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RESUMEN

Introduccion:

La produccién actual de glucosa en la Unidad Empresarial de Base (UEB) “Chiquitico
Fabregat” se lleva a cabo en un proceso discontinuo, donde la materia prima
fundamental es el azucar refino C, la cual se hidroliza utilizando &cido fosférico como
catalizador. Dado las disimiles desventajas que conlleva el empleo del &cido a elevadas
temperaturas, se propone sustituir el catalizador por la enzima invertasa termoestable
GS115BfrA4X Pichia pastoris, siendo necesario estudiar el comportamiento cinético de
la reaccion catalizado por la misma.

Objetivo:

Definir un modelo matematico que describa la velocidad de reaccién, a la cual trabaja la
enzima invertasa GS115BfrA4X Pichia pastoris, en la etapa de hidrolisis del proceso de
obtencidn de glucosa.

Materiales y Métodos:

Para obtener las constantes cinéticas que caracterizan el modelo matematico se
determina la variacién de los productos en el tiempo, utilizando el método colorimétrico

Este es un articulo de acceso abierto bajo una Licencia Creative Commons Atribucion-No Comercial 4.0
Internacional, lo que permite copiar, distribuir, exhibir y representar la obra y hacer obras derivadas para
fines no comerciales.

* Autor para la correspondencia: Sara Mendoza, email: sara.mendoza@icidca.azcuba.cu @ ® @



mailto:sara.mendoza@icidca.azcuba.cu
http://centroazucar.uclv.edu.cu/
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_serial&pid=2223-4861&lng=es&nrm=iso
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_serial&pid=2223-4861&lng=es&nrm=iso
https://orcid.org/0000-0002-4468-9052
https://orcid.org/0009-0000-4778-4453

Mendoza & Lafarque / Centro Azlicar Vol 52, 2025 (e1110)

del &cido 3,5- dinitrosalisilico (DNS), realizando las mediciones en espectrofotometro
VWR UV-3100 PC con un intervalo de medicion de 190-1 100 nm y cubetas de vidrio
de un centimetro.

Resultados y Discusion:

La prediccién de la ecuaciéon de Yoshino & Murakami, (2009) empleada en el estudio
de la etapa inhibida de la reaccion, presenta un error relativo menor que el 4 % para un
reactor de 40 L.

Conclusiones:

Se obtuvo un modelo que permite predecir la velocidad en funcion de la concentracion
de sustrato en las etapas no inhibidas e inhibida de la reaccion catalizada por la
invertasa.

Palabras clave: cinética enzimatica; modelo matematico.

ABSTRACT

Introduction:

The current production of glucose in the factory “Chiquitico Fabregat” is carried out in
a discontinuous process, where the fundamental raw material is refined sugar C, which
is hydrolyzed using phosphoric acid as a catalyst. Given the different disadvantages that
come with using acid at high temperatures, it is proposed to replace the catalyst with the
thermostable invertase enzyme GS115BfrA4X Pichia pastoris, making it necessary to
study the kinetic behavior of the reaction catalyzed by it.

Objective:

To define a mathematical model that describes the reaction rate at which the invertase
enzyme GS115BfrA4X Pichia pastoris works in the hydrolysis stage of the glucose
production process.

Materials and Methods:

To obtain the Kinetic constants that characterize the mathematical model, the variation
of the products over time is determined using the colorimetric method of 3,5-
dinitrosalisylic acid (DNS), taking measurements in a VWR UV-3100 PC
spectrophotometer with a measurement range of 190-1,100 nm and one-centimeter glass
cuvettes.

Results and Discussion:

The prediction of the Yoshino & Murakami, (2009) equation used in the study of the
inhibited stage of the reaction presents a relative error of less than 4% for a 40 L reactor.
Conclusions:

A model was obtained that allows predicting the speed as a function of the substrate
concentration in the uninhibited and inhibited stages of the reaction catalyzed by
invertase.

Keywords: enzyme kinetics; mathematical model.
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1. INTRODUCCION

La cinética enzimatica es un campo fundamental en la bioquimica que estudia las tasas a
las que ocurren las reacciones catalizadas por enzimas. Comprender como las enzimas
aceleran estas reacciones es crucial para diversas aplicaciones, desde el desarrollo de
farmacos hasta la biotecnologia (Guerrero, 2022). Un modelo matematico que ofrece
una descripcion detallada de la velocidad de reaccidn enzimatica, es el propuesto por
Yoshino & Murakami, (2009).

Este modelo se basa en la relacién entre la concentracion del sustrato y la velocidad de
reaccion, incorporando factores como la afinidad de la enzima por el sustrato y la
saturacion enzimatica (Yoshino & Murakami, 2015). A diferencia de modelos mas
simples, como la ecuacion de Michaelis-Menten, que no tiene en cuenta factores que
pueden afectar la velocidad de reaccion, como la inhibicién enzimatica (LOpez &
Garcia, 2015), la ecuacion de (Yoshino & Murakami, 2015) permite un analisis mas
preciso en condiciones donde las concentraciones de sustrato son elevadas o donde
existen mdaltiples sustratos. Al desarrollar un modelo matemético basado en esta
ecuacion, se pueden predecir con precision las tasas de reaccion bajo diferentes
condiciones operativas. Esto no solo facilita el ajuste de parametros criticos como
temperatura, pH y concentracion de sustrato, sino que también permite anticipar el
comportamiento del sistema en escalas industriales (Maisincho et al., 2022).

La produccidn actual de glucosa en la Unidad Empresarial de Base (UEB) “Chiquitico
Fabregat”, Villa Clara, Cuba, se lleva a cabo en un proceso discontinuo, donde la
materia prima fundamental es el azucar refino C, la cual se hidroliza utilizando acido
fosforico como catalizador. Con el propdsito de sustituir el acido por la enzima
invertasa GS115BfrA4X Pichia pastoris, se realizan estudios de la etapa de hidrolisis,
comenzando por el laboratorio, como es el caso de Cortés (2021), que mediante los
disefios de experimentos de Plackett-Blirman y Box- Hunter, determina las variables
que influyen de manera positiva en el rendimiento de los reductores totales. Ademas,
Mendoza et al., (2021) estudian el efecto de variar la temperatura de reaccion,
concentracion de enzima y brix de la solucion sobre el tiempo de inversion, partiendo de
un disefio experimental de Box-Behnken de superficie respuesta, a tres niveles para
cada uno de los factores. Se realiza el estudio de estos factores a escala de banco y
planta piloto (Mendoza & Rodriguez, 2021), en el que se determind que existe una
inhibicion por sustrato.

En este sentido, el presente trabajo tiene como objetivo definir un modelo matematico
que describa la velocidad de reaccion, a la cual trabaja la enzima invertasa
GS115BfrA4X Pichia pastoris, en la etapa de hidrolisis del proceso de obtencion de
glucosa.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materias primas

Se trabaj0 con una enzima invertasa termoestable, capaz de resistir temperaturas
alrededor de los 90 °C. Esta se produce en la UEB Bioprocesos Cuba 10 del ICIDCA,
Cuba, a partir del clon GS115BfrA4X de Pichia pastoris, del Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (CIGB), modificada genéticamente, a diferentes valores de
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actividad enzimatica.
Se utiliz6 azucar refino C, proveniente de la Empresa Agroindustrial Azucarera (EAA)
“30 de noviembre”, ubicada en Taco Taco, Artemisa, Cuba.

2.2 Equipamiento

Los experimentos se desarrollaron en un reactor de 1,5 L de capacidad, con
recirculacién de agua acoplado a un agitador mecénico (IKA), un criostato (WiseCircu)
y control de temperatura en el interior del reactor mediante un termoémetro debidamente
calibrado (figura 1).

Figura 1. Instalacién experimental utilizada a nivel de laboratorio en la hidrdlisis enzimética de
la sacarosa para determinar los valores de K™ si y la relacion K'/k de la ecuacién de
Yoshino & Murakami, (2009)

2.3 Técnicas analiticas

La determinacion de azlcares reductores se realizd por el método colorimétrico del
acido 3,5- dinitrosalisilico (DNS), (Lorenz-Miller, 1959).

Con el objetivo de definir un modelo que describa la velocidad a la cual trabaja la
enzima invertasa en el reactor, se asumio que el comportamiento de la misma se ajusta a
la cinética de Michaelis & Menten, (1913) (ecuacion 1). En este sentido, primeramente,
se definieron las dos etapas en las cuales trabaja el preparado enzimatico. La primera de
ellas fue la asociada a su comportamiento en ausencia de la inhibicion de su sustrato [S]
(Acosta-Solares et al., 2023). Esta etapa permitié definir las constantes cinéticas de la
enzima Ky y Vmax.

~
~

Vi ax *[S]
Ky +[S] (1)

Primeramente, se establecio el ploteo de las velocidades desarrolladas por la enzima a
diferentes concentraciones de sacarosa, para lo cual se empled un tampdn de reaccién
que simulaba las condiciones a las cuales se desarrollaria la reaccién en el reactor. Para
ello se prepar6 el buffer adecuado al pH 6ptimo de trabajo de la enzima (pH = 5,5)
(Echemendia, 2010), y se adicionaron cantidades variables del sustrato (sacarosa) para
obtener un rango variable del mismo en el buffer, comprendido en el intervalo de 0 a
200 g/L (0 a 555 mmol/L).

Seguidamente se adicion6 una cantidad de enzima de 1 U/mL al tampdn de reacciony a
los 15 minutos, luego de la adicion, se procedio a determinar la velocidad (ecuacion 2) a
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través de la transformacion del poder reductor generado (glucosa y fructosa), en
unidades de actividad enziméatica empleando el método del DNS.

_ (AD0+5%1000+FD)
V= (2+(AT+180+m)) 2
Siendo:

V: Velocidad determinada para la enzima (U/mL).

ADQO: La variacion de DO a 550 nm, (adimensional).

At: El tiempo de desarrollo del ensayo de actividad, 15 min.

FD: Factor de dilucion empleado, 100 (adimensional).

180: Masa molar de la fructosa (monosacarido empleado para establecer la curva
estandar) (g/mol).

m: Coeficiente de extincion molar (L*g*cm™).

El coeficiente de extincion fue obtenido empleando una curva estandar de fructosa de 0
a25g L™

Los valores obtenidos de actividad enzimatica se graficaron versus la concentracion de
sustrato, obteniéndose la hipérbola rectangular de Michaelis & Menten, (1913), la que
se derivd a la ecuacion de los dobles reciprocos de Lineweaver & Burk, (1934)
(ecuacion 3).

1 K 1 1
; - Vmﬂ;{lx * E Vmax (3)
Con los valores obtenidos de Ky y Vmaéx se estimaron los valores de velocidad
enzimatica, pero en la fase de inhibicion por sustrato, basada dicha estimacion en la
ecuacion de Yoshino & Murakami, (2009). Esta expresion estima los valores de
velocidad de la enzima para la etapa en la cual el sustrato se comporta como su
inhibidor, siendo la ecuacion (4) que describe el proceso la siguiente:

S| K’
Vin éx*<1+%*7>*[5]

V =

[s] [S] (4)

Siendo:
K, K"y K’si: Constantes de inhibicion.

Luego de una serie de transformaciones con la expresion de Yoshino & Murakami,
(2009) se llega a la siguiente expresion (5) simplificada de la misma:

v Ky 1 | K/K
Vv 1% 5] T kK ©)
Siendo:

v: Velocidad de la enzima en presencia de inhibidor (U/mL).
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Para estimar los valores de K'si y la relacién K'/K, se establecieron ocho experiencias
en un reactor de 1 L a diferentes concentraciones de sacarosa que se conocen son
inhibitorias para la enzima (Mendoza et al., 2021). Dichas concentraciones en el reactor
fueron de 52,4; 54,4; 58,1; 62,1; 65,4; 70,6; 75,5 y 80,2 °Bx, con las mismas se
procedié a estimar los niveles de velocidad enzimatica para cada condicion (empleando
para ello el cociente entre la diferencia de concentraciones de producto a dos tiempos
determinados y la diferencia entre dichos intervalos de tiempo).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras 2 y 3 se muestra la hipérbola rectangular de Michaelis-Menten vy el
gréfico de los dobles reciprocos de Lineweaver-Burk respectivamente, de donde se
obtuvieron los valores de Ky de 22,6 mM y Vméax de 0,85 mM/min que son muy
similares a los obtenidos por Johnson (2013).

700.0 - v=(714x[S])/(1500+[S] )
R?=0.99

600.0 -
500.0 -
400.0 -
300.0
200.0
100.0

O-O T T T 1
0 2000 4000 6000 8000
S (g/L)

V (g/Lmin)

Figura 2. Ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Michaelis-Menten
para la enzima invertasa

Se muestran los valores obtenidos experimentalmente (A), los valores obtenidos
tedricamente segin modelo (=), el grafico correspondiente a la hipérbola rectangular
esperada y el valor del coeficiente de correlacién (R?) correspondiente al ajuste a la
ecuacion de Michaelis-Menten.

0.2500 -

0.2000 -
0.1500 -

0.1000 y =2.1449x + 0.0013

R?=0.9996

1/V (min/g)

0.0500

0.0000
0.0000 0.0200 0.0400 0.0600 0.0800 0.1000 0.1200

1/s (L/g)

Figura 3. Gréfico de los dobles reciprocos (Lineweaver-Burk) de 1/V versus 1/S
para la enzima invertasa
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Se muestran los valores obtenidos experimentalmente (), el valor del coeficiente de
correlacion (R?), el grafico y la ecuacion de regresion lineal.

Una vez definidos los valores de velocidad para cada concentracion se procedio a
establecer el grafico definido por la transformacién de la ecuacion de Yoshino &
Murakami, (2009), figura 4, graficando el término v/(Vmax-v) versus el inverso de la
concentracion de sustrato. Se obtuvo asf la linea recta tedrica esperada (R* = 0,9938), en
la cual del valor de intercepto [K'/K]/ [1- K'/K], se estima el valor del cociente K'/K.

2.5 -
y = 2891,2x - 3,3969
2 R2=0,9938
>
v 15 -
O
£
< 17
>
0.5 -
O T T T T 1
0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025

1/s (L/g)

Figura 4. Grafico de V/(Vmax-v) versus 1/S derivado de la ecuacion de
Yoshino & Murakami, (2009) correspondiente a la etapa de inhibicion de la enzima invertasa

Se muestran los valores obtenidos experimentalmente (#), el valor R? coeficiente de
correlacion el gréfico y la ecuacion de regresion lineal.

Con el valor asi definido de K'/K y haciendo uso de la pendiente del gréfico, se realiza
la determinacion de K’si. Los valores obtenidos para las constantes antes citadas fueron
de 1,417 para el cociente K'/K (adimensional) y de -1205,63 g/L para el valor de K’si.
Con los valores estimados se procedié a definir la ecuacion (6) que determina la
velocidad a la cual trabaja la enzima en el reactor.

1

Vmax+(1445595 *m—1699)

1
1445595 *m—1199

(6)

Con la definicion de la velocidad en funcion de la concentracién de sustrato en las
etapas no inhibidas e inhibida de la reaccion catalizada por la invertasa y conociendo
ademas, las dimensiones del reactor en las cuales se desarrolla el proceso de inversion,
se puede estimar la concentracion de producto generado (fructosa + glucosa) en cada
intervalo de tiempo en el reactor.

La validez del ajuste de la prediccion de la ecuacion de Yoshino & Murakami, (2009)
empleada en este estudio para la etapa inhibida de la reaccién se evidencia en la tabla 1,
en la cual se comparan los valores del factor v/Vmax, obtenidos a partir de las
velocidades de la invertasa en un reactor de 40 L y los valores predichos para dicho
factor.
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Tabla 1. Validacion de los resultados obtenidos empleando
reactores de diferentes dimensiones

RT?/C:S : Cor;t;nte 1/S (L/g) v/(Vmax-v) Err(_)r
Reactor 1 Ly | Reactor 1 L y | Reactor | Reactor | Reactor | Reactor rez?/f)l)vo
40 L 40 L 1L 40 L 1L 40 L
0,0013 | 0,0013 | 0.347 0,337 2,90
1,417 -1205,6 0,0014 | 0,0014 | 0,657 0,622 3,08
0,0015 | 0,0015 | 0,923 0,944 2,59

La prediccion de la ecuacion de Yoshino & Murakami, (2009) empleada para calcular el
valor de la velocidad de reaccion en funcion de la concentracién de sacarosa en la etapa
inhibida, presenta un error relativo menor que el 4 % para un reactor de 40 L. El
resultado alcanzado emula en nivel de exactitud en cuanto al ajuste de los datos
experimentales con modelos establecidos en ambas etapas, inhibida (Keramat et al.,
2015), (Solis-Fuentes et al., 2013) y no inhibida (Keramat et al., 2015), (Ascione et al.,
2020), (Santana et al., 2005); cuando se analizan reportes previos en los cuales el uso de
la ecuacion de Michaelis-Menten ha constituido el basamento tedrico para explicar la
hidrolisis desarrollada por esta enzima.

En este estudio, se empled la ecuacion de Michaelis-Menten para definir las constantes
cinéticas (Vméax y Ky) a escala de 1 L. Dichas constantes permitieron modelar la
velocidad de hidrolisis enzimética de la sacarosa a la escala antes referida (volumenes
similares se han empleado en trabajos previos, Ascione et al. (2020), para los cuales se
han definido las constates de Vmax y Ky). De igual manera, y considerando el
mecanismo de inhibicién por sustrato que ha sido evidenciado para esta enzima, se
establecieron las constantes cinéticas de inhibicién (K'/K y K’si) para la misma escala
de 1 L, tomando como base la ecuacion de Yoshino & Murakami, (2009).

4. CONCLUSIONES

1. Los parametros cinéticos Ky y Vmax fueron de 22,6 mM y 0,85 mM/min
respectivamente, obtenidos mediante la ecuacion de Lineweaver-Burk, en la
etapa sin inhibicion del sustrato. Teniendo en cuenta la etapa inhibida se
determina el valor de K’si y la relacion K'/K de la ecuacion de Yoshino &
Murakami, (2009) siendo estos valores de -120563 g/L y 1,417
respectivamente.

2. Se obtuvo un modelo que permite predecir la velocidad en funcion de la
concentracion de sustrato en las etapas no inhibidas e inhibidas de la reaccion,
catalizada por la invertasa y, por tanto, se puede estimar la concentracion de
producto generado (fructosa y glucosa) en cada intervalo de tiempo en el reactor.
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