuo que, junto con el disefio del bio-reactor ade-
cuado permitir4 la implantacién de este proceso a escala industrial.

2.4. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA DE REACCION.

A continuacién se comentarén las caracteristicas y aplicaciones industriales mds relevan-
tes de las dos enzimas implicadas en el sistema de reaccién estudiado; asi como del producto
de reaccidn, acido glucénico.

2.4.1. LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA (GOD).

La enzima glucosa oxidasa (EC.1.1.3.4.), de nombre sistemdtico B8-D-Glucosa: oxigeno-1-

oxidoreductasa, cataliza la reaccién de oxidacién de glucosa hasta dcido glucénico y peréxido
de hidrégeno:
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GOD

Glucosa + O: Ac. glucénico + H:0: AH = -80,0 KJ/mol.

2.4.1.1. Caracteristicas de la enzima.

Los microorganismos que presentan mayor contenido en dicha enzima son: Penicillium
notatum y Aspergillus niger. Dependiendo del microorganismo de procedencia de la enzima,
ésta presenta distinto peso molecular; asi, cuando procede de Penicillium notatum es de
152.000 Da, y cuando proviene de Aspergillus niger es de 182.000 Da'ny e 7,

Uno de los productos de la reaccién que cataliza, el peréxido de hidrégeno, resulta ser un
potente inhibidor de la misma, provocando la desactivacién irreversible de la molécula. De este
hecho se deriva su relacién con la enzima catalasa, a la que se dedicard mds adelante otro apartado.

24.1.2. Apli.caciones industriales de la enzima.

Las aplicaciones industriales de la enzima corresponden a procesos en que se precisa eli-
minar glucosa u oxigeno®'y o' 1%,

La glucosa oxidasa pertenece a un amplio grupo de enzimas que catalizan procesos de oxi-
dacién: catalasa, superéxido dismutasa, glutatién peroxidasa y colesterol oxidasa; siendo la
glucosa oxidasa una de las enzimas mds utilizadas en la industria alimentaria como antioxi-
dante. Su utilizacién previene cambios en el color, aroma y sabor de los alimentos durante su
procesado, transporte y almacenamiento. Asf pues, se afiade a bebidas de citricos, a la cerve-
za, al vino, salsas, asi como a una gran variedad de alimentos secos, como las mezclas para
reposteria y a las sopas instantdneas™s= !,

La vida ttil de los alimentos de origen marino puede prolongarse mediante tratamiento con
una mezcla de glucosa oxidasa y catalasa. El 4cido glucénico que se forma hace descender el
pH, inhibiendo asf{ el deterioro microbiano sin afectar las propiedades organolépticas del ali-
mento™=m= 191 Resulta de vital importancia en tecnologia de alimentos, aumentar la vida de los
productos alimenticios por eliminacién continua del oxigeno que difunde a través del envolto-
rio. Esta aplicacion se basa en que la actividad enzimdtica se mantiene durante largos periodos
de tiempo a las temperaturas de almacenamiento de los alimentos, normalmente en frio.

La glucosa oxidasa también se utiliza para eliminar la glucosa residual en los alimentos
que contienen huevo y clara batida, previniendo asf las reacciones de pardeamiento (reaccio-
nes de Maillard, entre glucosa y proteina ) y la generacién de sabores y olores desagrada-
bles™semn 191 Especialmente se utiliza en el queso en porciones evitandose la formacion de
compuestos oxigenados asociados con aromas indeseables.

Una de las aplicaciones mds relevates de la enzima es su utilizacion en andlisis clinicos
para determinar D-glucosa. Antes de su utilizacién debe separarse de la catalasa que la con-
tamina, la cual puede catalizar la degradacion del peréxido de hidrégeno generado. Esta
separacion se suele conseguir basandose en el hecho de que la glucosa oxidasa contiene resi-
duos de carbohidratos que pueden ser degradados por la dextranasa o el peréxido de sodio,
reduciéndose asf la extension en la que la catalasa interacciona con la glucosa oxidasa, faci-
litdindose la separacién de las dos enzimas por cromatografia de columna. Se trata del andli-
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sis de un compuesto concreto, D-glucosa, contenida en un medio complejo, fluido fisiol6gi-
co, que suele realizarse empleando métodos de espectrofotometria o bien electrodos enzi-
maticos.

Asi, la determinacién cuantitativa de D-glucosa se realiza por espectrofotometria utilizan-
do GOD (de Aspergillus niger) y peroxidasa. Inicialmente la GOD oxida la D-glucosa, dando
lugar a la produccién de peréxido de hidrégeno, que se ensaya posteriormente por la accién
combinada de la enzima peroxidasa y de un colorante redox apropiado, siguiendo espectrofo-
tométricamente la formacion del producto coloreado®eremeses 1974 Gucesay Hubble, 19901,

Mediante la utilizacién de electrodos enzimdticos la determinacion se realiza de forma
mds sencilla, rdpida y precisa. Normalmente, estos electrodos suelen estar constituidos por una
membrana en la que se encuentra inmovilizada la enzima, utilizando muy diversas técnicas'™
ter et al., 1991; Tatsuma et al, 1994 y Masuda et al. 19941 By este sentido, Hornby y colaboradores™s™'*! idearon los
primeros reactores enzimdticos heterogéneos tubulares abiertos (OTHERs) en los que la enzi-
ma estaba unida covalentemente a la superficie interna de un tubo. Usualmente se utiliza un
tubo de nylon de 1 mm de calibre impregnado internamente con uno o mds enzimas utilizan-
do diversas técnicas. Las preparaciones de glucosa oxidasa se presentan como una de las mds
estables; su vida titil oscila entre 1 y 18 meses cuando los tubos se almacenan rellenos con un
tampén a 4 °C. Se pueden usar de 1.000 a 30.000 veces antes de que se haga aparente una dis-
minucién significativa de su actividad. Sin embargo, deben protegerse de los pH extremos, los
metales pesados y otros venenos de enzimas. La longevidad de los tubos puede aumentarse
afiadiendo un agente antimicrobiano a la solucién tampdn™sem 11,

2.4.2. LA ENZIMA CATALASA (CAT).

La enzima catalasa (E.C. 1.11.1.6.), de nombre sistemdtico H:02:H:0:. oxidoreductasa,

cataliza la reaccién de descomposicion del peréxido de hidrégeno hasta oxigeno y agual®*=?
Mavituna, 1987].

CAT
H:0: + H:20:

0: + 2H:0 AH = -50,0 KJ/mol

2.4.2.1. Caracteristicas de la enzima.

Esta enzima se encuentra en los peroxisomas de las células de los microorganismos acom-
pafando a la enzima glucosa oxidasa™os" et 196 Letninger, 1959,

Los microorganismos que presentan mayor contenido de dicha enzima son: Penicillium
vitale y Aspergillus niger. Cuando la enzima procede de Aspergillus niger presenta un peso
molecular de 232.000 Da, estando constituida por cuatro subunidades de peso molecular apro-
ximado 57.000 Da y un grupo prostético de protoporfirina, cuyo dtomo central es el hierro™"
ninger, 1989].

Entre las sustancias quimicas que inhiben su actividad catalitica se encuentran la urea y,

fundamentalmente, el per6xido de hidrogeno, que puede llegar a desactivar la enzima irrever-
Siblemente[Tsc y Gough, 1987; Tse y Leypoldt., 1987; Do y Hossain, 1987; Vasudevan y Weiland, 1990]
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2.4.2.2. Aplicaciones industriales de la enzima.

Sus aplicaciones industriales se refieren normalmente a procesos en los que se requiere
eliminar peréxido de hidrégeno. Entre estos deben citarse su utilizacién en la esterilizacion en
frio de la leche y el queso, asi como su empleo con igual fin en el blanqueo de textiles y pelu-
queria.

En la industria ldctea se utiliza convencionalmente un 0.05 % de H.O: para pasteurizar
en frio la leche destinada a la fabricacién de quesos y para la conservacién de leche en algu-
nos paises que no disponen de medios de refrigeracion. Este peréxido tiende a reducir el
valor alimentario de la leche o el queso, al oxidar algunos aminodcidos, particularmente la
metionina. Por ello tras la pasterizacién, el peréxido se elimina mediante el empleo de cata-
lasa[Wiseman. 1991 ].

Otras aplicaciones significativas son aquellas en las que se requiere la generacion de oxi-
geno de alta pureza para un fin muy especifico. Este es el caso de la produccién de oxigeno
para esterilizacién en medicina, como nutriente de crecimiento microbiano en farmacia, en la
fabricacién de cementos porosos y en la industria de produccion de goma espuma'“ .,

Otra aplicacidn, relevante desde el punto de vista de los procesos enzimaticos, es el desa-
rrollo de reactores para la produccién de dcido glucénico™« -1,

2.4.3. EL PRODUCTO DE REACCION: ACIDO GLUCONICO; GLUCONATOS.

El 4cido glucénico, se presenta, como ya se ha mencionado anteriormente, de muy diver-
sas formas: como gluconato de sodio, de calcio, o de hierro, o glucono-d-lactona, todos ellos
facilmente transformables a dcido glucénico (CsHi:0v), y presentan un amplio abanico de apli-
caciones.

El 4cido glucénico es utilizado como agente complejante, particularmente para el calcio
en formulaciones de detergentes®™ <11 Suele comercializarse en soluciones al 50% con
aplicaciones en la industria ldctea, para evitar la formacién de “piedras de leche” y en las
industrias conserveras, para la limpieza de botes de aluminio.

Los gluconatos de calcio e hierro tienen su aplicacién directa en terapias médicas y vete-
rinarias, solventando deficiencias en estos iones, debido principalmente a su elevada solubili-
dad y una tolerancia adecuada del organismo humano y animal® - Baflock el 1991,

El gluconato sédico es empleado fundamentalmente como secuestrante de iones calcio e
hierrro, en el lavado alcalino de botellas, en la industria textil y en la limpieza de superficies
metdlicas.

Por ltimo, es posible encontrar la forma esterificada intramolecularmente, glucono-d-lac-
tona, cuya aplicacién principal es la de acidulante de accién lenta en panaderia.

2.5. CINETICA ENZIMATICA EN SISTEMA HOMOGENEO.

Seguidamente se describe el comportamiento cinético de las enzimas glucosa oxidasa y
catalasa en solucién, por separado. Y posteriormente, se realizard un estudio considerando el
sistema conjunto de ambas enzimas.
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2.5.1. CINETICA DE LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA EN SOLUCION.

El comportamiento de la enzima glucosa oxidasa (GOD) en solucién puede explicarse
tomando como base dos mecanismos de tipo “ping-pong” simples, conducentes a la misma
ecuacion de velocidadinon y Lester, 1974 Pasker y schwarz, 1987 Por otra parte, cuando se trabaja en condi-
ciones de saturacién de oxigeno, es posible aplicar la ecuacién de Michaelis-Menten directa-
mente, obteniendo buenos resultados en la prediccién del comportamiento cinético del siste-
malParker y Schwartz; 1987]'

En un mecanismo de tipo “ping-pong”, el producto se obtiene mediante la intervencién de
dos sustratos, siendo éste un mecanismo tipico de reacciones de transferencia de grupos
mediante enzimas sustituidas. En el caso concreto del sistema estudiado, la enzima glucosa
oxidasa pasa de una forma totalmente oxidada a un estado totalmente reducido y vuelve al esta-
do totalmente oxidado, cerrando el ciclo catalitico. '

2.5.1.1. Mecanismo de tipo “ping-pong” 1.

El primero de los mecanismos propuestos™« s+ %7 eg e] siguiente:

k+l k+2
Eod§ =——— [Ef] Er + A
ki '
k+3
Er + O2 Eo + H202

Donde se tiene:

Eo: concentracién de la forma oxidada de la enzima;
Ex: concentracion de la forma reducida de la enzima;
G: concentracién de glucosa (reactivo);

A: concentracién de dcido glucénico (producto);
[EG]: concentracion del complejo enzima-sustrato;
O: concentracién de oxigeno disuelto.

Supuesta la hipétesis de estado estacionario, es decir, supuesto que la concentracién del
complejo enzima-sustrato y enzima reducida en el medio permanecen constantes.

La concentracion total de enzima es, Er:

Er = Eo + Er + [EG]

Ecuacion 1
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y también:

d[EG]

at = KuEoG - (Ki+K=») [EG] =0

Ecuacion 2

Por tanto, la concentracion de complejo [EG] sera:

K+l EOG

[EG] = :
Ko+ Ke Ecuacion 3

De la misma forma, la concentracién de enzima reducida es la siguiente:

di“ = K. [EG] - KoExO = 0
K. [EG
w  BuEG].
K+3O

Ecuacion 4

Y sustituyendo la ecuacion (3) en la (4) se tiene:

K+l K+2 EoG

K+ K K @)

Er =

Ecuacion 5

Si de la ecuacién (1) se despeja la concentracion de enzima oxidada y se sustituye [EG] y
Ex, se tiene:

K+ 1 K+2 EoG K* 1

R E.G
Ki+ K K O Ki+ K

E. = Er -

Ecuacion 6
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Tomando factor comiin Eo y agrupando los términos:

Er
K+l K+’.7 _G_ + K+l G + 1
Ki+ Ko K (0] K.+ K
Ecuacion 7
Y dividiendo numerador y denominador por G se tiene:
Er
G
Eo =
K+l K+2 1 K+l 1

SN + S
K.+ K K O Ki+ K G
Ecuacion 8

Por otra parte, la velocidad de formacién del producto A sera:

—dA— = K+2 KH Eo G
dt K.+ K

Ecuacion 9

Y sustituyendo la expresion de Eo obtenida:

K+
K.+ K

K+2ET

dA _

dt
1 Ka K 1 Ka
+

G K-l + K+2 K+3 _O— K-l + K+2

Ecuacion 10

Simplificando dicha expresién se obtiene la ecuacion de velocidad para la formacién de
dcido glucoénico.

dA K«Er
dt
K.+ K K.
K K
+ 1
G O Ecuacion 11
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O también:

A = I'max

Ecuacion 12

Si se denomina 1 a la velocidad de formacién de producto y se tiene en cuenta que k«Er
corresponde a la velocidad maxima de la catdlisis para la enzima ( Imax ).

La expresion de las constantes es la que se indica:

K-l + K+2
o= ————
K+l
K+2
Bo= ——
K+3

Ecuacion 13

2.5.1.2. Mecanismo de tipo “ping-pong” 2.

El segundo de los mecanismos propuestos!*“»tee= " para explicar el comportamiento
de la enzima GOD en solucién conduce a la misma ecuacién cinética que en el primer meca-
nismo se obtiene, pero se basa en el siguiente esquema de reaccion:

K K
Eo + G [EG] Er + A
K K
Er + O: [EO] Eo + H:0:

Donde se tiene:

Eo: concentracién de la forma oxidada de la enzima;
Ex: concentracién de la forma reducida de la enzima;
G: concentracién de glucosa (reactivo);

A: concentracién de dcido glucénico (producto);
[EG]: concentracién del complejo enzima-sustrato;
[EO]: concentracién del complejo enzima-oxigeno;
O: concentracién de oxigeno disuelto.
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Al igual que en caso del mecanismo 1, la concentracién de enzima total es la siguiente:

Er = Eo + Er + [EG] + [EO]

Ecuacion 14

Aplicando la hipdtesis de estado estacionario:

d[EG]
— = K+E.G-K»[EG] = 0
Ecuacion 15
d[EO
[dt ] = K+3EoO-K+4[EO] =0
Ecuacion 16
dEx
d = K+2[EG]‘K+3ERO = O
t
Ecuacion 17
De donde:
K+l
[EG] = E.G
K+2
Ecuacion 18
[EO] K+3
= X E:O
Ecuacion 19
E K+l EOG
* K+3 O

Ecuacion 20
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Despejando de la ecuacion (14) EO y sustituyendo las expresiones de [EG], [EO] y Er se
tiene:

Er
Bs = G
K“l K+1 (k¢2 + K+4) 1
+— +—
KO KoK G

Ecuacion 21

La expresion de la velocidad de formacién de producto sera:

an = i‘A‘_ =K+1EOG
dt

Ecuacion 22

Y si se sustituye la ecuacién (21), se tiene:

K+1ET

1 Kal K. (Koz + Ko)
G KsO KoK

an =

Ecuacion 23

La transformacién de numerador y denominador multiplicando por el factor ((kik«) /
(k+1(ks2+ks4)) tiene como resultado:

T'max

P
O

n =

+ + 1

L)
G
Ecuacion 24

Donde las constantes toman las expresiones que se indican:

K2 K
T'max =—#-"_ET

K+2 + K«t
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K+2 K+4
K+l (K+2+ K+4)

Ko+ K
K (Ko + Ku)

Ecuacion 25

Como es posible observar, los dos mecanismos ping-pong conducen a la misma expresion
de velocidad, si bien los significados fisicos de los parimetros son diferentes en cada caso,
puesto que difieren las expresiones de las constantes.

En la bibliografia se encuentran algunos valores de los pardmetros de la ecuacion cinética para
ambos mecanismos. Asi, en el caso del mecanismo 17y Sv %7 se tiene que k« =14.000M"/s;
ki=0s-"; ke =1,000s"y ka= 1,95 -10°M"/s. Por otra parte, para el mecanismo 2!Axnonyteser 741
se tiene que: ka= 11,944 M"'/s; ko= 0,093 s; k=5 -10° M'/s y ku= 1,171 s

La forma matemdtica de la ecuacién cinética bisustrato es una superficie cuya geometria
depende de los valores de las constantes fc y fo, y que tiende a valores nulos cuando las con-
centraciones de glucosa u oxigeno son nulas.

2.5.1.3. Mecanismo de Michaelis-Menten (Simplificacion monosustrato).

Aunque en el caso de la oxidacién de glucosa hasta dcido glucénico por la enzima GOD
se encuentran implicados dos sustratos, es posible simplificar sustancialmente el tratamiento
matemdtico cuando se trabaja a saturacién de oxigeno. En ese caso, la cinética de la enzima
deja de depender de la concentracién de oxigeno, pudiendo simplificarse hasta la ecuacién de
Michaelis-Menten.

k+l k+2
E+G ———— [EG] E+A (02 = cte).
k-

Donde se tiene:

E: concentracién neta de enzima, en este modelo no se consideran formas oxidada y reducida;
G: concentracién de glucosa (reactivo);

A: concentracién de dcido glucénico (producto);

[EG]: concentracién del complejo enzima-sustrato.

La concentracion total de enzima es:

Er=E + [EG]

Ecuacion 26
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Aceptando como vilida la hipétesis de estado estacionario.
%tc‘—] =KuE " G - (K: + K+) [EG] =0
Ecuacion 27

Y también:

K+

—— —E-G
Ki+ K

[EG] =

Ecuacion 28

Realizando las sustituciones oportunas, la concentracién de enzima libre puede escribirse
como:

Ko+ K

Ecuacion 29
En consecuencia, la velocidad de formacién de producto toma la forma:

rn = Ko[EG]

K+2ETG
K-l + K¢2
K

Ia =

+G

Ecuacion 30

0, como normalmente se expresa dicha ecuacion:

ImaxG
Ku+G

Ia =

Ecuacion 31
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Donde:
I'max = K+2ET
KM = K-l + K+2
K+l

Ecuacion 32

Expresion que puede deducirse de la ecuacién bisustrato cuando se sustituye la concen-
tracién de oxigeno por un valor constante. En este caso, tanto rmx como Kv dependen del valor
de dicha constante.

2.5.2. CINETICA DE LA ENZIMA CATALASA EN SOLUCION.

2.5.2.1. Mecanismo de Michaelis-Menten.

Los modelos propuestos para la enzima catalasa son del tipo Michaelis-Menten'® "),
puesto que, aunque inicialmente se pueden formular segin un mecanismo de tipo ping-pong,
el sustrato que toma parte en las dos semirreacciones es el mismo, de modo que resulta posi-
ble la simplificacion de la expresién cinética.

En este caso, el mecanismo tipo Michaelis-Menten podria exponerse como sigue:

K+ k2
Eo+ P———= [EP]——+E+:
| &
K
Er+P Eo + H:0

Donde se tiene:

Eo: concentracion de la forma oxidada de la enzima;
Exr: concentracion de la forma reducida de la enzima;
P: concentracién de peréxido de hidrégeno (reactivo);
[EP]: concentracion del complejo enzima-sustrato;
O: concentracién de oxigeno disuelto.

La concentracion total de enzima es:

Er=Eo + [EP] + Er

Ecuacion 33
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A partir del mecanismo propuesto se pueden definir las velocidades de formacién de oxi-
geno, asi como la variacion en la concentracién de cada una de las formas de la enzima, del
siguiente modo:

do
_—= +2 EP
it [EP]
di“ — KuEoP + Ku[EP] + KoExP
d[iP] = KuEoP - (K+ + K22) [EP]
d(i“ = K+[EP] - K:ExP

Ecuacion 34
Si se considera vilida la hipétesis de estado estacionario, la ecuacién de produccién de

oxigeno puede expresarse como sigue:

dO _ K-EP

At Ku+P

Ecuacion 35
Donde Ku agrupa ahora una serie de constantes diferentes a las anteriores para la otra enzi-

ma:

K-l + K+2 K+2
+
K+1 K+3

Ku=

Ecuacion 36

Aunque los modelos propuestos inicialmente para el comportamiento cinético de la
enzima catalasa eran de tipo Michaelis-Menten simple, se ha comprobado que dicha aproxi-

macién es vélida sélamente cuando se opera a bajas concentraciones de peréxido de hidroge-
no[Vasudevan y Weiland, 1990]
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2.5.2.2. Mecanismo de Jones.

En la bibliografia se puede encontrar otro modelo para la cinética de catalasa en solucion,

que contempla la existencia de compuestos (o complejos) conocidos desde hace tiempo. Dicho
mecanismolersy Wmetones. 19621 pyede formularse como sigue:

k+l
B+ P~———— [EF]

k.

k+2
Bl 4P s==———== [FPP]

k-

k+3
[EF] ——[EP7]

K
[EP*] + P

E + 0+ H.0

Donde se representa:

E: concentracion de enzima;

P: concentracién de perdxido de hidrégeno (reactivo);

[EP]: concentracién del primer complejo catalasa-peréxido;
[EP*]: concentracion del segundo complejo catalasa-peréxido;
[EPP]: concentracién del complejo catalasa-diperéxido, no activo;
O: concentracion de oxigeno disuelto.

La variacién de la concentracién de las diferentes especies es posible formularla como sigue:

% = K.E - P + Ki[EP] + Ku[EP¥]P

%tl’l —K.E - P- (K + Kos + KoP)[EP] + Ko[EPP]
%ﬂ = K. [EP]P - K-[EPP]

d—[%fﬂ = K[EP] + K«[EP*]P

in?—= K[EP*]P

Ecuacion 37
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A partir del mecanismo propuesto, y teniendo en cuenta la aproximacién de estado esta-
cionario es posible deducir la ecuacién de produccion siguiente:

do TaxP
To = d— — >
{ P4 Kt B
Ki

Ecuacion 38

Siendo Er la concentracion total de enzima, los coeficientes toman la forma matemadtica
siguiente:

I'mx = 2KuEr

1 _ K2

K ~ K,
W 2 K.+ K + K
K+I K+4

Ecuacion 39

Los valores mds ajustados de las coeficientes cinéticos encontrados en la bibliografia son
los siguientes: 0,087+0,002 M, para Ku; 0,56+0,02 M, para Ki 'y 295+5,0 umol/min g, como
Va]or de rmax[Vasudcvan y Weiland, 1990].

- 2.6. FACTORES QUE INFLUYEN EN LAACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS GLUCOSA
OXIDASA Y CATALASA.

Son numerosos los factores que influyen en la actividad enzimdtica; concentraciones de sustra-
to, producto y enzima, existencia de inhibidores en el medio, pH, temperatura, fuerza idnica, etc. En
concreto, en los siguientes apartados se va a estudiar en el caso de las enzimas sometidas a estudio,
la influencia del pH, la fuerza i6nica y la temperatura sobre la actividad de las enzimas estudiadas.

2.6.1. INFLUENCIA DEL PH.

En general, las enzimas son activas en un rango limitado de pH. Usualmente cada enzima
presenta un pH 6ptimo porque, al igual que otras proteinas, poseen muchos grupos ionizables,
de forma que los cambios de pH pueden alterar su conformacidn, su capacidad de unién con
el sustrato y la actividad catalitica de los grupos que forman el centro activo. Los efectos pue-
den ser, bien un cambio en la velocidad de reaccion méxima (Vms.) 0 un cambio de la afinidad
de la enzima por el sustrato (K«), bien una alteracion en la estabilidad de la enzimaVisema 19911,
La TABLA 2 muestra los pK. de grupos que suelen encontrarse en el centro activo, sensibles
a la concentracion de protones en el mediotSe ¥,
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GRUPO pka AHionizacisn (Kcal/mol)
a-carboxilo (final de cadena polipeptidica) 30-32 1,5

B o y-carboxilo (de 4cido aspdrtico o glutdmico) 30-5,0 1,5
Imidazol (de histidina) 55-70 6,9-17,5
a-amino (final cadena polipeptidica) 7,5-80 10,0 - 13,0
Amino terminal (de lisina) 9,5-10,6 10,0 - 13,0
Sulfhidrilo (de cisteina) 8,0-85 6,5-7,0

OH fendlico (de tirosina) 98-10,5 6,0
Guanidinio (de arginina) 11,6-12,6 12,0 - 13,0

TABLA 2. pK. y entalpias de ionizaci6n para los grupos mds significativos del centro activo. Los valo-
res concretos dependen de la temperatura y otros factores del medio.

Del mismo modo, los grupos ionizables del sustrato pueden verse afectados por el pH del
medio, lo cual puede ser decisivo a la hora de constituirse el complejo enzima-sustrato. Asi,
cuando se observa una gran amplitud de rango de pH 6ptimo, esto se debe normalmente a que
el sustrato no puede ionizarse.

En la realidad, en gran cantidad de reacciones enzimdticas industriales, el pH cambia a lo
largo de la reaccién, dependiendo de la capacidad tamponante de los sustratos y los productos
implicados. Ademds, el pH afecta a la estabilidad de la enzima. Por tanto, podemos concluir
que generalmente el pH 6ptimo de trabajo se calcula estableciendo un compromiso entre los
efectos en la actividad y en la estabilidad de la enzima.

En el caso concreto de la enzima glucosa oxidasa, su pH 6ptimo es de 5,8!Atimony Maviuna. 1967,
En la bibliografia se recogen datos acerca de su comportamiento frente al pH. Asf, en la FIGU-
RA 2 se observa cémo el porcentaje de actividad es de un 10% del mdximo para pH 3, aumen-
tando segtin la secuencia tipica en forma de campana hasta pH entre 5,5 y 5,8, disminuyendo
nuevamente hasta niveles del 10% a pH 8!Foriery Bélanger. 19911,
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FIGURA 2. Comportamiento de la enzima GOD frente al pHForiery Béneer 1911,
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Por otra parte, como puede observarse en la FIGURA 3, la enzima catalasa presenta un
comportamiento diferente respecto al pH. Su pH Gptimo se presenta aproximadamente en
74Uy zhans 1999 Tnicialmente, para pH 5,0 se observan actividades del 20%, el mdximo de acti-
vidad se alcanza para pH entre 7 y 7,5; para posteriormente disminuir totalmente su actividad
por encima de pH 8.5.

100 —
g 80 -
:§_ 60 -
<
LU -
e 40
a 20 -

0 T T T T T
4 9 6 7 8 9 10
pH

FIGURA 3. Comportamiento de la enzima CAT frente al pHUey#e 2,

2.6.2. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA.
A medida que aumenta la temperatura se observan dos fenémenos:

—La mayoria de las reacciones quimicas transcurren con mayor velocidad, debido a que su
incremento trae como consecuencia un aumento de la energfa cinética de las moléculas
reaccionantes, teniendo como resultado un mayor nimero de choques eficaces por uni-
dad de tiempo.

—Sin embargo, la reaccién catalitica se pone en peligro. La estabilidad de la enzima dis-
minuye por inactivacién térmica, puesto que se trata de moléculas proteicas complejas y
su actividad catalitica es consecuencia de su estructura fragil, precisa y altamente orde-
nada. Dicha estructura yuxtapone grupos R de aminoacidos especificos de tal manera que
conforman los lugares de anclaje estereoespecificos del sustrato y el centro activo. Asi,
cuando una molécula de enzima absorbe mucha energia, la estructura terciaria se rompe
y la enzima queda desnaturalizada, perdiendo completamente su actividad catalitica.

De modo que, conforme aumenta la temperatura, el incremento esperado de la velocidad
de reaccién se produce como consecuencia del incremento en las colisiones, aunque también
se incrementa la velocidad de desnaturalizacion.

Las consideraciones teéricas acerca de la influencia de la temperatura, realizadas anteriormen-
te, pueden expresarse en forma matematica mds o menos compleja, para cualquier cinética enzi-
matica. A continuacién se realiza el desarrollo para el caso de una cinética de Michaelis-Menten.
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Como se ha indicado anteriormente (ecuacién 31), la cinética de Michaelis-Menten pro-
pone que la velocidad de reaccion enzimdtica es:

Ira = K+2[EG]
Ecuacion 40

Por tanto, la velocidad de reaccién va a depender de la concentracién de complejo [EG] y
del valor de k.. En un esquema simplificado, la variacién de la velocidad de reaccién enzimd-
tica con la temperatura puede ser descrita en términos de los cambios en el valor de k+, segin
la ecuacién de Arrhenius.

Ko =Aexp —IST—

Ecuacion 41

Donde se tiene:
A: constante de Arrhenius;
Ea; energia de activacion;
R: constante de los gases;
T: temperatura.

Si se conocen A y Ea, es posible evaluar k.» para una temperatura dada. Si son desconoci-
dos, pueden determinarse facilmente midiendo rma para dos temperaturas diferentes.
Tomando logaritmos en la ecuacion (41), tenemos que:

E.
RT

Lnk. =LnA -

Ecuacion 42
Por tanto, para dos temperaturas diferentes:

Lnrzmax = LnA = Ea
RT:

Lnrlmax = LnA = Ea
RT:

Ecuacion 43
y restando ambas expresiones, se obtiene:

I rzlmax _ Ea T -T2
T max R T. T2

Ecuacion 44
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En la prictica, es mds preciso realizar experimentos en un amplio rango de temperaturas y
representar In tm.. frente a 1/T. En el caso de las enzimas, la relacion de Arrhenius es valida sélo
en un rango estrecho de temperaturas'“< i 1%0_debido a los efectos anteriormente comentados.

En el caso concreto de la enzima glucosa oxidasa, la bibliografia recoge la curva de acti-
vidad relativa de la enzima cuando ésta se encuentra en solucién; FIGURA 4. Las medidas se
realizaron tomando un tiempo de ensayo de 10 minutos en buffer acetato de pH 5,8. Como pue-
de observarse, el mdximo de actividad se encuentra entre los 30°C y 40°C, con una caida muy
rdpida a partir de los 40°C y desactivacin progresiva de la enzima' w15,

Por otra parte, la enzima catalasa presenta poca dependencia respecto de la temperatura,
FIGURA 5, es decir, no se observan cambios muy significativos en la actividad relativa de la
enzima hasta pasados los 40°C VieyZhe 19931 Sy temperatura dptima de operacion se encuentra
en el entorno de los 30°C, aprecidndose desactivacion siginificativa de los 60°C en adelante.

100 - B
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FIGURA 4. Comportamiento de la enzima GOD frente a la temperatura/ oo < 1%,
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FIGURA 5. Comportamiento de la enzima CAT frente a la temperatura’» =z 193
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2.7. CINETICA DE DESACTIVACION ENZIMATICA EN SISTEMAS HOMOGENEOS.

La mayor parte de la bibliograffa sobre cinética enzimdtica se refiere a datos de velocida-
des iniciales de reaccién y a los efectos reversibles del comportamiento de las enzimas. Sin
embargo, un aspecto de vital importancia cuando se pretende un uso a largo plazo de la enzi-
ma, para trabajar en continuo, es el conocimiento de la cinética de desactivacion de las enzi-
mas implicadas en el proceso. En tal situaci6n, la viabilidad econémica del proceso depende-
r4 fundamentalmente de la vida del biocatalizador.

En la desactivacién de una enzima pueden estar implicados factores como:

—Las posibles conformaciones alostéricas que pueda presentar la enzima, de marera que en
funcién de las condiciones del medio, la enzima se presentard en su forma mds activa o no.

—La desnaturalizacién de las proteinas que conforman la enzima.

—Inhibicién por producto de reaccién, como ocurre con las dos enzimas estudiadas en la
presente memoria.

—Y, por supuesto, serdn decisivos los factores pH y temperatura del medio, en la posible
desactivacion de las enzimas.

Asi pues, se han hallado en la bibliograffa, datos referentes a la desactivacion de la enzima
GOD con respecto al pH y la temperatura. No habiendo sido posible en el caso de la enzima CAT.

En lo que respecta a la influencia del pH en la desactivacién de la enzima GOD, en la
FIGURA 6 se observa que la gréfica caracteristica de desactivacion a pH 8, presenta una pri-
mera pendiente muy acusada hasta las primeras 10 horas, siendo la disminucién posterior mds
gradual, y siempre con valores por debajo del 10 pfoskiroractal. 1988,

Por otra parte, en la FIGURA 7, se muestran las curvas de desactivacion térmica de la
enzima GOD a 50°C y 60°CFriery éneer. 191 Pyede observarse que, en el caso de 50°C la desac-
tivacién es bastante lenta, para los 60°C la desactivacién es muy rdpida, pasdndose en 30 minu-
tos de actividad 100% a 30%.
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FIGURA 6. Desactivacién de la enzima GOD frente al tiempo para un pH = 8 (<esiharova ctal. 19551,
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FIGURA 7. Desactivacién de la enzima GOD para distintas temperaturas!™r> B 11,

2.7.1. DESACTIVACION POR DESNATURALIZACION.

La composicién y forma de una proteina viene definida por cuatro estructuras; estructura
primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria.

La estructura primaria nos informa de la secuencia y orden en que se encuentran los ami-
nodcidos que la constituyen. La secundaria, nos informa de la posicion espacial que ocupan
dichos aminodcidos. Conociéndose tres tipos principales de estructuras secundarias: la o-héli-
ce, la estructura p o de ldmina plegada y la hélice del coldgeno. La estructura terciaria, infor-
ma sobre la disposicion de la estructura secundaria en el espacio y, por tanto, del tipo de con-
formacién que poseen. La estructura cuaternaria nos informa de la unién, mediante enlaces de
tipo débil, de varias cadenas polipeptidicas, idénticas o no, originando un complejo proteico.

Las protefnas s6lo poseen actividad en forma de estructura terciaria. La pérdida de esta
estructura se denomina desnaturalizacién. La estructura terciaria se estabiliza a través de dos
tipos de enlaces: uno fuerte de tipo covalente: puentes de disulfuro (entre a.a. de metionina) y
otro de tipo débil: puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals y puentes salinos.

Al ser las enzimas moléculas estrictamente proteicas, su estabilidad también dependera de
estas fuerzas de caracter débil, que implica que las proteinas presentan configuraciones alternati-
vas de mayor o menor actividad biol6gica, que estdn en “equilibrio” en sentido energético®'y o=
58 A modo de ejemplo, se tiene que la diferencia de energfa libre entre los estados nativo y com-
pletamente desnaturalizado de la lactoalbimina, es de sélo 9,0 Kcal/mol; aunque es necesario
pasar varias barreras de energia para realizar la transicién desde una conformacion a otra. Como
consecuencia, puede decirse que la estructura proteica nativa es sélo ligeramente estable. De ahf,
que no nos resulte sorprendente la gran variedad de factores fisicos y quimicos que puedan causar
alteraciones en la estructura quimica de la proteina, con la consiguiente reduccion de actividad.

En la TABLA 3y yoiis 1986 e myestran factores que influyen en la desnaturalizacién de las pro-
tefnas. Sin embargo, es necesario indicar que son sus combinaciones las que determinan la veloci-
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dad de desactivacién de la enzima. Por ejemplo, la sensibilidad de una proteina a la desnaturaliza-
ci6én a temperaturas elevadas puede variar ampliamente con el pH de la solucidn, y la influencia de
varias combinaciones temperatura-pH es normalmente diferente de una proteina a otra. En este sen-
tido, es posible identificar un gran conjunto de propiedades diferentes de las proteinas, a menudo
relacionadas, que pueden quedar afectadas por los factores fisico-quimicos mostrados en la Tabla.

DESNATURALIZADOR BLANCO PROCESO PRODUCTO FINAL
DESNATURALIZACION FISICA
Calor Enlaces de hidrégeno | Aumento del contenido | Agregados altamente
energético desordenados
Frio Enlaces hidrofébicos Alteracién de la Agregados altamente
estructura del desordenados

disolvente.
Grupos solvatados Deshidratacién Mondmeros inactivos
Fuerzas mecdnicas Grupos solvatados Cambios en la Agregados altamente
solvatacién desordenados
Radiacién Grupos Fotooxidacién o
funcionales(enlaces ataque por Agregados altamente
peptidicos,etc) radicales desordenados
DESNATURALIZACION QUIMICA
Acidos Enlaces peptidicos Disminucién Desnaturalizacién total
(his, por ejemplo) interacciones idnicas
estructurales
Bases Enlaces peptidicos Disminucién Desnaturalizacidn total
(tyr,cySH, interacciones idnicas
por ejemplo) estructurales
Compuestos organicos Enlaces de hidrégeno | Disminucién de las Desnaturalizacion total
rompedores de enlaces interacciones

de hidrégeno
Sales

Disolventes

Tensioactivos

Oxidantes
Metales pesados

Agentes quelatantes

Grupos polares y
no polares
Grupos no polares

Zonas hidrofébicas
(todos) y grupos
cargados (t. i6nicos)
Grupos funcionales
(cySH, met, try, etc.)
Grupos funcionales
(cySH, his, y otros)
Cationes importantes
para su estructura

o funcién

de hidrégeno
Aumento en la fuerza
i6nica del medio
Solvatacion de los
grupos no polares
Formacién de regiones
micelares

Disminucion de los
enlaces estructurales
Disminucién de los
enlaces estructurales
Sustitucién del ligando
o expulsién del catién

Agregados altamente
desordenados

Regiones peptidicas
con regiones helicoidales
Estructura parcialmente
desordenada

Estructura parcialmente
desordenada

Enzima inactiva

Enzima inactiva

DESNATURALIZACION BIOLOGICA

Proteasas

Enlaces peptidicos

Hidrdlisis de enlaces
peptidicos terminals

Oligopéptidos,
aminodacidos.

TABLA 3. Resumen de los posibles desnaturalizadores de proteinas y sus efectos® o 1%,
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Normalmente, los datos de desactivacién de enzimas suelen obtenerse exponiendo la enzi-
ma a condiciones desnaturalizantes durante algunos intervalos de tiempo, en ausencia de sus-
trato, para luego hacer un ensayo de actividad en presencia de sustrato.

2.7.2. INFLUENCIA DE LA DESACTIVACION EN LA CINETICA ENZIMATICA.

En los modelos cinéticos de desactivacion, casi siempre cabe pensar que la aproximacion
de primer orden es vélida, puesto que la ruptura de un sélo enlace en el centro activo puede
implicar la desactivacion de la molécula®'e» 0! %,

En el modelo més simple, la forma activa de la enzima (E.) sufre un cambio quimico o

66, 2

estructural irreversible a una forma inactiva (Ei), a una velocidad “r” proporcional a la con-
centracion de enzima activa re=Ka Ea.

ka

Ha—Ei

En consecuencia, en un sistema de reaccién homogéneo la variacién de la concentracion
de enzima activa (E.) con el tiempo puede expresarse como:

dE.
dt - 'KdEa,
E.(t)
I —
"E©) - K¢

Ecuacion 45

Como ya se ha indicado con otras constantes de velocidad, la variacién de la constante de
desactivacién con la temperatura puede ser descrita, en primera aproximacion, por la ecuacién
de Arrhenius.

Si se incluye el modelo de desactivacién anteriormente expuesto en la ecuacion de Michae-
lis-Menten, es posible obtener una expresién global que recoja las velocidades de reaccion y
desactivacion de la enzima.

ket kez
E.+S ———=RES—>E.+P
ka1
ka

E.—— E

Donde S representa al sustrato de reaccién y P al producto.
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Asumiendo que el proceso de desactivacién suele ser mucho mds lento que la reaccién de
catdlisis, y considerando la aproximacién de estado estacionario, se tiene que:

- K+2EaTS
Kv+ S

Ip

Ecuacion 46

Siendo E.r la cantidad total de enzima activa presente, y desaparece exponencialmente en
el tiempo.

2.7.3. CINETICf\ DE DESACTIVACION DE LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA EN
SOLUCION.

2.7.3.1. Mecanismo tipo “ping-pong”.

La enzima glucosa oxidasa es bastante estable frente a las temperaturas elevadas y los
cambios de pH, por ello, el factor principalmente responsable de su desactivacion es el perd-
xido de hidrégeno, uno de los productos de reaccién!™ > %, La desactivacion por peréxido
de hidrégeno es irreversible, siendo la forma reducida de la enzima mds sensible que la forma
oxidada y desactivdndose casi 100 veces mds rdpida. La bibliografia propone en este caso un
mecanismo cinético de tipo “ping-pong” para la desactivacion por peréxido de hidrégeno. De
forma que éste ataca a todas las especies implicadas en el esquema de reaccion del tipo “ping-
pong” 2, desactivandolas mediante una reaccion de primer orden.

Como se indicé en el apartado 2.5.1.2., para un mecanismo del tipo “ping-pong” 2, la
ecuacién de produccién depende de tres pardmetros: fms, fo, Bo (ecuacion 24). Asimismo la
concentracién de las especies intermedias Er y [EO] se puede calcular como se indicé (ecua-
ciones 19y 20).

Si de dichas ecuaciones se despejan [EO] y Ex en funcién de Eo, y se sustituyen en la ecua-
ci6n (14), se pueden deducir expresiones particulares para cada especie, como la mostrada en
la ecuacion (21):

psO
Eo=Er
GO + 0O + BoG
G
Er=Exr i
GO + B3O + poG
[EO]=E a0
=7 GO + B0 + BG

Ecuacion 47
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Por otra parte se piensa en un esquema de desactivacion de primer orden, en el que cada
una de las formas de la enzima manifiesta cierta inhibicién por peréxido de hidrégeno, se tie-
ne el esquema de desactivacion siguiente:

ki

Eo + H:0: E:
ko

Er + H:0: E
kis

EO + H:0: E

Donde E;, representa la concentracién de enzima desactivada.
A partir de dicho mecanismo y las expresiones de la ecuacién (47), es posible deducir las
ecuaciones cinéticas de desactivacion:

L KiPEr PO
dt GO + 0 + BoG
s _ KuPE: s
dt GO + B0 + PG
d
12l = KisPEr 6t
dt GO + SO + BoG

Ecuacion 48

Dicho conjunto de ecuaciones podria simplificarse en el caso de sistemas que trabajen con
concentraciones de oxigeno a saturacién. Asimismo, es preciso tener en cuenta que el valor de
B. suele ser muy pequefio y, por tanto, de poco peso en las expresiones. Por tanto, la expresion
simplificada podria adquirir la siguiente forma:

dEaT
dt

= KiPEar

Ecuacion 49
Donde E.r representa la concentracion total de enzima activa en cada instante. La integra-
cién nos llevaria al siguiente esquema exponencial para la actividad observada, suponiendo

ésta proporcional a la concentracién de enzima activo:

a=e
Ecuacion 50

Siendo “a” la fraccién de actividad especifica inicial que queda en el instante t.
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2.7.4. CINETICA DE DESACTIVACION DE LA ENZIMA CATALASA EN SOLUCION.

2.7.4.1. Mecanismo tipo Michaelis-Menten.

El primero de los mecanismos que recoge la bibliografia para la desactivacién de catala-
salTey Goueh 19%7) gjoyie €] mecanismo que se expone a continuacion:

kai
Eo + H20: Ei
ka
[EP] + H20: Ei
kas
Er + H:20: Ei

Donde Ei es la forma inactiva de la enzima y sus correspondientes velocidades de desac-
tivacion son las siguientes:

Ki+ K Er
Kai P
K+l KM + P
dEr e E >
dt = Ku+p
K. E
Ka : P g
K+3 KM + P

\ W,

Ecuacion 51

Dependiendo del mecanismo preponderante de desactivacion, la expresién global puede
adquirir diferentes formas. En la prictica, sin embargo, seria dificil distinguir entre las tres
ecuaciones, que suelen agruparse en la expresion siguiente:

dEr _( ap bR
i | KusP T Kusp B

Ecuacion 52
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En aquellos casos en los que la concentracion de peréxido sea mucho menor que el valor
de Ku, la desactivacién de catalasa puede considerarse de primer orden respecto del peréxido
de hidrégeno. Lo que nos llevarfa a una ecuacion de velocidad de la forma siguiente:

a= e-K(,-x-Kth

Ecuacion 53

Donde “a” es la fraccién de la actividad especifica inicial que queda en el tiempo t; ko es
la constante de velocidad de desactivacién en ausencia de perdxido de hidrégeno; y ke es la
constante de desactivacion en presencia del mismo.

2.7.4.2. Mecanismo de tipo Jones.

Ademds del mecanismo comentado anteriormente para la desactivacion de catalasa, se ha
propuesto otro mas recientelVsueany eimd. 1901 Ep dicho mecanismo se considera que cada uno de
los complejos que intervienen en la catdlisis de tipo Jones, se desactiva por peréxido de hidré-
geno.

Kai

E + H20: Ei

kd2

[EP] + H:0: Ei

kd3

[EPP] + H:0: Ei

Donde la E: es la forma inactiva de la enzima, que ha sido desactivada irreversiblemente. La
expresion de desactivacion que resulta de aplicar la cinética formal a este caso es la siguiente:

_d_a_ _ KdPra
dt P+ Ku+ P’

i

Ecuacion 54

En dicha expresién; “n”, puede tomar los valores 1, 2 6 3; aunque, segun la bibliografia,
los mejores ajustes se obtienen para n=1.

2.8. TECNICAS DE INMOVILIZACION ENZIMATICA.

Las enzimas son generalmente catalizadores mucho mds sensibles que los catalizadores
quimicos inorgdnicos tradicionales, suelen presentar ciertas dificultades en su utilizacién con

48



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

disolventes orgénicos (generalmente hidréfobos) o en condiciones de temperatura o pH eleva-
dos. La posibilidad de operar con reactores cataliticos enzimdticos viene dada por la utiliza-
cién de técnicas de inmovilizacién de enzimas. De otra forma, trabajar en continuo con la enzi-
ma en solucién es inviable debido a la pérdida de enzima por lavado y la necesidad de su con-
tinua reposicién. Este hecho conllevaria costes econémicos insostenibles.

Asi pues, el desarrollo de la tecnologia de inmovilizacién enzimdtica ha eliminado
muchos de estos inconvenientes y posibilitado la operacién continua, la reutilizacién de las
enzimas, el mejor control de la reaccién, la obtencién de productos mds especificos y rendi-
mientos mayores, con el consiguiente incremento de su rentabilidad. enmedy y Melo 19%],

Las enzimas pueden ser inmovilizadas sobre una gama muy amplia de soportes. En los
dltimos afios, se ha incrementado drdsticamente el mimero de métodos disponibles para la
inmovilizacién de enzimas, pudiendose utilizar para tal efecto una gran variedad de técnicas
de inmovilizacién. Se podrd, por tanto, clasificar de muy diversas formas los distintos tipos de
enzimas inmovilizados. A pesar de ello, podemos clasificar de manera general las técnicas de
inmovilizacién segin sean o no, las enzimas, solubles en agua y segun exista 0 no enlace qui-
mico en la inmovilizacion.

En la FIGURA 8, se presenta un esquema de la clasificacién de técnicas de inmovilizacién
enzimdtica, adoptado en la presente memoria.

|MF:T0D0s DE INMOVILIZACION ENZIMATlcﬂ

v

!METODOS PARA ENZIMAS sownmﬂ ’METODOS PARA ENZIMAS INSOLUBLﬂ

CON DERIVACION SIN DERIVACION

B’IETODOS FI'SI% ﬁVIETODOS QUiMICOSJ — > [ENTRECRUZAMIENTO|

ADSORCION ENLACE AL SOPORTE

ATRAPAMIENTO EN GEL [ADSORCI()N IONICA

Y
| ATRAPAMIENTO EN FIBRA| ENLACE IONICO
Y Y
[MICROENCAPSULACIOM [ ENLACE METALICO (QUELACION) |

Y

[ ENLACE COVALENTE |

FIGURA 8. Clasificacién de los métodos de inmovilizacién de enzimas.
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2.8.1. METODOS DE INMOVILIZACION PARA ENZIMAS SOLUBLES EN MEDIO
ACUOSO.

2.8.1.1. Métodos fisicos.

Los métodos fisicos se basan en la inmovilizacién de la enzima a través de fendmenos fisi-
cos e interacciones de tipo débil.

2.8.1.1.1. Adsorcion.

El procedimiento de preparacion es tan simple como mezclar la enzima y el material de
soporte bajo condiciones adecuadas y, después de un periodo de interaccion, separar el deri-
vado de enzima insoluble del material en solucién.

Es el método cldsico mds simple utilizado en la inmovilizacion de enzimas. Para que se
produzca adsorcion es preciso establecer un contacto adecuado entre la enzima y la superficie
del soporte. Dependiendo de la naturaleza del soporte, el enlace con la enzima puede ser resul-
tado de interacciones fisicas, hidrofébicas, de van der Waals o idnicas, considerdndose esta
ultima una interaccién fuerte!Creenoush et al. 1994 Koopal y Nelte, 194],

La gran ventaja de las técnicas de adsorcion fisica se centra en su simplicidad. Pero, su
principal inconveniente es la facilidad de desorcién de las enzimas del soporte durante su uti-
lizacion, al tratarse de equilibrios dindmicos basados en interacciones débiles.

En caso de utilizacién de adsorcién iénica, su gran ventaja continda siendo la simplici-
dad de trabajo. Este tipo de adsorcidn interactia en mayor medida con la enzima y hay
menos problemas de posibilidad de desorcidn, sin embargo al darse interacciones de tipo
iénico, si que se puede afectar a la estructura de la enzima de manera negativa, disminuyen-
do su actividad.

Se han utilizado estas técnicas para inmovilizar GOD sobre carbono activo platinizado en
la construccién de electrodos o biosensores!@= <+ 194 En otras ocasiones, suele emplearse
una técnica mixta que inicialmente es adsorcion, pero que pasa por una etapa posterior de
entrecruzamiento con glutaraldehido. Este es el caso de la inmovilizacién de GOD sobre esfe-
ras de ldtexKoopaly Noke, 1994]

En la inmovilizacion de CAT las técnicas de adsorcion, en la bibliografia, aparecen como
poco aconsejables, probablemente por la facilidad de lixiviacién que presenta.

2.8.1.1.2. Atrapamiento.

Los métodos de atrapamiento consisten en el bloqueo del movimiento de las enzimas en
una estructura molecular cerrada, pudiendo ser €sta la red de un polimero; o bien membranas
semipermeables que presentan poros lo suficientemente pequefios como para evitar la lixivia-
cién, aunque permitan la difusién de sustrato y producto.

La inmovilizacién por atrapamiento puede ser por: atrapamiento en gel, atrapamiento en
fibra, porosa o trenzada, y microencapsulacion.
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La inmovilizacién por atrapamiento en gel implica la ubicacién de las enzimas en los hue-
cos intersticiales de la red de un polimero insoluble. Dichas redes pueden obtenerse a partir de
sus precursores: monémeros, oligémeros o poliméricos, mediante cambios en las variables de
solubilidad (disolvente, temperatura, fuerza idnica, y pH), y teniendo en cuenta las caracteris-
ticas de la reaccion de gelificacion.

La principal ventaja de estas técnicas de atrapamiento en gel se encuentra en que una vez
ubicada la enzima en el soporte, no hay ningtin tipo de problema por posible reacciéon quimi-
ca soporte-enzima que pueda alterar las caracteristicas de ésta ultima. Sin embargo, muchas de
estas técnicas precisan de la presencia de las enzimas en el medio, durante las reacciones qui-
micas de la preparacion de los polimeros y este periodo si que puede representar una desven-
taja. Otro posible problema lo puede constituir el hecho de que las redes generadas presentan
normalmente una distribucién de tamafio de poros muy amplia, de modo que cuando se opera
con el biocatalizador durante periodos de tiempo muy largos se registra cierta lixiviacién en el
medio de reaccion.

Una de las técnicas mds empleadas para la inmovilizacién de GOD, fundamentalmente
para la construccion de electrodos, es su inmovilizacién por atrapamiento en peliculas de poli-
pirrol[anicr et al., 1991; Fortier et al., 1990; Bélanger et al., 1989; Bélanger et al., 1990; Bélanger et al., 1992; Centonze et al., I992]' Tamblén son muy uti'
lizados los derivados del metacrilato.

La inmovilizaciéon de CAT puede realizarse por atrapamiento mediante la polimerizacién
de epoxidiacrilato sobre membranas de celulosa [Selli et al., 1993], cuando se pretende cons-
truir electrodos; y también por atrapamiento en geles de alginato o c-carragenato!Akerik  Tarhan. 195]

En segundo lugar, en el atrapamiento en fibra, las enzimas son inmovilizadas en las micro-
cavidades de ciertas fibras sintéticas. Este método ofrece ventajas derivadas de las caracterfs-
ticas funcionales de estos soportes, como son: su resistencia frente a los dcidos y bases débi-
les, frente a valores elevados de fuerza idnica, y frente a algunos disolventes organicos. Por
otra parte, el nimero de enzimas a inmovilizar mediante esta técnica es pequefio, puesto que
solo es efectivo para enzimas con pesos moleculares altos. Su inconveniente principal radica
en la necesidad de utilizar medios inmiscibles con el agua, como disolventes poliméricos y
agentes precipitantes, que pueden originar cierta desactivacion parcial del catalizador!Gemeiner 1992],

También es posible inmovilizar GOD por atrapamiento sobre fibras compuestas de celu-
losa-6xido de titanio hidratado® > 193 Para CAT no se suele emplear esta técnica.

Por 1iltimo, las técnicas de microencapsulacion implican la inmovilizacién de las enzimas
dentro de membranas esféricas semipermeables al paso sustratos y productos. Siendo las reaccio-
nes generadoras del encapsulamiento, generalmente, reacciones de coacervacion o de interfase.

Entre las ventajas de la microencapsulacion se encuentra el proporcionar una elevada rela-
cién superficie/volumen, que posibilita un contacto adecuado entre el sustrato y la enzima, y
la posibilidad de inmovilizar varias enzimas en un sélo paso. Las principales desventajas radi-
can en que la técnica no es aplicable a sustratos de elevado peso molecular, y suele producir-
se cierta desactivacion del catalizador durante el proceso de inmovilizacién. En algunos casos,
ademds se registra lixiviacion.

La microencapsulacion de GOD puede realizarse facilmente formando membranas semi-
permeables de poliurea, mediante un proceso de polimerizacidn interfacial, partiendo de tolue-
nodiisocianato y tetrametilenpentamina™ostin <t 2l 19931,

Se presentan dos tablas, TABLAS 4 y 5, en las que se recogen los métodos fisicos y sopor-
tes mds utilizados para inmovilizar las enzimas GOD y CAT, respectivamente.
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GOD Técnica Soporte Grupos implicados Aplicacion Observaciones Referencia Bibliografica
ADSORCION Carbono activo Construccion elec- Greenough et al., 1994.
platinizado trodos o biosensores
Mixta: ADSORCION | Esferas de latex Glutaraldehido Inicialmente adsorcién, | Koopal y Nolte, 1994.
+ ENTRECRUZA- luego entrecruzamiento
MIENTO con glutaraldehido.
M ATRAPAMIEN- Peliculas de Construccion de Muy empleada. Fortier et al.,1990; 1991.
E TO EN GEL polipirrol electrodos. Polimerizacion por Belanger et al., 1989; 1990;
T corriente eléctrica. 1992.
Centonze et al., 1992.

(0]

D Derivados del Gel de polimetacrilato Muy empleada. Masuda et al., 1993; 1994.

(0] metacrilato. (PMMA) polimerizacion.

S

Gel de polihidroxi-etil- Polimerizacion. Mercer y O’Driscoll, 1981.
metacrilato

F (PHEMA).

M GELIFICACION Alginato cdlcico. Cargas ionicas. Técnica muy simple. Nakao et al., 1994.

- IONOTROPICA.

C ATRAPAMIENTO Red de gel de silice. | Tetrametoxiortosilicato Técnica innovadora. Brinker y Scherer, 1990.

(0] SOL-GEL. (TMOS) Polimerizacion. Yamanaka et al., 1992.

S Braun et al., 1992.
ATRAPAMIENTO Fibras: celulosa-6xido Kurokawa y Ohta, 1993.
SOBRE FIBRAS. de titanio hidratado.

MICROENCAP- Membranas semi- Partiendo de: Técnica muy simple. Hoshino et al., 1993.
SULACION. permeables poliurea. | toluenodiisocianato y Polimerizacion
tetramentilenpentamina. interfacial.

TABLA 4. Métodos fisicos empleados para la inmovilizacién de GOD.
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2.8.1.2. Métodos quimicos.

2.8.1.2.1.Entrecruzamiento.

Los métodos de entrecruzamiento estdn basados en la formacién de enlaces entre las molé-
culas de enzima, en ausencia de soporte, o entre las enzimas y un soporte. Este tipo de inmo-
vilizacién suele realizarse mediante el uso de reactivos bi- o multifuncionales, denominados
brazos espaciadores, tales que en sus extremos poseen grupos funcionales, que reaccionan por
un extremo con un grupo funcional de una enzima y por el otro con otro grupo, bien de otra
enzima, bien de un soporte. Entre los reactivos mds empleados para este tipo de inmoviliza-
Clén deStaca el glutaraldehl’dolﬂossain y Do, 1985; Tse et al., 1987;Thompson y Kim, 1988; Wu y Weng, 1990; Dalvie y Baltus, 1992; Murakami, et al.,1994;
Matuszewski et al., 1994].

Existen algunas técnicas para inmovilizar GOD por entrecruzamiento. Uno de los princi-
pales reactivos para dicha técnica son los derivados de la acrilamida, como es el caso del copo-
limero acrilamida-metacrilamidat®swon<ts- 9% También se ha inmovilizado glucosa oxidasa por
entrecruzamiento en un soporte mixto: polivinilalcohol-algod@netereve etal- 1955,

Las enzimas GOD y CAT han sido inmovilizadas por entrecruzamiento sobre espuma
de clara de huevo mediante reaccién con glutaraldehido™ s> ®se= 4 fundamentalmente
con objeto de eliminar glucosa. Otros dos soportes para inmovilizacién por entrecruza-
miento son el gel de poliacrilamida, por reaccion con glutaraldehido ™y Vst 1991 1y e] alco-
hol polivinilico, mediante reaccion con tereftaldicarboxialdehido y 2-amino-4,6-dicloro-s-
triazina[Tarhan. 1‘)91].

2.8.1.2.2. Enlace ionico.

Método basado en fijar las enzimas a soportes que contienen residuos cambiadores de
iones, diferencidndose de la adsorcién en que la unién es mucho mds fuerte. La fortaleza que
adquiera la unién enzima-soporte depende fundamentalmente del pH y la fuerza i6nica del
medio. Esta dependencia hace que pequefios cambios en dichos factores puedan provocar la
lleVlaClén de la enzima{McLarenyPacker, 1970; Gemeiner, 1992]'

Los soportes utilizados normalmente son resinas cambiadoras de iones, bien catiénicas
(carboximetil, sulfopropil y derivados de sulfato), bien aniénicas (dietilaminoetil, amonio cua-
ternario, y derivados de trietanolaminas).

2.8.1.2.3 Enlace metilico.

La unién enzima-soporte mediante enlace metélico implica el uso de compuestos qui-
micos que contengan metales de transicién. La utilizacién de dichos compuestos tiene por
objeto activar la superficie del soporte y permitir el acoplamiento directo de la enzima'%™m"
1992]

~ Entre dichos compuestos se encuentran, fundamentalmente, las sales amonicas de tita-
nio y circonio, obtenidas mediante neutralizacién de las sales de los metales de transicién
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con amonfaco. En algunas ocasiones se utilizan como soportes 6xidos hidratados metali-
Cos.

Un ejemplo muy representativo de este tipo de inmovilizacién lo constituyen los iones
titanio, que se coordinan fundamentalmente con los grupos nucledfilos (hidréxidos, tioles,
amino, etc.) de las enzimas y soportes, proporcionando enlaces adecuados. Los mejores sopor-
tes para este tipo de inmovilizacién son aquellos que contienen grupos hidroxilos susceptibles
de ser intercambiados, como es el caso de la celulosa.

Dentro de las técnicas para inmovilizar CAT mediante enlace metilico, destaca su inmo-
vilizacién en cerdmicas que contienen ZrQ,sen et 1721, '

2.8.1.2.4. Enlace covalente.

Los métodos de enlace covalente se basan en la promocidn, en las condiciones de
reaccién adecuadas, de la unién covalente de la enzima con el soporte. Estos métodos pre-
sentan algunos inconvenientes importantes, como son la dificultad en la seleccion de las
condiciones de inmovilizacién y la escasez de soportes que posean grupos reactivos ade-
cuados para el enlace directo a las enzimas. Entre los soportes adecuados se encuentran
copolimeros derivados del anhidrido maleico, y copolimeros basados en anhidridos del
dcido metacrilico y derivados fluorados, yodoalquilmetacrilatos, ete!Me > Feere 1758y Uyeds:
1976]

La mayoria de los soportes no poseen estos grupos reactivos, aunque si contienen otros
grupos como hidroxilo, amino, amido o carboxilo, que requieren activacion previa a la for-
macién del enlace covalente enzima-soporte. En la eleccion del método de inmovilizacion,
es preciso tener en cuenta que el soporte no utilice para su enlace con la enzima, grupos reac-
tivos pertenecientes al centro activo, puesto que se registraria una disminucién en su activi-
dad catalitica.

Las mayores ventajas de las técnicas de inmovilizacion covalente consisten en que no
se registra lixiviacién de las enzimas fuera del soporte; ademds, dada la amplia variedad de
reacciones y soportes con grupos funcionales adecuados (o susceptibles de ser activados), se
trata de un método de inmovilizacién de aplicabilidad general.

Los casos de inmovilizacién de la enzima GOD por enlace covalente son los més nume-
rosos dentro del conjunto de referencias bibliogréficas. Entre los soportes mads empleados
para esta enzima se encuentran todos aquellos derivados que proceden de la silice, o la inmo-
vilizacién sobre esferas de vidrio o aliimina, ldminas de nylon, etc.

La enzima CAT también ha sido inmovilizada en particulas de vidrio activadas por g-
aminopropiltrietoxisilano, que luego anclan a la enzima mediante reaccién con glutaraldehi-
do; y sobre alumina y perlita.

En la bibliografia también se han encontrado datos acerca de la inmovilizacién conjun-
ta de GOD y CAT sobre DEAE-Sephadex™"*! y sobre membranas de coldgeno™ -7,
utilizando glutaraldehido como reactivo.

En las TABLAS 6 y 7 se presentan los métodos quimicos y soportes mds utilizados para
inmovilizar GOD y CAT, respectivamente. Ademds, al final de la TABLA 7 se recogen las
dos técnicas halladas en la bibliograffa para inmovilizar GOD y CAT a la vez en un mismo
soporte.
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ON E

GOD Técnica Soporte Grupos implicados Aplicacién Observaciones Referencia Bibliogrifica
ENTRECRUZAMIEN- | Derivados de la acrila- | Copolimero: acrilamida- Rishpon et al., 1990.
TO. mida. metacrilamida
poli (N-isopropilacrilamida- Construccion de elec- Tatsuma et al., 1994.
co-vinilferroceno) (PAF). trodos.
Soporte mixto. polivinilalcohol-algodén. Construccién de elec- Kozhukharova et al., 1988.
M trodos.
E ENLACE COVALENTE. | Derivados de la silice. Derivado carbonilo de gel de Activado mediante Cloruro Gongalves et al.,1991.
1 silice (Spherosil XOBOL15) de titanio (IV).
(0]
D Esferas de vidrio Activado con y-aminopro- Hossain y Do, 1985.
o piltrietoxisilano. Posterior Thompson y Kim, 1988.
reaccién con glutaraldehi- Wu y Weng, 1990.
S g y
do. Murakami et al., 1994,
Derivados de silice y Técnicas complejas. Reac- Mikkelsen y Lennox, 1991.
Q esferas de vidrio. cién con clorhidrato de car-
U bodiimida.
m Alimina Activado y-aminopropil- Dalvie y Baltus, 1992.
M trietoxisilano, reaccién con
I glutaraldehido
C Silochrome Se activa con borohidruro Abraham et al.,1993.
(9] sddico.
S . .
Lédminas de nylon Thompson y Kim, 1988.
Menbranas de poliéster Reaccién con glutaraldehido. Matuszewski et al., 1994.
Geles de poliacrilami- Activado con hipobromito Carvalho et al., 1986.
da con terephtalato de sédico.
polietileno.

DESACTIVACION DEL SISTEMA ENZIMATICO GLUCOSA OXIDASA-CATALASA. OPERACI

TABLA 6. Métodos quimicos empleados para la inmovilizacién de GOD.
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DESACTIVACION DEL SISTEMA ENZIMATICO GLUCOSA OXIDASA-CATALASA. OPERACION EN REACTOR DISCONTINUO

2.82. METODOS DE INMOVILIZACION PARA ENZIMAS INSOLUBLES EN
MEDIO ACUOSO.

2.8.2.1. Inmovilizacion de enzimas insolubles sin derivacion.

Las técnicas de inmovilizacién de enzimas insolubles se basan en el confinamiento fisico
en membranas semipermeables, fibras huecas 0 membranas de ultrafiltracién, con objeto de ser
utilizadas durante largos periodos de tiempo!®emed > Mt 201,

Entre sus ventajas mds relevantes cabe destacar que se trata de un método simple, que per-
mite la inmovilizacién simultdnea de varias enzimas, y que no existe lixiviacion. Ademads, en
raras ocasiones se produce ataque bacteriano a este tipo de sistemas.

Por otra parte, las desventajas que presenta son inherentes a la técnica de inmovilizacion,
registrandose reduccion de las velocidades de reaccién debido a la resistencia a la permeabili-
dad de las membranas. Otras desventajas son la desactivacién parcial de la enzima, debido a
fuerzas de agitacion intensas, y dificultades para trabajar con bajas concentraciones de sustra-
to, debido a fenémenos de absorcion en la membrana.

2.8.2.2. Inmovilizacién de enzimas insolubles por derivacion.

Las enzimas insolubles pueden ser modificadas quimicamente por reaccion con compues-
tos de elevado peso molecular. Sin embargo, se pueden utilizar compuestos de bajo peso mole-
cular en aquellas situaciones en las que €stos aumentan la estabilidad de la enzima o el peso
molecular del complejo. Una vez derivada la enzima insoluble y transformada en soluble, es
posible su inmovilizacién, fundamentalmente en membranas semipermeables.

Las reacciones empleadas en la preparacion de derivados solubles poliméricos suelen ser and-
logas a las utilizadas para inmovilizacion covalente de las enzimas a soportes insolubles/™ %0,

Este método permite el uso de membranas de ultrafiltracién con porosidades elevadas,
posibilitando una difusion mds rapida de los productos, y reduciendo los efectos de la inhibi-
cién por producto.

El mayor inconveniente para la preparacién de derivados insolubles estriba en la gran
laboriosidad de los procesos de purificacion requeridos en la etapa final de separacion.

2.9. INMOVILIZACION ENZIMATICA POR ATRAPAMIENTO EN GELES DE
ALGINATO.

La algina y los alginatos son polimeros orgdnicos conocidos y utilizados desde hace 60
afios en la industria alimentaria, debido a su capacidad para estabilizar, emulsificar, suspender,
formar peliculas y producir geles/ %, Otra de sus principales ventajas es que constituye
un extenso grupo de soportes no téxicos adecuados para la administracién de medicamentos,
mediante liberacién controlada™ - *!. Ademads de sus aplicaciones en medicina, los geles de
alginato cdlcico presentan un gran interés en la agricultura como medio para dosificar herbici-
daSILcng etal., 1983] y peSUCldaS[ Sitton y Gaddy, 1980 y, Schacht y Vandichel, 1988] medlante liber3016n COI’ltI‘Olada.
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Podemos afirmar que la inmovilizacién en geles de alginato presenta sensibles ventajas
ante otros procedimientos, Asi, se trata de una técnica:

—Segura: se trabaja con moléculas de procedencia orgdnica y suelen ser inertes, por tanto
se trata de técnicas factibles en un gran nimero de campos de aplicacion.

—Rdpida: al tratarse de técnicas de inmovilizacién por métodos fisicos, son técnicas de
facil y rdpida aplicacion.

—Versitil: hemos visto anteriormente cémo se pueden aplicar a la medicina, a la agricul-
tura, etc.

—Barata: ya que estos polimeros son obtenidos facilmente y en cantidades apreciables a
partir de una gran variedad de plantas o también suele aislarse alginato bacteriano de muy
diversas cepas.

Sin embargo, no todos son ventajas, el alginato posee ciertas caracteristicas desfavora-
blesg!Smidsrd y Skiik-Brak, 1990].

—Baja estabilidad: los geles son muy sensibles frente agentes quelatantes de los iones Ca
como fosfato o citrato; o también a la presencia de altas concentraciones de iones que no
inducen la gelificacién, como pueden ser Na'y Mg2+.

—Alta porosidad: suelen poseer redes de tamario de hueco elevado limitando su utilizacién
a células enteras, orgdnulos y proteinas de elevado peso molecular (enzimas). Presentan,
ademds, una distribucién de tamaifio de poros heterogénea, haciendo dificil el controlar
posibles problemas de lixiviacién; siendo esto, en muchos casos, una ventaja al permitir
elevadas velocidades de difusion de sustratos y productos.

~Biocompatibilidad: aunque los alginatos retinen todas las caracteristicas requeridas para
los aditivos alimentarios y farmacéuticos, algunos tipos de polimeros alginicos contienen
polifenoles que pueden dafiar las células sensibles. Su utilizacién como material de
implantacién requiere una total ausencia de pirégenos y materiales inmunogénicos.

Asi pues, las caracteristicas optimas deseables en los geles de alginato para su uso en
inmovilizacién deben ser: elevada estabilidad mecdnica y quimica; propiedades de esponja-
miento adecuado; bajo contenido en contaminantes pirogénicos e inmunogénicos; y tamafio de
poro controlado, dentro de una estrecha distribucion.

2.9.1. FUENTES DE OBTENCION DE ALGINATOS.

Los alginatos comerciales se obtienen fundamentalmente de- Laminaria hyperborea,
Macrocystis pyrifera y Ascophyllum nodosum; y en menor medida, de Laminaria digitata,
Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lesonia negrescens 'y Sargassum sp. Normalmente las
plantas L. hyperborea suelen presentar los contenidos mds elevados en residuos de dcido a-L-
gulurénico. Los alginatos obtenidos de A. nodosum y L. japonica se caracterizan por un bajo
contenido en dcido a-L-gulurénico originando geles débiles.

El alginato bacteriano, suele aislarse de Azotobacter vinelandii que, en contraste con otras
especies de Pseudomonas, producen polimeros que contienen dcido a-L-gulurénico.
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2.9.2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS ALGINATOS.

En términos moleculares, los alginatos constituyen una familia de copolimeros binarios no
ramificados de dc. B-D-manurénico (M) y dc. a-L-gulurénico (G) que presentan uniones
(1->4) (FIGURA 9). Los polimeros de alginato presentan una composicién quimica y una
secuencia muy variables dependiendo del organismo y, en concreto, del tejido del que han sido
aislados. Los monémeros se agrupan en bloques que siguen un patrén a lo largo de la cadena,
con regiones homopoliméricas (bloques M y G) espaciados por regiones de estructura alter-
nante (bloques MG)Pmidesty SHlk-feet, 1501,

- -4 1-4 B(1 - 4) )
ooy arcy U2 ey 8 "8 M*Cl) ————> G('C) —

COOMa
COONa
e = 37N
iyl ° :
O & iE
) —_ N N
on OONa

Estructura quimica del alginato sédico. G. dcido gulurénico: M. dcido manurénico.

G: écido gulurénico.
M: dcido manurdénico.

FIGURA 9. Detalle de la secuencia de la estructura quimica del alginato sédico; dimeros Fg, Fou, Fwv, Fyvo.

La estructura y composicién de los bloques condicionan en gran medida las propiedades fun-
cionales del alginato como matriz de inmovilizacién. Los alginatos no tienen ninguna unidad
regular que se repita y, excepto en el caso de Ascophyllum nodosum, la distribucién de moné-
meros a lo largo de la cadena polimérica no sigue una secuencia estadistica. De acuerdo con esto,
la secuencia caracteristica no es determinada por la repeticién de los monémeros (frecuencia de
monémeros), sélamente, sino por la frecuencia de dimeros, trimeros y grupos de mayor orden.
En este sentido, las técnicas de andlisis por RMN se presentan como la herramienta ideal para
determinar la frecuencia de los cuatro dimeros vecinales més préximos Foc, Fou, Fuc y Fum y la
frecuencia de los ocho trimeros posibles Foco, Foom, Fyvoa, Fuau, Fywm, Fuma, Fowm y Fom.

Una vez conocidas las frecuencias de aparicién de dimeros y trimeros es posible el célcu-
lo del mimero promedio de bloques G y M:

NG = FG/ FMG

Ecuacion 55

Num = Fw/Fue

Ecuacion 56
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Para bloques constituidos al menos por dos unidades contiguas, las longitudes medias de
bloque son:

Nos1 = (Fo-Fuom)/Fuao

Ecuacion 57

N1 = (Fu-Foma)/Fwvo

Ecuacion 58

Como puede apreciarse en la TABLA 8, tanto la composicién como la estructura del blo-
que pueden variar para los diferentes tipos de alginato.

Fuente Fe¢* Fec" Fecc” ~ Not*
A. nodosum 0,10 0,04 0,02 3,0
D. antarctica 0,29 0,15 No determinado No determinado
L. japonica 0,34 0,16 No determinado No determinado
M. pyrifera 0,39 0,16 0,12 5,0
E. maxima 0,45 0,22 0,17 54
L. digitata 0,41 0,25 0,20 6,0
L. hyperborea 0,75 0,66 0,62 17.5

*Fa: fraccion molar de dcido gulurdnico;
*Fac y Faaa: frecuencias de diadas y triadas, respectivamente;

¢:Ne>i:nimero promedio de unidades G consecutivas.

TABLA 8. Composicién y pardmetros de frecuencia para distintos alginatos.

2.9.3. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS GELES DE ALGINATO.

La rigidez intrinseca de las moléculas de alginato en solucién aumenta segun la relacion:
MG<MM<GG, aunque la viscosidad depende fundamentalmente del tamafio molecular. Por el
contrario, el enlace de cationes y las propiedades gelificantes dependen de la composicion y la
secuencialSmiastdy skiikBrek. 19901 A i ]os cationes bivalentes como Ca*, Sr** y Ba* se unen preferen-
temente a los bloques G de forma altamente cooperativa; alcanzdndose tamafios de unidad coo-
perativa por eacima de los 20 mondmeros. Es precisamente este enlace selectivo de cationes
el que proporciona al alginato su capacidad de formar geles ionotrépicos.

Los residucs G unidos diaxialmente forman cavidades que funcionan como sitio de enla-
ce para los iones (FIGURA 10). Los enlaces formados entre estos sitios y secuencias similares
en otras cadenas poliméricas, dan lugar a zonas de unién en la red del gel. Puede decirse, por
tanto, que la longitud de los bloques G es, sin embargo, la caracteristica estructural mas impor-
tante que contribuye a la formacion del ge]ismidsy Skitk-Brak. 1990]
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FIGURA 10. Esquema de la formacién de la red de alginato cdlcico.

2.9.4. PARTICULAS DE GELES DE ALGINATO.

La forma mds frecuente de inmovilizacién en geles de alginato se basa en la obtencion de par-
ticulas esféricas gelificadas sobre una solucién que debe contener los cationes adecuados. A con-
tinuacién, se expone un conjunto de caracteristicas importantes relativas a este tipo de particulas.

2.9.4.1. Tamano de particula.

Los estudios experimentales demuestran™ - 1991 que las propiedades mecdnicas y el
aumento de tamaiio en las esferas de gel, dependen en gran medida de la composicién mono-
mérica, la estructura de los bloques, y el tamafio molecular de las moléculas de alginato.

Para el caso concreto de la generacién de particulas de geles de alginato cdlcico, el tama-
fio y la esfericidad de las particulas es funcién principalmente de la viscosidad de la solucién
de alginato sédico y de la distancia entre el dispersador de reactivo y la solucién de CaCl..

Por otra parte, en los geles de alginato cdlcico se dan ciertos fenémenos de contraccion
durante la formacién del gel, originando una pérdida de agua y un aumento de concentracion
de alginato respecto de la solucion de partida. Normalmente, las mayores contracciones suelen
darse en los geles que contienen bajas proporciones en grupos G.

2.9.4.2. Propiedades mecdnicas.

En el caso de polimeros con peso molecular muy elevado, la resistencia mecdnica de los
geles de alginato viene determinada fundamentalmente por su composicion quimica y la
estructura del bloque, y es independiente del peso molecular. Este, sin embargo, no es el caso
de los alginatos con bajo peso molecular, puesto que, por debajo de un peso molecular critico,
la capacidad para formar geles se reduce.

Por otra parte, la turbidez de los geles de alginato cdlcico se relaciona habitualmente de
manera inversa con la fuerza del gel. Los geles transparentes fuertes se consiguen utilizando
alginatos con un contenido en bloques G mayores del 60%. Una propiedad fundamental de los
geles de alginato cdlcico, en contraste con otros hidrogeles, es su aplicabilidad en un amplio
rango de disolventes organicos, pudiendo utilizarse para inmovilizar enzimas en disolventes no
acuosos sin pérdida apreciable de fortaleza.
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2.9.4.3. Estabilidad quimica.

La limitacién mds importante para el uso de alginato cdlcico como matriz de inmoviliza-
cién es su sensibilidad frente a compuestos quelatantes como fosfato, citrato y lactato, o catio-
nes antigelificantes como Na* o Mg™.

Se han sugerido varias vias para intentar solucionar este problema, siendo la mds simple
mantener las particulas de gel en una solucién que contenga una pequefia concentracion de
iones calcio libres y mantener la relacién de iones Na®\Ca* por debajo de 25:1, para alginatos
con elevado contenido en grupos G, y en 3:1, para alginatos con bajo contenido en grupos G™*
unen el 1999 - Sin embargo, los geles de alginato pueden estabilizarse ademds reemplazando los
iones calcio por otros cationes bivalentes mds afines por el alginato que confieran una mayor
fuerza a la red.

La serie de afinidad para cationes bivalentes es: Pb** > Cu** > Cd* > Ba* > Sr** > Ca* >
Co* = Ni** = Zn* > Mn*. En este sentido, los estudios de correlacion*™***'** entre la resis-
tencia mecdnica del gel y su afinidad por los cationes mostraron que la rigidez de los geles de
alginato, en general, se incrementa con la afinidad: Pb** > Cu* = Ba* > Sr** > Cd* > Ca* >
Ni** > Zn** > Co* > Mn*.

Normalmente, debido a la elevada toxicidad de algunos cationes, en aplicaciones biotec-
nolégicas sélo suele emplearse Sr** ademds del Ca*, aunque recientemente se ha inmovilizado
fenol oxidasa en alginato cdprico™ ™« <-4 con muy buenos rendimientos oxidativos. En
algunos casos también se han empleado iones multivalentes tales como Ti** y Al*, e incluso
Fe>.

Una propiedad empleada para aumentar la estabilidad de los geles de alginato es su capa-
cidad para formar complejos fuertes con algunos policationes, como los polipéptidos o los
polimeros sintéticos como la polietilenimina. Se trata de complejos insolubles en presencia de
secuestrantes de cationes Ca* o cationes no gelificantes, que suelen emplearse para estabilizar
los geles y para reducir su porosidad.

Otra forma de estabilizar los geles de alginato es el entrecruzamiento covalente, que pue-
de realizarse mediante técnicas tales como el entrecruzamiento directo de los grupos carboxi-
los o por unién covalente del alginato con polimeros sintéticos. Como consecuencia se obtie-
nen geles con una gran estabilidad y resistencia mecdnica.

Sin embargo, todas estas técnicas presentan los graves inconvenientes que se derivan de
tratamientos con reactivos quimicos, no muy aconsejables en aplicaciones biotecnoldgicas.

2.9.4.4. Difusion molecular y tamario de poro.

Uno de los aspectos fundamentales en el estudio de todo soporte de inmovilizacién es el
tamafio de poro y la distribucién de tamafios de poro. En el caso de los geles de alginato, la
difusién de las moléculas pequeifias no se afecta de manera apreciable por la matriz de algina-
to, mientras que el transporte de moléculas grandes se ve seriamente restringido.

Se han realizado numerosos estudios acerca de la porosidad de los geles de alginato utili-
zando diferentes técnicas; una de ellas es la microscopia electrénica, que predice un tamafio de
poro de entre Snm y 200nm de didmetro, para los geles de alginato cdlcico al 2%. Otra técni-
ca para determinar la porosidad de las particulas de geles de alginato consiste en empaquetar-
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las en columnas y registrar los volimenes de exclusién (cromatografia de exclusion por tama-
fios) para macromoléculas estdndar. Los resultados indican un valor de corte de 6,8 a 16,6 nm
para geles de alginato cdlcico al 2% ny kst 1953,

La comparacién entre resultados conduce a pensar que existe una red mds cerrada en la
parte superficial de la particula que en el interior de la misma. Por otra parte, el tamafio efec-
tivo de poro puede modificarse por interaccion electrostdtica entre la matriz de alginato, car-
gada negativamente, y las proteinas inmovilizadas/Smy kBt B2,

Hasta hace poco tiempo se pensaba que las particulas de alginato podian caracterizarse
por una concentracién especifica de alginato y que esta concentracion era la misma en todas
las partes del gel. Esto, sin embargo, no es exactamente asi presentando los geles diversos
grados de anisotropia, en funcién de la forma de adicién de los iones calcio. Asi, la concen-
tracién de polimero suele ser mayor en la interfase polimero-Ca*, decreciendo hacia el cen-
tro del gel. Esta no homogeneidad se debe, muy probablemente, a un mecanismo de gelifi-
cacién irreversible caracterizado por fuertes uniones entrecruzadas de iones. Dicho proceso
parece estar gobernado por la velocidad de difusién de los iones Ca* y la velocidad de difu-
sién de las moléculas de polimero, a través de las zonas gelificadas previamente. Esto suele
venir determinado, en parte, por las dimensiones de las particulas de gel. Asi, cuanto mayo-
res son las particulas, mayor es el gradiente de concentracién de polimero. De hecho se han
conseguido geles con una concentracién del 10% en superficie y menos del 0,2% en el inte-
rior)[Smidsrfd y Skjak-Brzk, 1990].

Podrfa decirse que la estructura del gel de alginato estd gobernada no s6lamente por la
concentracion, las fuerzas electrostiticas, y la estructura quimica, sino por la cinética de for-
macién del gel. Por ello, normalmente, no son totalmente comparables los datos de varios
investigadores que hayan trabajado en diferentes condiciones experimentales™: =« i

En el caso concreto de las enzimas glucosa oxidasa y catalasa, sus dimensiones esferoi-
dales promedio son 8,4 nmy 18,3nm de didmetro respectivamente™<"*""*); por tanto, si se con-
sidera que las enzimas en soluci6n presentan un tamafo aproximadamente doble, parece razo-
nable pensar que la enzima glucosa oxidasa podria difundir al exterior s6lo en una pequena
proporcién, mientras que la enzima catalasa no difundirfa. En este sentido, existen estudios que
aseguran que la enzima glucosa oxidasa no difunde en absoluto desde las particulas de gel de
alginato cdlcico; fundamentalmente debido a interacciones de tipo electrostatico con el sopor-
telKierslan y Bucke, 1977]'

Un aspecto de importancia crucial, cuando se pretende inmovilizar enzimas que requieren
oxigeno para el desarrollo de su actividad catalitica, es la transferencia de oxigeno a través del
gel. Por ello, se hace preciso elegir un soporte que presente una elevada difusividad de oxige-
no. En concreto, para el alginato cdlcico al 2%, dicho coeficiente de difusién vale 2,11-10”
m?s; es decir, el 77% del valor correspondiente al coeficiente de difusién en agua pura™"
9% mientras en la mayorfa de los soportes poliméricos resulta ser sensiblemente mds bajo. Asi,
por ejemplo, en el caso de agar a 30°C dicho valor es 1,94-10° m?s, correspondiente al 70%
del coeficiente de difusién en agua pura®= <1 ¢ incluso para el alginato de bario al 2% dicho
coeficiente toma el valor 0,7-10° m¥s a 37°C (el 25% del coeficiente de difusién en agua
pura)®uistetal 1989]

En consecuencia, del amplio estudio reflejado en la bibliografia se deduce que, el algina-
to célcico se muestra como uno de los mejores soportes para la inmovilizacién de enzimas que
requieren oxigeno para su actividad catalitica.
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2.10. FENOMENOS DE DIFUSION EN LA INMOVILIZACION ENZIMATICA.

Cuando el catalizador, en nuestro caso la enzima, queda inmovilizada en el interior de una
particula, hemos de tener en cuenta que antes y después de la reaccion catalitica en si, han de
existir otra serie de etapas que aparecen como consecuencia del transporte de la materia hacia
dentro y hacia fuera de las particulas cataliticas. Los reactivos han de ser transportados desde
el seno de la disolucién hasta la superficie de la particula catalitica, posteriormente ser trans-
portados a traves de los poros hasta los centros activos, donde se llevard a cabo la reaccion
catalitica. Una vez finalizada ésta, es necesario el transporte de los productos a través de los
poros y del seno de fluido®™* . A continuacién se presenta un esquema de las etapas que han
de tener lugar en la reacci6n catalitica heterogénea (FIGURA 11).

SENO DEL FLUIDO J r SENO DEL FLUIDO

Transporte externo Transporte externo
de reactivos de productos
SUPERFICIE SUPERFICIE
PARTICULA PARTICULA
CATALITICA CATALITICA
Transporte interno Transporte interno
de reactivos de productos

SUPERFICIE DE LOS SUPERFICIE DE LOS

POROS CATALITICOS POROS CATALITICOS
Adsorcién Desorcién
reactivos productos

FCENTROS ACT IVOﬂ — REACCION SUPERFICIALJ e EENTROS ACT IVOL'

FIGURA 11. Esquema de las distintas etapas dadas en una reacci6n catalitica heterogénea’™™ """,

7 10.1. DIFUSION EXTERNA. TEORIA DE LA CAPA LIMITE.

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, las moléculas de sustrato situadas en
el seno del fluido deben ser transportadas en primer lugar hasta la interfase con la superfi-
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cie de la particula de catalizador, a través de la capa limite que se origina sobre la superfi-
cie de la misma. Esta etapa de transferencia de materia es lo que se conoce como “difusién
externa”. :

La fuerza impulsora de la difusién externa es el gradiente de concentracion entre el medio
de reaccion y la superficie de la particula catalitica. Por otro lado, el espesor de la capa limite
depende de las condiciones hidrodindmicas del sistema.

Cuanto mayor sea la velocidad relativa del fluido respecto del s6lido, mds fina serd dicha
capa limite.

La expresion general que rige la difusién externa estard intimamente relacionada con la
teoria de la capa limite (FIGURA 12). Dicha teoria parte de las siguientes hipdtesis:

—El flujo de transporte se corresponde a una pelicula de espesor 9, en la que el transporte
se considera molecular.

—Se admite que el fluido en la pelicula se puede considerar en reposo respecto al soli-
do.

—La pelicula se encuentra en estado estacionario.

Si se toma, sobre la FIGURA 12, un elemento diferencial de pelicula de espesor Ax y se
aplica un balance de materia:

Velocidad de Velocidad de Velocidad de
acumulacion entrada neta desaparicion de
de sustratoen| _ |desustratoen| _ sustrato debido a
el elemento el elemento reaccion en el
AX. AX. elemento AX.
A Fluido Sélido
<+ O —p Cs: concentracion de sustrato

x: distancia

Cs

AN NN

v

X X+Ax X

FIGURA 12. Esquema representativo bidimensional de la capa limite, de espesor §%™ 177,
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El balance de materia serd el siguiente:

AV - ‘;.CS = Joly * Se—Tolyogy * Seei-(c1s) * AV
t

Ecuacion 59
Donde se tiene:

AV: elemento de volumen (m®).

Cs: concentracién molar de sustrato (mol /m?).

x: distancia (m).

Js: densidad de flujo molar (mol / m® - 8).

(-rs): velocidad de desaparicion de sustrato (mol / m’* - s).

La densidad de flujo, tanto en la posicién x como en la posicién x+Ax vendrd dada por la
ley de Fick:

Js = —Das -VCs

Ecuacion 60
Donde se tiene:

Dae: difusividad del sustrato en el sélido catalitico (m?* /s).
VCs: gradiente de la fraccién molar (m™).

Se supondrd que la superficie evaluada es aproximadamente la misma en X que en X+AX.

Sx = Sx+Ax = S

AV =S . Ax
Ecuacion 61

Sustituyendo y posteriormente simplificando en la ecuacién 59, se tendra:

O},CS _ Js| =Tl xoax (1)
ot AX

Ecuacion 62

Haciendo tender Dx a cero y tomando limites se puede afirmar:

ICs_ s

ot ox -

Ecuacion 63
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Suponiendo hipétesis de estado estacionario se tiene:

o, S
at
(-rs) = 0
Luego:
_9s g
ox

Al darse sélo transporte unidireccional:

JS = 'DAB‘VCS
Js=-D
194

&Cs _ ¢

Las condiciones de contorno son:

Ecuacion 64

Ecuacion 65

Ecuacion 66

Ecuacion 67

Parax =0 Cs = Cs; concentracién de sustrato en el fluido.
Parax = 0 Cs = Css; concentracion de sustrato en la superficie del catalizador.
Por tanto:

Cs = Csr - CSF—GCSS i X
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Ecuacion 68
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El flujo de sustrato en el interior de la pelicula en la direccién x, segin la Ley de Fick,
ecuacion 66, sera:

dCs = Csr - Css
dX 5

Js= D(;B (CSF = Css)

Ecuacion 69

Es posible observar, la similitud entre la expresion para el flujo de sustrato a través de la
capa limite con la expresién general que rige la difusion externa®odostal. 1989y Gemeiner, 19921 |y, que vie-
ne dada por la expresion:

Te =k.|nam (SL = SR)

Ecuacion 70
Donde se tiene:

r.: velocidad de difusion externa (mol\L-s);

ka: coeficiente de difusion externa en la fase liquida;

am: superficie especifica del soporte (m™);

Sk: representa la concentracién de sustrato en la superficie del soporte;
S.: concentracién de sustrato en la masa global del fluido.

El mismo planteamiento es valido para la difusion del producto de reaccion desde la
superficie del sélido hasta el seno de la disolucion.

2.10.2. DIFUSION INTERNA.

Tras la difusién de los reactivos hasta la superficie del catalizador, serd necesario un nue-
vo proceso de difusién a través de los poros de la particula catalitica para que el sustrato pue-
da acceder a los centros activos. Del mismo modo los productos formados en el interior del
soporte deben difundir, en sentido contrario, hasta la solucién®™® "\

Cuando el recorrido libre medio de las moléculas en el interior de los poros es notable-
mente inferior a la dimensién caracteristica del poro (su didmetro) se establecen fenémenos de
difusién de Knudsen. Sin embargo, normalmente, los poros de los soportes que suelen emple-
arse en catélisis enzimdtica presentan un tamafio del orden de 100 nm de didmetro; de manera
que es posible la difusion de una gran variedad de sustratos en su interior, sin que aparezcan
fenémenos de difusion de Knudsen.

Las fuerzas impulsoras de la difusi6n interna son los gradientes de concentracién dentro
del granulo en el que estd inmovilizada la enzima. Estos gradientes pueden afectar a la veloci-
dad global observada de la reaccién. En este sentido puede definirse un modelo conceptual
constituido por tres regiones dentro del granulo de catalizador.
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La “regién cinética”, donde la reaccién bioquimica procede a la misma velocidad que para
la enzima en solucién. Por tanto, la velocidad de reaccién se hace independiente de las pro-
piedades del soporte, como el tamafio, densidad y forma de los poros en las correspondientes
particulas, etc.

En segundo lugar la “regién de transicién”, que se sita entre las dreas “cinética y de
“difusion interna”.

Y por tltimo, la “regién de difusién interna”, regién en la que los factores difusionales
presentan una influencia muy acusada frente a los aspectos cinéticos, registrandose velocida-
des de reaccién muy bajas. Surge, por tanto, un nicleo no utilizado que no participa en la reac-
cion.

2.10.3. FACTOR DE EFICACIA.
A tenor de lo comentado, surge la necesidad de definir un coeficiente adecuado para eva-

luar el efecto de la difusién interna sobre la reaccion enzimatica en enzimas inmovilizadas.
Dicho coeficiente recibe el nombre de factor de eficacia:

velocidad de reaccién aparente para la particula real

velocidad de reaccién evaluada sin considerar efectos difusionales

Como consecuencia, 1 representa la razén entre la velocidad de reaccidn real en el sopor-
te frente a la velocidad que podria alcanzarse si cada una de las moléculas de enzima inmovi-
lizada fuese accesible por el sustrato sin limitaciones difusionales. En la region cinética n es
igual a uno, mientras en la regién de difusion interna toma valores proximos a cero.

En el caso concreto de enzimas inmovilizadas en particulas de simetria esférica, la expre-
sién general del factor de eficacia es la que se indica a continuacion:

i <Vs> - 1 2] i R
Vs (Csr , Cr) Vs(Csr , Crr) R3 0

V:r*dr

Ecuacion 71
Donde se tiene:

<Vs>: velocidad promedio de consumo de sustrato en la particula;

V. velocidad puntual a una distancia r del centro;

Vs (Cr,Pr): velocidad de reaccién si no hubiese resistencias difusionales;
R: radio de las particulas esféricas;

r: es la coordenada radial.
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3.1. ENZIMAS Y MEDIO DE REACCION.

En este primer apartado, se contemplan tanto las caracteristicas de las enzimas empleadas
en la experimentacion, as{ como las caracteristicas del medio de reaccion utilizado en la misma.

3.1.1. ENZIMA GLUCOSA OXIDASA.

La enzima empleada en toda la experimentacién ha sido p-D-Glucosa: oxigeno-1-oxido-
reductasa, cominmente conocida como glucosa oxidasa (EC.1.1.3.4). Se ha utilizado enzima
procedente de Aspergillus niger (182.000 Da), fabricada por la casa comercial SIGMA (tipo
G-1262, extracto crudo). Al tratarse de un extracto crudo, la enzima contiene ciertas impure-
zas en otras enzimas, entre las que se encuentra la catalasa, aunque en proporciones tan bajas
que éstas pueden despreciarse a efectos de célculos.

La enzima presentaba una actividad de 5.730 U.A./g de sélido, y de 9.510 U.A./g de sdli-
do, en condiciones de saturacién de oxigeno. Entendiéndose asi por unidad de actividad
(U.A.), aquella que oxidard 1 mmol de B-D-glucosa a acido D-glucénico y H:0: por minuto,
en condiciones de pH y temperatura de 5,1 y 35°C respectivamente.

3.1.2. ENZIMA CATALASA.

La enzima empleada en toda la experimentacién ha sido H:0:: H:0: oxidoreductasa, esto
es, catalasa (EC 1.11.1.6.). Se ha utilizado enzima procedente de Aspergillus niger (232.000
Da), fabricada por la casa comercial SIGMA (tipo C-3515).

La enzima es comercializada en una suspensién en (NH:).S0: 3,2M, a pH 6,0, a razén de
11,8 mg de protefna por mL de solucién y 6.600 U.A./mg de proteina. Siendo, en este caso, la
unidad de actividad enzimaética (U.A.) la descomposicién de 1 pmol de H.O: por minuto, en
condiciones de pH y temperatura de 7,0 y 25°C respectivamente, mientras la concentracion de
H:0: cae de 10,3 a 9,2mM.

3.1.3. MEDIO DE REACCION.

El medio de reaccion, en todos los experimentos en los que ha intervenido la enzima glu-
cosa oxidasa, ha sido una solucién de D-(+)-glucosa anhidra (PM: 180,16 g/mol), de la casa
comercial PANREAC, calidad purisima. Se han realizado experimentos de las concentraciones
iniciales de glucosa siguientes: 12, 80, 200 y 500 mM.

En todos los casos se han preparado 2 L de medio, tamponédndolo posteriormente con el
tampén acético-acetato. Para ello se afiadfa acetato de calcio (1 hidrato) (PM: 176,19), de la
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casa comercial PANREAC, calidad p.a., en concentracién de 8,8 g/L. La preparacion del
medio finalizaba con el ajuste del pH a 5,1, para lo cual se utilizaba una disolucién de HCI al
50 %.

En los experimentos en los que sélo se ha estudiado la reaccion de descomposicion del
peréxido de hidrégeno, esto es, en los que sélo ha intervenido la enzima catalasa, el medio de
reaccién ha sido una disolucién de peréxido de hidrégeno, preparada a partir de una solucion
de peréxido de hidrégeno (PM: 34,01) del 30 % p/v, comercializado por la casa PANREAC
(c6digo 141076), calidad purisimo. Las concentraciones iniciales de perdxido utilizadas han
sido las siguientes: 53, 101, 202,8 y 502,8 mM. En éstos, también se han preparado 2L de
medio y se ha tamponado con acetato de calcio.

3.2. INMOVILIZACION: SOPORTE DE ALGINATO CALCICO.

En la preparacién del soporte para la realizacién de los experimentos de inmovilizacién
enzimadtica, se ha utilizado la sal sédica del dcido alginico, de la casa comercial FLUKA, cata-
logada con el N° 71.238.

3.2.1. TECNICA DE INMOVILIZACION Y OBTENCION DE PARTICULAS.

Empleando cloruro célcico, y mediante la técnica de gelificacion ionotrdpica, se obtuvo el
soporte de inmovilizacién. El protocolo habitual de preparacion es el siguiente!® *l:

1.-Se prepara una solucién de 2 g de alginato sédico en 90 mL de agua destilada. El algi-
nato sodico es dificil de disolver en frio, asi que generalmente se hace adicionando el
solido, sobre el agua caliente en agitacion, progresivamente.

2.—En otro matraz, se disuelve la enzima en 50 mL de agua destilada.

3.-Tras enfriar la solucion de alginato hasta temperatura ambiente, se vierte la solucion
que contiene la enzima sobre ésta; cuidando en todo momento de proporcionar una
intensa agitacion, con objeto de asegurar una mezcla adecuada.

4.—A continuacién se deja reposar la disolucion, aproximadamente unos 30 minutos, para
que las burbujas de aire formadas durante el proceso de agitacion intensa abandonen la
solucién.

5.-La solucion mezcla (alginato sédico + enzima) se hace gotear sobre 500 mL de solu-
cion de cloruro cdlcico 0,5M (27,8 g en 500 mL). El goteo de la solucidn se realiza
mediante una bomba peristdltica MASTERFLEX 6411-16, de caudal fijo 0,4 mL/min;
reguldndose el didmetro de las particulas mediante secciones variables en didmetro,
colocadas a la salida de la conduccidén de goteo.

6.—Una vez que ha sido goteada la solucién mezcla sobre la solucién de cloruro célcico,
es necesario un nuevo tiempo de reposo, aproximadamente unos 60 minutos, para que
se produzca el endurecimiento (curtido) de las particulas.

7.—Finalmente, es preciso separar las particulas de alginato cdlcico y la solucién de cloru-
ro cdlcico. Dicha separacién puede llevarse a cabo facilmente mediante filtracién en
buchner.
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3.2.2. CARACTERISTICAS DE LAS PARTICULAS.

A la hora de preparar las particulas de alginato, que se iban a emplear en la experimenta-
cién, habfa que regular dos caracteristicas esenciales. En primer lugar, éstas debian tener una
geometria lo mds préxima posible a la geometria esférica y por otro lado, debiamos ser capa-
ces de regular sus didmetros, con el fin de que los experimentos fuesen reproducibles.

La forma de las particulas viene definida fundamentalmente por la distancia de caida de
la gota, esto es, la distancia existente entre el extremo del tubo del que sale y la superficie de
la solucién, de cloruro cdlcico, en la que cae. Asi, si la distancia es muy pequeiia, las gotas con-
servan la forma correspondiente a su salida del tubo (forma de pera). Mientras que si la dis-
tancia es excesiva, la forma de las particulas es elipsoidal, debido al impacto con la superficie,
pudiendo aparecer ademds, unas particulas adicionales en el medio mucho mds pequeiias (0,5
mm de didmetro), debido a las salpicaduras de dicho impacto. En la preparacion de las parti-
culas se empleé una distancia de goteo aproximada de 15 cm; distancia a la que se consiguen
esferas muy préximas a la idealidad.

En cuanto a la regulacién del didmetro de las particulas, se consigue, facilmente, aco-
plando a la salida de la conduccién de goteo, secciones de tubo de diferentes didmetros. En la
experimentacién de inmovilizacién realizada en la presente memoria, se han utilizado particu-
las esféricas de 3 y 5 mm de didmetro.

A continuacién, se presenta, FIGURA 13, el esquema de un posible dispositivo experi-
mental, empleado para la preparacion de particulas con diferentes didmetros.

a Entrada de gas para b
1 obtener presién

Didmetro

Alginato sédico 3 S
/— promedio
/ / particula 2
// (mm)
fet Entrada para paso

de gas a través
de la aguja S

o] 1 2 3 4 =]

In CaCl:
& e Flujo coaxial de aire (1 min™)

a. Equipo para la obtencion de esferas de alginato cdlcico.
b. Tamariio de las esferas de alginato en funcion de la corriente coaxial de aire.

Didmetro del tubo coaxial: 1,4 mm. Dia’metro de la aguja: 0,27 mm (°), y 0,45 mm (*).

FIGURA 13. Equipo para la obtencién y caracterizacién de particulas de alginato cdlcico.
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3.3. METODOS DE ANALISIS.

En este apartado, se exponen los métodos de andlisis empleados para la determinacion de
sustrato (glucosa) y producto (peréxido de hidrégeno), utilizados durante el desarrollo de toda
la experimentacion.

3.3.1. DETERMINACION DE GLUCOSA.

El método de andlisis utilizado para la determinacién de glucosa, fue el método de deter-
minacién de azicares reductores del dcido dinitrosalicilico™" **. El 4cido 3,5-dinitrosalicili-
co, reacciona con los azicares reductores presentes en la muestra, produce dcido 3-amino-5-
nitrosalicilico, compuesto coloreado cuya concentracion puede evaluarse facilmente por espec-
trofotometria.

Para poder aplicar el método es preciso preparar un reactivo cuya composicion es la
siguiente:

-16,2% (p/v) tartrato de sodio y potasio.
-1% (p/v) dcido 3,5-dinitrosalicilico.
-1% (p/v) hidréxido sédico.

-0,2% (p/v) fenol.

-0,05% (p/v) sulfito sédico.

El reactivo contiene tartrato de sodio y potasio para proteger al dcido dinitrosalicilico de
la accién del oxigeno, sulfito para estabilizar el color obtenido en presencia de fenol, que
aumenta la intensidad del color, e hidréxido sédico para basificar el medio, posibilitando asf la
accion reductora de la glucosa sobre el dcido 3,5-dinitrosalicilico.

Los ensayos se realizan afiadiendo 3 mL de reactivo sobre 1 mL de muestra; posterior-
mente, la mezcla es calentada suavemente en una manta calefactora, manteniendo una ligera
ebullicién, durante 15 minutos. Transcurrido el calentamiento, se afiaden 15 mL de agua des-
tilada, con objeto de diluir y enfriar. Midiéndose, finalmente, la absorbancia a una longitud de
onda de 550 nm.

El trazado de las rectas de calibrado se realizé con tres patrones de glucosa (5,6616,
11,1490 y 16,6696 mM) preparados en una balanza de precisin con desviacién de 0,1 mg. En
todos los casos se obtuvieron rectas de calibrado con 0,999 como coeficiente de regresion.

33.2. DETERMINACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO.

Para realizar las determinaciones de peréxido de hidrégeno se emple6 el método del yodu-
rolPley Howell 1971 Ep ]a reaccion entre el i6n yoduro y el peréxido de hidrégeno se forma ion triio-
duro, que puede ser cuantificado por medida directa de absorbancia en el ultravioleta. La adi-
cién de molibdato aménico cataliza la reaccién de conversién del ién yoduro en i6n tritoduro.

Para realizar el ensayo es preciso disponer de una disolucién 23,2 g/L de Kl y otra 5 g/LL
de (NH4)6M070‘_’4.4H20.
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Para el andlisis, inicialmente, se adicionan 5 mL de la disolucién de yoduro potasico y 0,1
mL de la disolucién de molibdato aménico sobre 1 mL de muestra. Después se afiaden 5 mL
de agua destilada y, tras esperar 5 minutos, se mide la absorbancia a una longitud de onda de
353 nm.

El trazado de las rectas de calibrado se realizé con tres patrones de peréxido de hidrége-
no (1,4701, 2,2052 y 2,3522 mM) preparados en una balanza de precision con desviacién de
0,1 mg. En todos los casos se obtuvieron rectas de calibrado con 0,999 como coeficiente de
regresion.

3.4. EQUIPOS.

3.4.1. REACTOR DE TANQUE AGITADO.

El reactor utilizado para la realizacién de todos los experimentos ha sido un reactor de tan-
que agitado, con el que se ha trabajado, en todo momento, en régimen discontinuo.

3.4.1.1. Descripcion del reactor.

Se trata, de un reactor automadtico de laboratorio, APPLIKON ADI 1030, con las siguien-
tes especificaciones:

—Consta de un vaso de reaccion cilindrico, de base semiesférica y volumen de trabajo de
hasta 5 L. En los experimentos realizados se trabajé sélo con 2 L, para no tener que
emplear excesivas cantidades de enzima.

—El equipo dispone de un motor de agitacion con regulador automadtico de velocidad, equi-
pado con drbol central provisto de tres juegos de palas cuadradas en cruz.

—El reactor es termostatizable a través de un cambiador de calor interno, conectado a un
bafio termostato-criostato HAAKE DS8.

— La tapa del reactor presenta entradas para diversos sensores, como son: sensor de tem-
peratura, sensor de pH y sensor amperométrico de oxigeno disuelto.

—El sistema de difusién de aire se realiza mediante difusores de acero inoxidable micro-
poroso, que reducen el tamafio de las burbujas de aire, de manera que se alcanzan velo-
cidades globales de transferencia de materia gas-liquido adecuadas.

—El reactor estd dotado de placas deflectoras que cubren toda su longitud, para lograr las
condiciones de agitacién adecuadas.

3.4.1.2. Transferencia de oxigeno en el reactor.
En toda la experimentacién desarrollada se ha trabajado en condiciones de saturacion de

oxigeno. Esto es, habia que trabajar con aireacién de 1v.v.m. (volumen de aire/volumen de
medio-minuto). Para conseguir y verificar esta aireacion, se afiadieron al reactor 2 L de agua
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destilada, que haria las veces de medio, se conect la agitacion a 500 r.p.m. (velocidad de giro
utilizada en toda la experimentacién) y se puso en marcha la bomba de aireacion. Se dejo el
sistema funcionando durante un tiempo para que se estabilizase. Se cerraron todas las salidas
y entradas al reactor excepto la entrada de aire y la salida a un flujometro de burbuja que se
dispuso en el sistema. Denuevo, se dejé pasar un tiempo para que se estabilizase tras las posi-
bles alteraciones sufridas en la manipulacién del mismo, durante el corte de las salidas y la
conexién del flujémetro. Se realizaron medidas por triplicado hasta conseguir el caudal de paso
de aire correcto (100 mL en 3 sg), se regulé manualmente, con una pinza Hofmamm, sobre la
conduccidn de aire.

La transferencia de oxigeno en el reactor utilizado se habia caracterizado anteriormente
segin el método estdtico de absorcién-desorcién para la determinacion de kLa (coeficiente
volumétrico de transferencia de oxigeno)®™ . Dicho método se basa en la medida del pro-
ceso de absorcién de oxigeno en un medio, después de su desgasificacigniAtimeny Mavitune 19571,

En primer lugar, se realiza el desplazamiento del oxigeno disuelto con nitrégeno. Tras lo
cual, se conectan simultdneamente la aireacion y la agitacion, siguiéndose el aumento en la
concentracién de oxigeno disuelto en el medio, mediante un electrodo de oxigeno incorpora-
do al reactor.

En las pruebas realizadas en el reactor discontinuo con aireacién de 1v.v.m. (volumen de
aire/volumen de medio'minuto), se obtuvieron los valores:

r.p.m. K. (h?)
100 50
400 110
| 700 120

TABLA 9. Determinaciones experimentales de k;* para distintas velocidades de agitacién®om .

Por tanto, las pruebas que se realizaron demostraban que el reactor discontinuo es adecuado
para trabajar con cualquier velocidad de agitacion, siempre que se sittie por encima de las 300 r.p.m.

3.4.2. EQUIPO DE ADQUISICION Y CONTROL DE DATOS.

El seguimiento y control del comportamiento cinético en las reacciones enzimaticas, resul-
ta dificil de realizar dadas las caracteristicas de este tipo de reacciones. Las enzimas son catali-
zadores muy especificos que generan elevadas velocidades de reaccién. Esto se debe a que en
el transcurso de la reaccién se modifican ciertas condiciones de operacion en el reactor, gene-
ralmente pH, oxigeno disuelto, temperatura y fuerza i6nica, lo cual exige una respuesta instan-
tdnea para restablecer las condiciones de operacién adecuadas. Esta situacion es la que obliga a
la utilizacién de equipos computerizados de adquisicion de datos y control en linea.

Asf pues, con objeto de aprovechar al maximo toda la informacién que aporta la experi-
mentacién, se ha disefiado y construido un sistema computerizado de adquisicién y control de
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datos™omee 11 E] sistema se disefi0 pensando cubrir todas las singularidades propias de las
reacciones enzimdticas, de modo que fuese lo suficientemente versatil como para permitir
cambios en el tipo de experimentacion segun la orientacién de la investigacion.

3.4.2.1. Variables a detectar.

Como ya se ha indicado en los antecedentes bibliograficos, en un proceso enzimatico son
de vital importancia el seguimiento y control del pH del medio, la temperatura del mismo en
todo momento y por supuesto, en nuestro caso concreto, el poder asegurar durante toda la reac-
cién condiciones de saturacion de oxigeno.

Es preciso registrar el pH del medio, puesto que uno de los productos de reaccion es un
dcido débil: 4cido glucdnico; aunque, en la experimentacion desarrollada en la presente memo-
ria, se ha trabajado con cantidades de sustrato y enzima bastante pequefios como para poderse
generar concentraciones de dcido dificiles de controlar, ademds, hay que recordar que en toda
la experimentacion se ha tamponado con el tampén acético-acetato.

La temperatura, es otro de los principales factores a controlar puesto que, afecta de mane-
ra directa a la cinética del proceso.

Por otra parte, el seguimiento de la concentracion de oxigeno en el medio es fundamental,
ya que ha de trabajarse en condiciones de saturacién durante todo el proceso, lo cual hace
imprescindible el control de esta variable.

Y por ultimo, como magnitud auxiliar se va a poder medir también, la conductividad, fun-
damentalmente para caracterizar el reactor en futuros trabajos de operacién en continuo.

3.4.2.2. Dispositivo de toma de muestras.

Se ha utilizado un dispositivo de toma de muestras regulado por el equipo automadtico de
adquisicién y control. De esta forma es posible regular tanto el volumen de muestra necesario
para realizar los andlisis correspondientes, como el intervalo de tiempo en el que las muestras
han de tomarse; al objeto de poder hacer un buen seguimiento de la cinética de la reaccidn.

3.4.2.3. Constitucion y disposicion del equipo de adquisicion y control de datos.

El equipo utilizado para realizar la experimentacion desarrollada en el presente trabajo, era
un equipo que habia sido disefiado, anteriormente a este trabajo, para que fuese lo mds versa-
til posible, de modo que pudiese aplicarse a diversas enzimas, varios tipos de reactores e inclu-
so, para poder ser aplicado a diferentes escalas de operacion.

Se trata de un equipo®™™™'**! formado por médulos e instrumentacién comtiin en cualquier
laboratorio de investigaciéon: pHmetros, conductimetros, oximetros, termtermopares, toma-
muestras, bombas, asi como un ordenador PC convencional, dispuesto en la forma que se pre-
senta en la FIGURA 14.

A continuacion se describen los diferentes médulos que constituyen el equipo experimen-
tal utilizado para la realizacién de los experimentos.
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3.4.2.3.1. Médulo de pH.

Se trata de un médulo de pH de la casa comercial VIRTIS, modelo 6715-1180. Es un ins-
trumento de alta impedancia disefiado para medir pH o potenciales redox registrados por los
electrodos adecuados. El equipo viene provisto de una salida estdndar de sefial para registrador,
de -500mV a +500mV, que es de donde se toma la sefial eléctrica para el sistema de adquisicion.

3.4.2.3.2. Médulo de temperatura.

La medida de la temperatura de operacién se llevé a cabo mediante el instrumento de la
casa comercial VIRTIS modelo 233361-115/60, provisto de un indicador LED de cuatro digi-
tos. La sonda de temperatura es del tipo RTD, adecuada para medir temperaturas en un rango
entre 0 y 60°C con una precisién de +0,2°C. Dicho dispositivo cuenta con una salida externa
para registrador, de manera que es proporcional a la temperatura, a razén de 10 mV/°C.

3.4.2.3.3. Médulo de oxigeno disuelto.

La medida de la concentracién de oxigeno disuelto, se realizé mediante un médulo de la
casa comercial CRISON modelo OXI-92, éste permite medir concentracién de oxigeno disuel-
to y temperatura. La escala de medicién de oxigeno disuelto se sitia entre 0 y 199% relativo a
la saturacién (mdximo 50.000 ppm), el rango de medida para la temperatura oscila entre -5 y
45°C. La precisién en la medicién de oxigeno es del 1% o 0,1 mg/L, para la temperatura es de
0,2K. La correccién de presién atmosférica se realiza de forma manual, de 800 a 1050 mbar,
ajustables mediante display de cuarzo liquido (LCD). El médulo ha sido alimentado mediante
una pila de 9V. La salida para registrador es proporcional a la concentracion de oxigeno disuel-
to, a razén de 30 mV por ppm de oxigeno.

El electrodo de oxigeno con el que viene equipado el médulo es el EO90 (electrodo de Clark
de membrana amperométrica), con un tiempo de respuesta de 10 segundos a 20°C para alcanzar un
90% de lectura estable y de 40 segundos para alcanzar el 99% de lectura estable. Su presién maxi-
ma de trabajo es de 10 bar y el rango de temperatura en el que se puede utilizar va de 0 a 50°C.

3.4.2.3.4. M6dulo de conductividad.
Para dicho estudio se empleé un medidor de conductividad PHILIPS modelo PW 9505,
con escala analégica, adecuado para realizar medidas en un rango muy amplio (entre 3 y 300

uScm), con precisién variable dependiendo de la escala elegida. La salida para registrador
oscila entre -100 mV y +100 mV, dependiendo de la conductividad de la muestra.

3.4.2.3.5. Bombas.

La adicién del medio de reaccién (liquido) se realizé utilizando una bomba de tipo peris-
taltico de la casa comercial COLE-PARMER, modelo MASTERFLEX 7544-20. Esta trabaja
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a una velocidad de giro fija (20 r.p.m.), y la regulacién del caudal en este tipo de bombas se
consigue mediante cabezales intercambiables que operan con didmetros de conduccion dife-
rentes. En el caso de la experimentacién desarrollada, se ha empleado el cabezal 7016-20, que
permite el uso de tubos con un didmetro interno de 3 mm, cuyo caudal de flujo es de 3 ml/min.

La aireacién en reactor se consiguié mediante una bomba de aireacion de membrana, de
la casa comercial TAGUS, modelo 3000. Esta bomba consta de dos salidas independientes para
aireacion y s6lo puede operar con caudales de aire inferiores a 4 L/min, pero suficiente para
conseguir la saturacién de oxigeno en el reactor. La regulacion del caudal de aire se realiza de
forma manual externa.

3.4.2.3.6. Tomamuestras.

El equipo empleado para la toma de muestras es un colector de fracciones de la casa
comercial WATERS, modelo P/N 37040. Posee una gradilla de 120 posiciones para la recogi-
da de muestras; un brazo de desplazamiento en el plano horizontal para poder situarse en el
correspondiente tubo; y una salida para drenaje con una vilvula de tres vias, modelo 37049,
con todas las conducciones de teflén. El colector posee un sistema de conexion remota, a tra-
vés de diez conectores (0-5 V), que hacen posible la activacién/desactivacion de la toma de
muestras.

3.4.2.3.7. Placa de adquisicién y ordenador.

Anteriormente, se han descrito los médulos utilizados para cada funcién concreta dentro
del equipo experimental: médulo de pH, de oxigeno disuelto, de conductividad, bombas y
tomamuestras. Para que todos ellos, en conjunto, puedan configurar un equipo de adquisicion
de datos y control es preciso que existan otros dispositivos capaces de integrarlos. Este es el
lugar que corresponde a la placa de adquisicién y control de datos y al ordenador personal.

La placa de adquisicién de datos y control tiene como mision principal recoger las sefiales
eléctricas analégicas procedentes de todos los dispositivos del equipo experimental y transfor-
marlas en sefiales digitales posibles de enviar directamente al ordenador. Asimismo, dicha pla-
ca estd capacitada para recibir acciones de control, por parte del ordenador (sefial digital), con-
vertir la sefial digital en sefial analégica y, enviarla al dispositivo que se pretenda controlar.

Concretamente, en el equipo utilizado en la experimentacion, la placa de adquisicion y
control instalada fue la placa compatible con los modelos mds habituales de ordenador perso-
nal; placa modelo Lab-PC+, de National Instruments. Dicha placa, de coste moderado, pre-
senta entradas analdgicas, entradas y salidas digitales, y temporizadores para ordenadores IBM
PC/XT/AT y compatibles.

La placa Lab-PC+ es adecuada para el trabajo de laboratorio y presenta varias entradas anald-
gicas ideales para andlisis de sefial, adquisicion de datos, medida de temperatura y medida de vol-
tajes en corriente continua (salidas de médulos de pH, oxigeno disuelto, etc.). Los canales de sali-
da analégica pueden generar estimulos, sefiales para control de procesos y funciones analdgicas.

Por otro lado, las 24 entradas-salidas digitales, que posee, pueden ser utilizadas para acti-
var dispositivos externos tales como transistores y relés de estado solido, para leer el estado de
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sefiales digitales externas y para generar interrupciones. La placa permite utilizar tres conta-
dores/temporizadores para sincronizar eventos, generar pulsos y medir frecuencias y tiempos.

El ordenador personal utilizado dispone de un microprocesador 386SX a 25 MHz, traba-
ja con una memoria RAM de 2 Mb y un disco duro de 40 Mb. Por tanto, como es posible obser-
var, los requerimientos en cuanto a capacidad del ordenador no son excesivos, pudiendo utili-
zarse maquinas con prestaciones muy limitadas.

3.4.3. PROGRAMA DE ADQUISICION Y CONTROL.

Una vez disefiado y desarrollado el equipo de adquisicién de datos y control, resulta
imprescindible disponer de un programa adecuado para coordinar la toma de datos experi-
mentales a partir de los médulos de pH, oxigeno disuelto, conductividad y temperatura; asi
como las acciones de control sobre el tomamuestras y las bombas.

El programa utilizado en el presente trabajo™**™'*** estd realizado en lenguaje de progra-
macién “C”, con la herramienta LabWindows versién 2.2.1., de la empresa National Instru-
ments, y fue compilado con microsoft C versién 6.0. Programa, de control para reactores enzi-
maticos, registrado en el Registro General de la Propiedad Intelectual con el N° 1522 (1995).

3.5. PLANIFICACION Y METODOLOGIA DE LA EXPERIMENTACION.

Toda la experimentacién desarrollada en el presente trabajo se llevé a cabo en régimen de
operacién discontinuo. Se trabajé en dos grupos de experimentos bien diferenciados. Por una
parte, se realizaron estudios en solucién, empleando glucosa oxidasa, catalasa o ambas enzi-
mas en el medio de reaccion.

Por otra parte, se realizaron una serie de experimentos utilizando soporte, con glucosa oxi-
dasa y catalasa co-inmovilizandas en alginato, con objeto de estudiar los fenémenos de desac-
tivacién conjunta de ambas enzimas.

En la FIGURA 15 se expone claramente la planificacién de los experimentos llevados a
cabo en la presente memoria.

Todos los experimentos se han realizado en el reactor Applikon descrito anteriormente,
con las siguientes condiciones de operacion: :

—Volumen de trabajo de 2L

~Termostatizado a 35°C.

—Velocidad de agitacién de 500 r.p.m.

—Aireacién de 1 vvm, trabajdndose durante todo el proceso en condiciones de saturacion
de oxigeno.

El medio de reaccién en todos los casos se ha tamponado a pH 5,1 con un buffer acetato.

Por otra parte, la toma de muestras se realizé sobre tubos de toma de muestras que conte-
nfan 200 yL de una disolucién de dcido tricloroacético (TCA) al 15% p/v, con la finalidad de
paralizar la reaccién y poder conservar la muestra hasta la realizacion de las determinaciones
analiticas pertinentes.
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3.5.1. EXPERIMENTOS CON GLUCOSA OXIDASA EN SOLUCION.

La experimentacién desarrollada con glucosa oxidasa en solucién, presentaba como prin-
cipal objetivo, caracterizar la cinética de desactivacion en solucion de dicha enzima.

3.5.1.1. Plan de trabajo.

Puesto que el principal objeto del estudio en discontinuo con la enzima libre pretende
caracterizar la cinética de desactivacién de la enzima en solucién, el aspecto que ofrece un
mayor interés de estudio es la influencia de las variaciones en la concentracion de sustrato.

3.5.1.1.1. Estudios para distintas concentraciones iniciales de sustrato.

Durante toda la experimentacién desarrollada con glucosa oxidasa en solucion, se trabajo
con 0,5 g de enzima glucosa oxidasa (4755 U.A.).

El plan de trabajo desarrollado consistié en cuatro experimentos, realizados por duplica-
do, que pretendian cubrir todo el rango de concentraciones de sustrato que se emplearia en pos-
teriores experimentos. En concreto, se realizaron experimentos para las siguientes concentra-
ciones iniciales de glucosa: 12, 80, 200 y 500mM. En todos los casos se mantuvo en idénticos
valores el resto de las condiciones de experimentacion.

Como se puede observar en la FIGURA 15, se ha intentando cubrir un amplio rango de
concentraciones iniciales de sustrato, con objeto de conocer el comportamiento de la enzima
frente a un rango aceptable de concentraciones.

3.5.2. EXPERIMENTOS CON CATALASA EN SOLUCION.

La experimentacién desarrollada empleando catalasa en solucion, presentaba como prin-
cipal objetivo, caracterizar la cinética de desactivacién en solucion de dicha enzima.

3.5.2.1. Plan de trabajo.

Puesto que el principal objeto del estudio en discontinuo con la enzima libre pretende
caracterizar la cinética de desactivacién de la enzima en solucién, el aspecto que ofrece un
mayor interés de estudio es la influencia de las variaciones de la concentracion de sustrato, que
en éste caso serd peroxido de hidrégeno.

3.5.2.1.1. Estudios para distintas concentraciones iniciales de sustrato.

Durante toda la experimentacién desarrollada con catalasa en solucién, se trabajé con 45 L. de

enzima catalasa (3505 U.A.). La aireacién del reactor también fue suministrada en esta serie de expe-
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rimentos, puesto que aunque no se precisa para la reaccién enzimatica en este caso, se suministré con
objeto de mantener las mismas condiciones hidrodindmicas que en el resto de los experimentos.

El plan de trabajo desarrollado consisti6 en cuatro experimentos, realizados por duplica-
do, que pretendian cubrir todo el rango de concentraciones de sustrato que se emplearia en pos-
teriores experimentos. En concreto, se realizaron cuatro experimentos para las siguientes con-
centraciones iniciales de peréxido: 53, 101, 202,8 y 502,8 mM, manteniendo en todos los casos
en idénticos valores el resto de las condiciones de experimentacion.

3.5.3. EXPERIMENTOS CON GLUCOSA OXIDASA'Y CATALASA EN SOLUCION.

La experimentacién con ambas enzimas en solucién tiene como finalidad caracterizar la
cinética de desactivacion conjunta de ambas enzimas.

3.5.3.1. Plan de trabajo.

Puesto que el principal objeto del estudio en discontinuo con las enzimas libres pretende
caracterizar la cinética de desactivacion en solucidn, el aspecto que ofrece un mayor interés es
el planteamiento de diversos experimentos con distintas concentraciones iniciales de sustrato.

3.5.3.1.1. Estudios para distintas concentraciones iniciales de sustrato.

Durante la experimentacioén se ha trabajado con 0,5 g de enzima glucosa oxidasa (4755
U.A.) y con 45 uL de enzima catalasa (3505 U.A.).

El plan de trabajo desarrollado consistié en cuatro experimentos, realizados por duplica-
do. Se realizaron experimentos para las siguientes concentraciones iniciales de glucosa: 12, 80,
200 y 500mM. En todos los casos se mantuvo en idénticos valores el resto de las condiciones
de experimentacion.

3.5.4. EXPERIMENTOS CON GLUCOSA OXIDASA Y CATALASA CO-INMOVILI-
ZADAS SOBRE PARTICULAS DE ALGINATO.

El siguiente paso, en lo que a experimentacion se refiere, consiste en estudiar cémo influ-
ye la inmovilizacién de la enzima en la cinética del proceso. Cinética que cambiard en alguna
medida, puesto que, con el catalizador atrapado en el s6lido, comienzan a aparecer toda la serie
de fenémenos difusionales que han sido descritos en el capitulo de antecedentes bibliograficos.

Por tanto, el objetivo de este apartado puede resumirse en el estudio de la influencia del
soporte sobre la desactivacion de glucosa oxidasa y catalasa.

3.5.4.1. Plan de trabajo.

Puesto que el plan de trabajo a desarrollar persigue el objetivo fundamental del estudio de
la influencia del soporte sobre la desactivacién de las enzimas glucosa oxidasa y catalasa, la

86



MATERIALES Y METODOS

experimentacion a realizar debe corresponder basicamente al estudio del tamafio de particula
y, para cada tamaiio de particula, se realizardn experimentos para distintas concentraciones de
sustrato.

3.5.4.1.1. Estudio de la influencia del tamafio de particula.

El estudio del tamaiio de particula se llevé a cabo realizando diversos experimentos con
particulas de geles de alginato que contenian glucosa oxidasa y catalasa inmovilizadas. En con-
creto se fabricaron particulas de 3 y 5 mm de didmetro, con las que se trabajé por duplicado
con concentraciones iniciales de sustrato de 12, 80, 200 y 500 mM; de modo que pudo dispo-
nerse, para cada una de las concentraciones de sustrato, de datos para dos tamaiios diferentes.

3.5.4.1.2. Estudios para distintas concentraciones iniciales de sustrato.
Los estudios realizados para distintas concentraciones de sustrato se desarrollaron emple-

ando las mismas concentraciones iniciales 12, 80, 200 y 500 mM para dos tamafos diferentes
de particulas, 3 y 5 mm de didmetro.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS DE LOS’EXPERIMENTOS REALIZADOS CON GLUCOSA
OXIDASA EN SOLUCION.

Se han realizado cuatro experimentos, por duplicado, con las siguientes concentraciones ini-
ciales de glucosa: 12, 80, 200 y 500 mM. Todos ellos llevados a cabo en el reactor Applikon y con
las condiciones de operacién descritas en los apartados correspondientes de materiales y métodos.

4.1.1. ESTUDIO DE ACTIVIDAD RELATIVA PARA DISTINTAS CONCENTRACIO-
NES INICIALES DE SUSTRATO.

Se recogen a continuacion, de modo gréfico, los resultados obtenidos en los experimentos
realizados con glucosa oxidasa en solucién. En las FIGURAS 16 a 19 se representa la con-
centracién de sustrato (mM), glucosa, frente a tiempo (h), para las distintas concentraciones
iniciales mencionadas anteriormente.

Para una concentracién inicial de glucosa 12 mM se puede observar como se va consu-
miendo el sustrato, a la vez que se va generando producto (peréxido de hidrégeno). La apari-
cién de éste ultimo, llega a provocar la desactivacion total de la enzima, quedando un residuo
de glucosa (aproximadamente 1 mM) sin convertir en producto de reaccion.

Como puede observarse en la grafica obtenida para una concentracion inicial de glucosa
80 mM, el consumo de sustrato presenta al igual que en el caso anterior, una pendiente cons-
tante al principio, que luego disminuye de forma progresiva hasta anularse completamente la
velocidad de reaccién. Este hecho, se produce como consecuencia de la inhibicion de la acti-
vidad enzimdtica provocada por el peréxido de hidrégeno, que va acumuldndose en el medio.
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FIGURA 16. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracién inicial de glucosa 12 mM.
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80 mM; GOD en solucién.
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FIGURA 17. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y perdéxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 80 mM.

200 mM; GOD en solucion.
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FIGURA 18. Resultados experimentales de concentracion de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 200 mM.
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( 500 mM; GOD en solucion.
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FIGURA 19. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 500 mM.

Para concentraciones iniciales de glucosa mayores; 200 y 500 mM, al igual que en los casos
anteriores se observan las mismas tendencias tanto para el consumo de sustrato, como para la
aparicién de producto. En un estad{o inicial hay un consumo rapido de sustrato y se llega, a par-
tir de cierta concentracién de peréxido en el medio, a la desactivacion total de la enzima.

Podemos concluir, del andlisis conjunto de este grupo de gréficas, que la velocidad de consu-
mo de sustrato permanece constante hasta transcurrir aproximadamente 1 hora; tiempo en el que
comienza un descenso progresivo de la velocidad. Dicho descenso se debe a la pérdida progresi-
va de actividad por parte de la enzima hasta que la desactivacién de la misma llega a ser total.

4.1.2. ESTUDIO DE ACTIVIDAD RELATIVA DURANTE EL DESARROLLO DE LA
REACCION.

Se ha utilizado el método de diferenciacién numérica para evaluar, en cada uno de los expe-
rimentos realizados la velocidad bruta (mM/s) experimental y la velocidad especifica (1/s) en cada
caso. A partir de los valores de velocidad la actividad enzimdtica relativa se ha calculado como:

Velocidad especifica en tiempo t

Actividad relativa = - — -
Velocidad especifica en tiempo to

Se presentan a continuacion las graficas, obtenidas en la experimentacién, de actividad relati-
va frente a tiempo (h), FIGURAS 20 a 23. En dichas figuras se observa claramente, como dismi-
nuye la actividad de la enzima conforme va transcurriendo el tiempo de reaccion. De esta forma se
verifica, que la pendiente de la curva se va haciendo cada vez més pequefia hasta llegar a anularse,
resultado que estd en concordancia con las conclusiones obtenidas en el estudio de la concentracion
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inicial de sustrato. Una vez que se ha producido una cantidad significativa de peréxido de hidrége-
no en el medio de reaccion, dependiendo del experimento la enzima se desactiva totalmente.

Si se representa actividad relativa frente a las concentraciones de peréxido de hidrégeno
para cada una de las concentraciones iniciales de glucosa dadas, respectivamente se tienen las
FIGURAS 24 a 27. En ellas se aprecia como la actividad disminuye en una primera etapa de
modo practicamente constante, y posteriormente conforme aumenta la concentracion de perd-
xido hidrégeno, presenta una fuerte bajada hasta quedar anulada.
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FIGURA 20. Resultados experimentales de actividad relativa frente a tiempo para una concentracién
inicial de glucosa 12 mM.

80mM; GOD en solucién.
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FIGURA 21. Resultados experimentales de actividad relativa frente a tiempo para una concentracion ini-
cial de glucosa 80 mM.
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200mM ; GOD en solucion.

1,0
09+ o
08 +
07 + P

06 + *
05+ .

ACTIVIDAD

04 + Y

03+ &
IS
024 *e
*,
>
01+ ®e0

*%00000000000
00 + + + + +

0 1 2 3 4 5 6 7
TIEMPO (h)

FIGURA 22. Resultados experimentales de actividad relativa frente a tiempo para
una concentracién inicial de glucosa 200 mM.

500 mM;GOD en solucion.
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FIGURA 23. Resultados experimentales de actividad relativa frente a tiempo para una concentracion ini-
cial de glucosa 500 mM.
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ACTIVIDAD
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FIGURA 24. Resultados experimentales de actividad relativa frente a concentracién de perdxido de
hidrégeno para una concentracion inicial de glucosa 12 mM.
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FIGURA 25. Resultados experimentales de actividad relativa frente a concentracion de perdxido de
hidrégeno para una concentracién inicial de glucosa 80 mM.
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200Mm;GOD en solucion.
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FIGURA 26. Resultados experimentales de actividad relativa frente a concentracion de perdxido de
hidrégeno para una concentracion inicial de glucosa 200 mM.

500 mM;GOD en solucion.
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FIGURA 27. Resultados experimentales de actividad relativa frente a concentracién de perdxido de
hidrégeno para una concentracion inicial de glucosa 500 mM.
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4.2. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS CON CATALASA EN
SOLUCION.

Para este estudio se han realizado cuatro experimentos, por duplicado, con las siguientes
concentraciones iniciales de peréxido de hidrégeno: 53, 101, 202,8 y 502,8 mM. Todos ellos
llevados a cabo en el reactor Applikon y con las condiciones de operacion descritas en los apar-
tados correspondientes de materiales y métodos.

4.2.1. ESTUDIOS DE ACTIVIDAD RELATIVA PARA DISTINTAS CONCENTRA-
CIONEF ™M TALES DE SUSTRATO.

Se exponen a ¢ de modo gréfico, los resultados obtenidos en los experimen-
tos realizados con ¢: . 'ucion. Asi, en las FIGURAS 28 a 31 se representa la concen-
tracion de sustrato (... hidrégeno) frente a tiempo (min) para las distintas concentra-

ciones iniciales mencionadas «nteriormente.

Para una concentracion inicial de peréxido de hidrégeno 53 mM se puede observar, que
en un minuto se ha completado la reaccion. De este primer experimento, se puede concluir, que
en la reaccion de descomposicion del peréxido de hidrégeno catalizada por la enzima catalasa
tiene lugar a velocidades de reaccién muy superiores a las de oxidacion de glucosa por GOD.

Como puede observarse en la gréfica obtenida para una concentracion inicial de peréxido
de hidrégeno 101 mM, la pendiente disminuye conforme transcurre el tiempo, alcanzdndose a
los 15 minutos el consumo de todo el sustrato.

53 mM; CAT en solucion
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FIGURA 28. Resultados experimentales de concentracién peréxido de hidrégeno frente a tiempo para
una concentracion inicial de peréxido de 53 mM.
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101 mM; CAT en solucion
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FIGURA 29. Resultados experimentales de concentracién peréxido de hidrégeno frente a tiempo para
una concentracion inicial de peréxido 101 mM.

202 mM; CAT en solucion
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FIGURA 30. Resultados experimentales de concentracién de peréxido de hidrégeno frente a tiempo para
una concentracion inicial de peréxido 202,8 mM.
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502 mM; CAT en solucion
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FIGURA 31. Resultados experimentales de concentracion inicial de peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de peréxido 502,8 mM.

En los experimentos de concentracion inicial de peréxido de hidrégeno 202,8 mM, se
observa que el consumo completo de sustrato tiene lugar a los 21 minutos. A diferencia de
los experimentos realizados con glucosa oxidasa en solucién, el efecto inhibidor del pero-
xido de hidrégeno sobre la actividad de la enzima catalasa, no se observa hasta el experi-
mento de concentracién inicial de peréxido de hidrégeno 502,8 mM. Esta alta concentra-
cién inicial de peréxido produce la desactivacion total de la enzima antes de que se con-
suma todo el sustrato, permaneciendo una concentracién residual de 300 mM de peréxido
de hidrégeno sin reaccionar. Esto se debe a que la enzima catalasa pierde su actividad, sin
haber transformado todo el peréxido del medio, transcurridos unos 20 minutos de reac-
cion.

Es posible concluir, analizando en conjunto este grupo de gréficas, que aproximadamente
entre los 5y los 15 6 20 minutos de haber comenzado el experimento es cuando se observa una
apreciable disminucién en la velocidad de reaccion, debido a la desactivacion de la enzima,
que llega a ser completa a partir de los 20 minutos de experimentacion.

4.2.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD RELATIVA DURANTE EL DESARROLLO DE
LA REACCION.
Del mismo modo que para GOD en solucién se ha utilizado el método de diferenciacion

numérica para el célculo de las velocidades de reaccién asi como la actividad relativa de la
enzima CAT.
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Los resultados se exponen en las FIGURAS 32 a 34. Asi, se observa claramente c6mo dis-
minuye la actividad de la enzima conforme va transcurriendo el tiempo de reaccién. Se verifi-
ca ademds, que la pendiente de la curva (velocidad de reaccién) se va haciendo cada vez mds
pequefia. Este hecho se debe a la progresiva desactivacién de la enzima.

101 mM;CAT en solucion.
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FIGURA 32. Resultados experimentales de actividad relativa frente a tiempo para una concentracion ini-
cial de peréxido de hidrégeno 101 mM.

. 202mM;CAT en solucion.
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FIGURA 33. Resultados experimentales de actividad relativa frente a tiempo para una concentracion ini-
cial de peréxido de hidrégeno 202,8 mM.
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502 mM;CAT en solucion.
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FIGURA 34. Resultados experimentales de actividad relativa frente a tiempo para una concentracion ini-

cial de peréxido de hidrégeno 502,8 mM.

Por otra parte, en las FIGURAS 35 a 37 (actividad relativa frente a peréxido) puede observarse
cémo la actividad disminuye progresivamente hasta anularse. En los experimentos de concentracion
inicial de peréxido de hidrégeno 101 y 202 mM (FIGURAS 35 y 36) se llega al consumo total de
sustrato, asi pues cabe pensar en la posibilidad de que la enzima no se haya desactivado completa-
mente, pero por falta de sustrato en el medio no se puede conocer el momento exacto de la desacti-
vacion de la misma. En el caso de una concentracién inicial 500 mM (FIGURA 37), no se consume
todo el sustrato, el efecto inhibidor del mismo (peréxido de hidrégeno) genera la desactivacion de la
enzima catalasa quedando una concentracién 300 mM sin reaccionar. En éste tiltimo experimento la
enzima catalasa pierde su actividad, sin haber transformado todo el peréxido del medio.

1 101 mM;CAT en solucién.
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FIGURA 35. Resultados experimentales de actividad relativa frente a concentracién de perdxido de

hidrégeno para una concentracion inicial de peréxido 101 mM.
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202 mM;CAT en solucion.
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FIGURA 36. Resultados experimentales de actividad relativa frente a concentracién de peréxido de
hidrégeno para una concentracién inicial de peréxido 202,8 mM.
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FIGURA 37. Resultados experimentales de actividad relativa frente a concentracién de peréxido de
hidrégeno para una concentracion inicial de per6xido 502,8 mM.
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4.3. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS CON GLUCOSA OXI-
DASAY CATALASA EN SOLUCION.

Se han realizado cuatro experimentos, por duplicado, con las siguientes concentraciones ini-
ciales de glucosa: 12, 80, 200 y 500 mM. Todos ellos llevados a cabo en el reactor Applikon y con
las condiciones de operacién descritas en los apartados correspondientes de materiales y métodos.

4.3.1. ESTUDIO DE ACTIVIDAD RELATIVA PARA DISTINTAS CONCENTRACIO-
NES INICIALES DE SUSTRATO.

Se recogen a continuacién, de modo grafico, los resultados obtenidos en los experimentos
realizados con glucosa oxidasa y catalasa en solucion. Asf, en las FIGURAS 38 a 41 se repre-
senta la concentracién de sustrato (glucosa) frente a tiempo (h), para las distintas concentra-
ciones iniciales mencionadas anteriormente.

Para una concentracién inicial de glucosa 12 mM se puede observar como se va consu-
miendo el sustrato, y el producto generado (peréxido de hidrégeno) se degrada inmediatamente.
Este hecho verifica lo concluido en los experimentos realizados con catalasa en solucion; en la
descomposicion del peréxido de hidrégeno catalizada por la enzima catalasa, se observan velo-
cidades de reaccién muy superiores a las registradas en la catdlisis de la oxidaci6n de la glucosa.

Como puede observarse en la gréfica obtenida para una concentracion inicial de glucosa 80
mM, el consumo de sustrato presenta al igual que en el caso anterior, una pendiente constante al
principio, par disminuir posteriormente hasta anularse completamente la velocidad de reaccion. Al
igual gue en el experimento anterior, la oxidacion de la glucosa es mds rapida que en aquellos casos
en los que sélo interviene la enzima glucosa oxidasa en el proceso. Asi en los experimentos reali-
zados con glucosa oxidasa en solucién la pendiente permanece constante hasta transcurrida aproxi-
madamente 1 hora de reaccién, mientras con ambas enzimas presentes en el medio a los 20 minu-
tos ya comienza a descender la pendiente de la grifica y la velocidad aumenta al tener lugar la reac-
cién en un periodo de tiempo mds corto. Este hecho puede explicarse en base a que la enzima glu-
cosa oxidasa no se encuentra influenciada por el efecto inhibidor del peréxido de hidrégeno gene-
rado, puesto que se descompone inmediatamente por la enzima catalasa conforme se va generan-
do. Como consecuencia, no se aprecia concentracion neta de peréxido de hidrégeno en el medio.

Para concentraciones iniciales de glucosa mayores: 200 y 500 mM, al igual que en los casos
anteriores se observan las mismas tendencias tanto para el consumo de sustrato, como para la apari-
cién y descomposicion instantdnea de producto. Sin embargo en estos dos experimentos, al contra-
rio que en los dos anteriores, parece relentizarse el proceso comenzando a disminuir progresivamente
la pendiente de la curva a las 3 horas y 30 minutos y a las 4 horas y 17 minutos, respectivamente. Es
en estos experimentos donde realmente se observa el efecto protector de la enzima catalasa sobre glu-
cosa oxidasa, prolongdndose sensiblemente su periodo de actividad en el medio de reaccion.

4.3.2. ESTUDIO DE ACTIVIDAD RELATIVA DURANTE EL DESARROLLO DE LA
REACCION.

La actividad relativa de ambas enzimas se calculd utilizando la técnica de diferenciacion
numerica descrita en la presente memoria.
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En las FIGURAS 42 a 45 se ha representado actividad frente a tiempo (horas). Puede
observarse claramente, como disminuye la actividad de la enzima conforme va transcurriendo
el tiempo de reaccién. Se verifica que la pendiente de la curva se va haciendo cada vez mds
pequefia hasta llegar a anularse, lo cual estd en concordancia con las conclusiones obtenidas en
el estudio para distintas concentraciones iniciales de sustrato.
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FIGURA 38. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracién inicial de glucosa 12 mM.

80 mM; GOD+CAT en solucion.
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FIGURA 39. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracién inicial de glucosa 80 mM
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200 mM; GOD+CAT en solucion.
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FIGURA 40. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrogeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 200 mM.

500 mM; GOD+CAT en solucion.
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FIGURA 41. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y perdxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 500 mM.
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1% 12mM;GOD+CAT en solucion.
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FIGURA 42. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracion inicial de glucosa 12 mM.
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FIGURA 43. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracion inicial de glucosa 80 mM.
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1 200 mM:GOD+CAT en solucion.
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FIGURA 44. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracion inicial de glucosa 200 mM.

500 mM;GOD+CAT en solucion.
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FIGURA 45. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracién inicial de glucosa 500 mM.
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4.4. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS CON GLUCOSA OXI-
DASA Y CATALASA CO-INMOVILIZADAS EN PARTICULAS DE ALGINATO

CALCICO.

Estos experimentos han sido realizados con la finalidad de evaluar el efecto del soporte
(alginato cdlcico) sobre la actividad catalitica de las enzimas GOD y CAT.

Se ha desarrollado una extensa experimentacién en el reactor Applikon empleando parti-
culas esféricas de 3 y 5 mm de didmetro. Al igual que en resto de los experimentos se ha ope-
rado en régimen discontinuo.

4.4.1. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS CON PARTICULAS
DE 3 mm DE DIAMETRO.

Se han realizado cuatro experimentos, por duplicado, con las siguientes concentraciones
iniciales de glucosa: 12, 80, 200 y 500 mM. Todos ellos llevados a cabo en el reactor Appli-
kon con las condiciones de operacion descritas en los apartados correspondientes de materia-
les y métodos.

4.4.1.1. Estudio de actividad relativa para distintas concentraciones iniciales de sustrato.

Se exponen a continuacién, de modo grifico, los resultados obtenidos en los experimen-
tos realizados con glucosa oxidasa y catalasa co-inmovilizadas en particulas (de alginato cal-
cico) de 3 mm de didgmetro. En las FIGURAS 46 a 49 se representan las concentraciones de
glucosa y peréxido de hidrégeno frente a tiempo (h), para las distintas concentraciones inicia-
les mencionadas anteriormente.

Para una concentracion inicial de glucosa 12 mM se puede observar como se va consumien-
do el sustrato, y que el producto generado (peréxido de hidrégeno) se degrada inmediatamente. La
desactivacién de la enzima principal es mas lenta que en los experimentos con glucosa oxidasa y
catalasa en solucién. Por otra parte continda verificandose el hecho de que en la descomposicion
del peréxido de hidrégeno catalizada por la enzima catalasa, se observan velocidades de reaccion
muy superiores a las observadas en la catdlisis de la oxidacion de la glucosa.

Como puede observarse en la grifica obtenida para una concentracion inicial de glucosa
80 mM, el consumo de sustrato presenta una pendiente constante al principio, que luego dis-
minuye hasta anularse completamente la velocidad de reaccion.

Para concentraciones iniciales de glucosa mayores; 200 y 500 mM, se observan las mis-
mas tendencias tanto para el consumo de sustrato como para la aparicién y descomposicion
instantaneo de producto.

Es posible concluir analizando en conjunto este grupo de graficas, que no se observan
retrasos debidos a difusién de sustrato en ninguna de ellas, puesto que si fuese asi apareceria
una zona, al inicio de la reaccién, en la que no habria cambios de concentracion. Por otra par-
te, se observa que la inmovilizacion de las enzimas favorece la actividad catalitica de la enzi-
ma principal, desactivandose ésta a tiempos muy superiores a los registrados en los experi-
mentos en solucidn.
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» 12 mM; GOD+CAT inmovilizadas 3mm
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FIGURA 46. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracién inicial de glucosa 12 mM.

- 80 mM; GOD+CAT inmovilizadas 3 mm
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FIGURA 47. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 80 mM.
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200 mM; GOD+CAT inmovilizadas 3 mm
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FIGURA 48. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 200 mM.

500 mM; GOD+CAT inmovilizadas 3 mm
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FIGURA 49. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 500 mM.
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4.4.1.2. Estudio de la actividad relativa durante el desarrollo de la reaccion.

De la misma forma que para los experimentos en solucién se ha utilizado la tecnica de
diferenciacién numerica para evaluar la actividad relativa de las enzimas.

Se presentan a continuacién los resultados obtenidos en la experimentacion (FIGURAS 50
a 53). En dichas figuras puede observarse claramente cémo disminuye la actividad de la enzi-
ma conforme va transcurriendo el tiempo de reaccion. Se aprecia que la pendiente de la curva
se va haciendo cada vez mds pequefia hasta llegar a anularse. Este hecho esta de acuerdo con
las conclusiones obtenidas en el estudio de la concentracion inicial de sustrato.

12mM; GOD+CAT inmovilizadas 3mm.
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FIGURA 50. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracion inicial de glucosa 12 mM.

80 mM;GOD+CAT inmovilizadas 3mm.
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FIGURA 51. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracién inicial de glucosa 80 mM.
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200 mM;GOD+CAT inmovilizadas 3mm
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FIGURA 52. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracién inicial de glucosa 200 mM.

500 mM;GOD+CAT inmovilizadas 3mm
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FIGURA 53. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracién inicial de glucosa 500 mM.
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4.4.2. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS CON PARTICULAS
DE 5 mm DE DIAMETRO.

Se han realizado cuatro experimentos, por duplicado, con las siguientes concentraciones
iniciales de glucosa: 12, 80, 200 y 500 mM. Todos ellos llevados a cabo en el reactor Appli-
kon y con las condiciones de operacién descritas en los apartados correspondientes de mate-
riales y métodos.

4.4.2.1. Estudio de actividad relativa para distintas concentraciones iniciales de sustrato.

Se exponen a continuacion los resultados obtenidos en los experimentos realizados con
glucosa oxidasa y catalasa co-inmovilizadas en particulas (de alginato cdlcico) de 5 mm de did-
metro. En las FIGURAS 54 a 57 se representa la concentracion de glucosa frente a tiempo (h),
para las distintas concentraciones iniciales mencionadas anteriormente.

Para una concentracion inicial de glucosa 12 mM se puede observar como se va consu-
miendo el sustrato, y el producto generado (peréxido de hidrégeno) se degrada inmediata-
mente. La desactivacién de la enzima principal es incluso algo mds lenta que en el caso de glu-
cosa oxidasa y catalasa co-inmovilizadas en particulas de 3 mm de didmetro, y por supuesto
mds lenta que en los experimentos en solucién. Por otra parte, continda verificandose el hecho
de que en la descomposicién del peréxido de hidrégeno, catalizada por la enzima catalasa, se
observan velocidades de reaccién muy superiores a las registradas en la oxidacién de la glu-
cosa.

Como puede observarse en la grafica obtenida para una concentracién inicial de glucosa
80 mM el consumo de sustrato presenta al igual que en el caso anterior, una pendiente cons-
tante al principio, que luego disminuye hasta anularse completamente la velocidad de reaccion.

12 mM; GOD+CAT inmovilizadas 5 mm
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FIGURA 54. Resultados experimentales de concentracion de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 12 mM.
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80 mM; GOD+CAT inmovilizadas S mm
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FIGURA 55. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 80 mM.

200 mM; GOD+CAT inmovilizadas 5 mm
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FIGURA 56. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracién inicial de glucosa 200 mM.
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500 mM; GOD+CAT inmovilizadas 5 mm
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FIGURA 57. Resultados experimentales de concentracién de glucosa y peréxido de hidrégeno frente a
tiempo para una concentracion inicial de glucosa 500 mM.

Para concentraciones iniciales de glucosa mayores; 200 y 500 mM, se observan las mis-
mas tendencias tanto para el consumo de sustrato, como para la aparicién y descomposicién
instantdnea del producto.

Por tanto, es posible concluir, analizando en conjunto este grupo de experimentos, que
la reaccién enzimdtica no se afecta por la difusién del sustrato a través del soporte. Por otra
parte, también se observa que la inmovilizacién de las enzimas favorece la actividad catali-
tica de la enzima principal, desactivdndose ésta practicamente al mismo tiempo que para las
particulas de 3 mm, y a tiempos muy superiores a los registrados en los experimentos en
solucidn.

4.4.2.2. Estudio de la actividad relativa durante el desarrollo de la reaccion.

De la misma forma que para los experimentos en solucién se ha utilizado la técnica de
diferenciacién numerica para evaluar la actividad relativa de las enzimas.

Se presentan a continuacion los resultados obtenidos en la experimentacién (FIGURAS 58
a 61). Es posible observar cémo disminuye la actividad de la enzima conforme va transcu-
rriendo el tiempo de reaccién. Puede verificarse, que la pendiente de la curva se va haciendo
cada vez mds pequeiia hasta llegar a anularse, para tiempos muy superiores que los registrados
en solucién. Este hecho estd en concordancia con las conclusiones obtenidas en el estudio de
la concentracidn inicial de sustrato.
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ACTIVIDAD

12mM;GOD+CAT inmovilizadas Smm
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FIGURA 58. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracion inicial de glucosa 12 mM.
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FIGURA 59. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracién inicial de glucosa 80 mM.
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200mM;GOD+CAT inmovilizadas Smm.
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FIGURA 60. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracion inicial de glucosa 200 mM.
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FIGURA 61. Resultados experimentales de actividad relativa de GOD frente a tiempo para una con-
centracion inicial de glucosa 500 mM.
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4.5. MODELOS CINETICOS PROPUESTOS.

Es habitual en todo estudio de Ingenieria Quimica el desarrollo de un modelo matema-
tico que permita sistematizar y realizar inferencias acerca del proceso sometido a estudio
partiendo de la experiencia adquirida y la experimentacion realizada. En este sentido se
abordard en este apartado el desarrollo de un modelo de desactivacion de las enzimas GOD
y CAT.

Inicialmente pueden proponerse ecuaciones para la prediccion de actividades relativas de
tipo polinémico en funcidn de las variables sometidas a estudio: tiempo de reaccién y concen-
tracion de perdxido de hidrégeno. Este tipo de regresiones permiten predecir el comporta-
miento del sistema, dentro de ciertos mdrgenes de operacion con coeficientes de regresion
altos.

En segundo lugar, se abordard este modelado cinético del proceso de desactivacién de las
enzimas a partir de ecuaciones que poseen un innegable cardcter representacional, aunque se
obtendrén coeficientes de regresion inferiores a los alcanzados para las ecuaciones polinémi-
cas.

4.5.1. MODELO CINETICO BASADO EN ECUACIONES POLINOMICAS.

Para determinar los polinomios que describen adecuadamente el comportamiento obser-
vado en la desactivacion de las enzimas glucosa oxidasa y catalasa se han utilizado herra-
mientas estadisticas convencionales; como es el caso de las que pone a nuestro alcance el pro-
grama informdtico STATGRAPHICS (v. 6.0) para DOS.

Concretamente, la técnica mds adecuada para determinar los coeficientes de los polino-
mios de ajuste es la “STEPWISE REGRESSION”, o regresion paso a paso. Son importantes
las similitudes de €ésta técnica con la regresion multiple/emidovischetal. 19901 ayunque en este caso la
propia técnica evalia la relevancia de las variables independientes, su cuadrado o su producto
en el modelo final. De este modo es posible conocer cuales de las variables independientes, y
en que forma deben ser incluidas en el modelo™u! Stuterphics, 1986; Pérez, 1996]

Esta técnica permite asignar pesos a cada uno de los datos experimentales obtenidos, a tra-
vés de la entrada “Weights”. Asi, es posible establecer un punto base dando mayor peso a aque-
llos datos experimentales por los que se sabe que tiene que pasar el modelo forzosamente.

Utilizando la opcién Method “FORWARD” (método hacia delante) el programa permi-
te ir afiadiendo una a una las variables independientes en cuestién. El criterio para incluir
una u otra variable independiente en el modelo radica en el pardmetro estadistico “F o des-
viacion estdndar/desviacion tipica”. Asi, “F-enter” seria el valor que debe alcanzar el para-
metro F para incluir una determinada variable, mientras el pardmetro “F-remove” es el valor
por debajo del cual la variable queda eliminada del modelo. Cada vez que se incorpora una
variable al modelo, el programa presenta en pantalla la correspondiente mejora en el coefi-
ciente de regresion (1?).

En todos los casos se ha trabajado con una serie de valores que el programa trae por defec-
to; se ajustd la ecuacion con opcién a término independiente (Po); la opcién de F-enter y F-
remove como 4. El nivel de confianza del 95 % y un nimero madximo de pasos de 500, el con-
trol se ha tomado manual.
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Para realizar el ajuste se introdujeron como posibles variables independientes:

—tiempo, t (h);

—concentracion de peréxido, P (mM);

—tiempo al cuadrado, t* (h?);

—concentracién de perdxido al cuadrado, P (mM?) e
—interaccién tiempo-peréxido, t-P (h-mM);

Es preciso resaltar que en el ajuste se incluyeron los posibles términos correspondientes a
interacciones tiempo-concentracién de peréxido de hidrégeno, por conocer y preveer, de algu-
na forma, la existencia de posibles efectos sinérgicos.

Han sido dos factores los que han conducido a no incluir la concentracién de glucosa en el
polinomio. Por una parte, ninguno de los modelos existentes en la bibliograffa hace referencia a la
concentracién de glucosa como sustancia que influya en la desactivacién de la enzima GOD; y por
otra, la concentracién de peréxido de hidrégeno debe cerrar el balance de materia con la concen-
tracién de glucosa, por tanto aparece una co-linealidad que no permitirfa realizar dicha regresion.

Con la enzima glucosa oxidasa en solucion, en presencia de catalasa en solucion, e inmo-
vilizada con ésta en particulas de alginato, se realizaron cuatro experimentos, por duplicado
para cada caso, con las concentraciones iniciales de glucosa: 12, 80, 200 y 500 mM. Con la
enzima catalasa en solucién se realizaron cuatro experimentos, también por duplicado, con las
concentraciones iniciales de peréxido de hidrégeno: 53,101, 202,8 y 502,8 mM. Usando los
datos experimentales obtenidos ha sido posible determinar un polinomio de regresién de las
variables independientes tiempo y concentracién de peréxido de hidrégeno. La ecuacion poli-
némica genérica propuesta es la siguiente:

a = PotPrt+Prt+Ps P+ P+PstP

Ecuacion 72

Se tiene que cumplir necesariamente que para el instante de tiempo inicial (t = Oh) ain no
se ha generado perdxido en el medio de reaccién, y por lo tanto su concentracién en ese
momento es nula, a la vez que la actividad de la enzima ha de presentar su valor mdximo, la
unidad. Asi pues, a los puntos iniciales de los experimentos se les ha conferido, tras la realiza-
cién de algunas pruebas preliminares con el programa, el peso maximo de la experimentacion.

También se conoce que una vez estabilizada la concentracién de peréxido en el medio en
valores altos, la actividad de la enzima permanece en valores muy préximos a cero. De este
modo a los valores finales de los experimentos también se les ha asignado un peso importante.

Utilizando los valores de los pardmetros de regresion anteriormente citados, se han obte-
nido los valores de los coeficientes de ajuste para el polinomio de desactivacién que se pre-
sentan en la TABLA 10.

Es preciso indicar que los ajustes numéricos referentes al comportamiento de GOD en el
sistema GOD+CAT, tanto en solucién como en sistemas heterogéneos, se han realizado consi-
derando la concentracién de peréxido, generada por GOD y descompuesta por CAT, en cada
intervalo de tiempo de experimentacién. Puesto que cémo se ha indicado en la exposicién de
resultados la concentracién medida de peréxido de hidrégeno en cada instante es nula. Si bien
ambas enzimas deben soportar instantdneamente considerables cantidades del mismo.

120



RESULTADOS Y DISCUSION

ACTIVIDAD| s B B B B B r
RELATIVA | ) ) (M) @My | emMY)
acon 0,9993+0,0017 | -0,3661+0,0051 | 0,0337+0,00086 - 1,16.10°44,7.107 — 0,9978
acar 0,9999+0,00149 | -6,3651+0,0502 | 10,235+0,1814 - 39.1g% - 0,9995
(acoo)sist 0,9200+0,0040 | -0,26310,0049 | 0,016:+0,00053 — - — 0,9833
(@con)s mm 0,9979+0,0027 | -1,1416+0,0032 | 0,0051+0,00021 | -0,0061+0,0029 - — 0,9920
(acop)s mm 0,999+0,0019 | -0,1053£0,0026 | 0,0027+0,0001 |-0,0600+0,0157 | 0,0043+0,0014 | 0,0049+0,0009| 0,9937

TABLA 10. Coeficientes de la ecuacion polindmica propuesta para la desactivacién de la enzima GOD
y acar obtenida en los experimentos con catalasa en solucion.

Dada esta sistemdtica de estudio y puesto que la concentracién de peréxido de hidrégeno
en el medio de reaccidn es cero; queda claro que las concentraciones generadas instantdnea-
mente por GOD deben ser eliminadas por la enzima catalasa. De este modo las actividades
relativas ajustadas frente a tiempo y perdéxido de hidrégeno se refieren a actividad de la enzi-
ma glucosa oxidasa para cada sistema de reaccién ((acoo)sisr. ).

Como se puede observar no han aparecido en la expresion términos de interaccion tiem-
po-peréxido de hidrégeno, excepto en el caso de los experimentos de inmovilizacion con par-
ticulas de 5 mm, lo cual parece indicar que el efecto sinérgico entre ambas variables, para la
actividad relativa de la enzima glucosa oxidasa, es tan pequefio que el programa no llega a
seleccionarlo para incluirlo en la expresion polinémica resultante.

Otro aspecto resefiable en la ecuacion obtenida radica en el hecho de los valores tan bajos,
o inexistentes, que toman los términos referidos a concentracion de peréxido de hidrégeno, de
forma que puede concluirse que los efectos del tiempo son mds importantes que los de la con-
centracién de peréxido de hidrégeno, en el modelo.

4.5.2. MODELO CINETICO BASADO EN ECUACIONES FENOMENOLOGICAS.

En este apartado se propondrdn a diferencia de los apartados anteriores, ecuaciones de
desactivacién que poseen un claro fundamento fisico y mecanistico, atin sacrificando los altos
coeficientes de regresién y complicando su formulacién matemdtica.

Para ajustar las ecuaciones que describan adecuadamente el comportamiento observado en
la desactivacién de las enzimas glucosa oxidasa y catalasa, también se ha utilizado el progra-
ma informéatico STATGRAPHICS (v. 6.0) para DOS.

Concretamente, la técnica més adecuada para determinar los coeficientes de las ecuacio-
nes de ajuste ha sido la “NON LINEAR REGRESSIQNManal Sutgraphics. 1986: pérer. 19%] Bt técnica
habilita el procedimiento para obtener estimaciones por minimos cuadrados de los pardmetros

de un modelo no lineal.

La técnica realiza el ajuste a una ecuacion no lineal utilizando un algoritmo matematico
iterativo de biisqueda de soluciones aproximadas. Para la estimacién de los par'é_metros del
parten de unos valores iniciales coherentes. Concretamente el programa utiliza el algo-
ardt,1963]

modelo
ritmo de Marquardt™*
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En todos los casos, se ha trabajado con la serie de valores que el programa trae por defec-
to; ndmero méximo de iteraciones: 25, mdximo nimero de veces para que el sistema evalde la
funcidn durante la bisqueda de la solucién: 200.

El pardmetro inicial de Marquardt, obligatorio para obtener la solucidn iterativa aproxi-
mada, es por defecto 0,01. El factor de escala inicial (después de cada iteracidn, el sistema mul-
tiplica el valor del pardmetro de Marquardt corriente por el factor de escala para utilizar el
valor resultante como pardmetro de Marquardt para la siguiente iteracién) se fija por defecto
en 20. Y el valor mdximo del pardmetro de Marquardt, por encima del cual el sistema abando-
na la biisqueda de la solucién, lo toma por defecto como 120.

La técnica presenta dos condiciones de parada del proceso iterativo, en las que igualmen-
te se han tomado los valores que trae el programa por defecto; “Stopping Cond. on Res. SS”,
condicién de parada en el proceso iterativo cuando la diferencia en la suma de cuadrados resi-
dual de una iteracién a la siguiente es menor o igual a 10* y “Stopping Cond. on estimates”,
en la que el proceso se para cuando la diferencia en el valor de los pardmetros estimados de
una iteracién a la siguiente es menor o igual 10°.

De todas las ecuaciones ensayadas que se recogen en la bibliograffa, la que mejores ajus-
tes proporciona es la ecuacién exponencial propuesta por Romero (1996).

Ki-P? + K2P
Ki+P

a=exp | —

Ecuacion 73

Esta ecuacion procede del mecanismo de desactivacion tipo ping-pong de la enzima GOD
expuesto en los antecedentes en el apartado 2.7.3.1., en el que se puede observar de donde pro-
cede la expresion de tipo exponencial propuesta.

4.5.2.1. Ecuacidn tedrica propuesta para la desactivacion de la enzima glucosa oxidasa.

Usando los datos experimentales obtenidos para la enzima glucosa oxidasa en solucion ha
sido posible determinar una ecuacion de desactivacion de las variables independientes tiempo
(h) y concentracidn de peréxido de hidrégeno (mM).

En la opcién “parameter vector” del programa STATGRAPHICS se han introducido las
estimaciones iniciales para los pardmetros con valor 1, tanto para k, como para k,.

Se han obtenido los siguientes valores para los pardmetros de la ecuacién exponencial:

ki = 0,00019 (mM" - h)
k- = 0,5404 (h")
ks =0,1 (mM)
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Con un coeficiente de regresion r* = 0,9554.

4.5.2.2. Ecuacion tedrica propuesta para la desactivacion de la enzima catalasa.

Del mismo modo, utilizando los datos experimentales obtenidos en la experimentacion
con catalasa en solucién, en la ecuacién exponencial se han obtenido los siguientes valores
ajustados para las constantes:

ki =0,0018 (mM" - h")
k2 = 8,3505 (h")
ks =0,01 (mM)

Con un coeficiente de regresién r* = 0,965.

Como puede observarse los coeficiente de regresién, en ambos casos, son bastante peores
que los obtenidos en las ecuaciones polinémicas, aunque el sentido fisico de estas ecuaciones
es claro y estd basado en mecanismos cinéticos de desactivacion desarrollados en los antece-
dentes bibliogréficos, concluyéndose siempre, para ambas enzimas, con expresiones exponen-
ciales para la actividad.

4.5.2.3. Ecuacidn tedrica propuesta para la desactivacion de ambas enzimas en solucion
e inmovilizadas en particulas de alginato cdlcico.

Teniendo en cuenta los datos experimentales obtenidos, en cada caso, se ha procedido a su
ajuste y los resultados se muestran en la TABLA 11. '

Los ajustes se han realizado teniendo en cuenta las concentraciones instantineas de per6-
xido generadas y consumidas por el sistema GOD-CAT. Por tanto las actividades calculadas se
refieren a dicho sistema.

ki k: ks T
(mMh) ) (mM)
GOD+CAT solucién 5-10° 0,3618+0,0089 5-10° 0,9598
GOD+CAT inm. 3mm. 5- 107 0,2249+0,0066 5-10° 0,9865
GOD+CAT inm. Smm 5 107¢ 0,1359+0,0019 5-10° 0,9808
I

TABLA 11. Coeficientes ajustados para el sistema GOD+CAT.

Se aprecia que conforme se inmovilizan ambas enzimas en particulas de alginato con di-
metros mayores 0, 3 y 5 mm disminuye el valor de la constante k: 0, expresado de otra forma;
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las influencias de la concentracién de perdxido de hidrégeno y el tiempo de reaccién sobre la
enzima GOD son cada vez menores. Por tanto el aumento en el tamafio de la particula ejerce
claramente un papel protector sobre la actividad enzimatica.

Asimismo, k: representa a tres pasos de mecanismo cinético general, recogido en los ante-
cedentes de esta memoria, y de los que no se poseen evidencias experimentales para poder
definir cual es mds relevante, aunque la bibliograffa consultada indica que la mayor desactiva-
cién se produce en la forma reducida de la enzima “Ex” y el complejo enzima oxidada-peroxi-
do (38 veces mds sensible que la enzima oxidada “Eo”).

4.6. VALIDACION DEL MODELO CINETICO PROPUESTO.

Cualquier modelo tedrico propuesto, necesita forzosamente ser contrastado con los datos
que se han obtenido durante el desarrollo de la experimentacién. La validacion de la ecuacion
teGrica propuesta en el apartado anterior (4.5.2.) puede ser corroborada analizando las graficas
(FIGURAS 62 a 64) que se exponen a continuacion.

La representacién de cada curva tedrica se ha realizado con la expresién exponencial de
actividad propuesta, tomando en cada caso el coeficiente k. obtenido para cada grupo de expe-
rimentos, respectivamente.

VALIDACION GOD+CAT solucién.

ACTIVIDAD

TIEMPO (h)

FIGURA 62. Representacién de la actividad, obtenida experimentalmente y con la ecuacién tedrica pro-
puesta, frente a tiempo para los datos de GOD+CAT en solucion.
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VALIDACION GOD+CAT 3mm

09 @ Act experimental

= Act. teorica

08 +

0,7 +
06 +
05+

04+

ACTIVIDAD

03+
024
01+

0 —t=

10 15 20
TIEMPO (h)

FIGURA 63. Representacion de la actividad, obtenida experimentalmente y con la ecuacién tedrica pro-
puesta, frente a tiempo para los datos de GOD+ CAT en particulas de 3mm de didmetro.

VALIDACION GOD+CAT 5mm

ACTIVIDAD

0 5 10 15 20 2
TIEMPO (h)

FIGURA 64. Representacién de la actividad, obtenida experimentalmente y con la ecuacién teérica pro-
puesta, frente a tiempo para los datos de GOD+ CAT en particulas de 5Smm de didmetro.
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Como se puede observar, la ecuacion tedrica propuesta ciertamente responde a las ten-
dencias seguidas por los datos reales obtenidos en el laboratorio. Se constata por tanto, que en
la medida de los coeficientes de regresion obtenidos se tienen ajustes matemdticos adecuados.
Ademds conceptualmente se consiguen aproximaciones excelentes a la cinética real de la reac-
cion de desactivacion estudiada.

4.7. PREDICCIONES DEL MODELO TEORICO.

El modelo tedrico propuesto es un instrumento ideal para predecir el comportamiento del
sistema sin necesidad de realizar experimentacion. Asi, es posible conocer el estado de activi-
dad para cualquier instante de tiempo y concentracion de perdxido en el reactor, independien-
temente de la concentracion inicial de glucosa utilizada.

Si se observan las predicciones tedricas calculadas para la ecuacién de desactivacion irre-
versible propuesta (FIGURA 65), es posible concluir que conforme aumenta el tamaiio de par-
ticula en la que se encuentran inmovilizadas las enzimas, su actividad se mantiene durante un
periodo de tiempo mayor.

PREDICCIONES TEORICAS

o GOD+CAT sol.
A GOD+CAT 3mm |

0 GOD+CAT Smm

ACTIVIDAD

0 5 10 15 20 25
TIEMPO (h)

FIGURA 65. Predicciones tedricas para el sistema GOD y CAT en solucién y en particulas de alginato
cdlcico de 3 y 5 mm.
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Concretamente la ecuacion correspondiente a GOD y CAT en solucion predice una desac-
tivacion total del sistema enzimadtico a las 12 horas, si bien a partir de las 5 horas de proceso la
actividad es ya irrelevante. Cuando se estudian las predicciones correspondientes a las particu-
las de 3 mm se aprecia una desactivacién completa del sistema a las 19 horas, si bien se man-
tienen valores de actividad apreciables hasta las 10 horas de proceso. Por tltimo cuando se uti-
lizan particulas de 5 mm incluso a las 25 horas de proceso todavia queda actividad residual.

04
0.35 i
03
0.25
S 02 e
0.15 &
0.1
0.05

O 1 1 1 1 i
0 1 2 3 4 5 6
TAMANO PARTICULA

FIGURA 66. Estudio del comportamiento del pardmetro k: de la ecuacién de desactivacidn irreversible
frente al tamafio de particula. '

Queda patente, por tanto el efecto protector del soporte alginato cdlcico sobre la actividad
del sistema GOD+CAT, haciéndose mds importante cuanto mayor es el tamaio de las particu-
las. En este sentido si se observan los valores de los coeficientes ajustados para cada tipo de
experimentaciéon (TABLA 11) puede observarse que realmente el efecto estabilizador del
soporte influye fundamentalmente sobre el coeficiente cinético k: de la ecuacion de desactiva-
cién. De hecho, puede comprobarse que el incremento en el tamafio de particula influye en for-
ma lineal sobre el valor de dicho pardmetro. La ecuacion de la recta que ajusta los datos es:

k. =-0,0452 (T.P.) + 0,3614
r* =0,9995
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CONCLUSIONES

. Se ha demostrado que el tiempo de operacién y la concentracién de peréxido de hidrégeno
en el medio de reaccién son los factores clave en la cinética de desactivacion de glucosa
oxidasa y catalasa en discontinuo.

. El alginato se confirma como un soporte adecuado para la inmovilizacion de glucosa oxi-
dasa y catalasa, mostrando un efecto protector cuanto mayor es el didmetro de las particu-
las.

. Se ha realizado un modelado empirico de tipo polinémico que permite apreciar el bajo peso
de los efectos sinérgicos de tipo tiempo-peroxido y, resalta el elevado peso de los términos
de tiempo frente a los términos de concentracion de perdxido, lograndose elevados coefi-
cientes de regresion.

. Se propone un modelo de desactivacion irreversible del sistema enzimatico glucosa oxida-
sa y catalasa en el que se refleja de forma clara la influencia del didmetro de las particulas
de alginato en el coeficiente cinético k.. Con valores de 0,3618 h™ en solucién, 0,2249 h'
en particulas de 3mm y 0,1359 h™ en particulas de Smm.

. El modelo de desactivacién enzimatica, una vez validado, permite sin necesidad de realizar
experimentacién, conocer el comportamiento futuro del reactor asi como realizar un andli-
sis de sus posibles alternativas de operacion.

. El reactor discontinuo disefiado, con glucosa oxidasa y catalasa inmovilizadas en particulas
de alginato, ha mostrado ser adecuado y mantener actividad durante al menos 25 horas de
proceso. Por lo cual se presenta prometedora su aplicacién a escala industrial o semiindus-
trial evitando, al menos parcialmente, los problemas derivados de las fermentaciones con
Aspergillus niger.
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