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RESUMEN

Se evalu6é un disefio experimental basado en
teoria estadistica y se determiné la constante
cinética de hidrolisis de proteinas en medio salino
(1572 mg-L™" de proteinas y 24 mg-L™ de sal) ante
la presencia de un inhibidor (acido acético, HAc).

El método estadistico implic6 19 puntos
experimentales, abarcando un rango de 0 a 70 h
y 0 a 1250 mg-L™" de HAc.

Los resultados experimentales fueron procesados
con el programa TableCurve 3D v4.0.0.1 y se
obtuvieron parametros cinéticos del mismo orden
de magnitud que los obtenidos por parametro
tradicionales (método que utiliza 20 puntos, para
cada concentracion de inhibidor).

El método utilizado para el disefio experimental
se consider6 exitoso y cumplié con el objetivo de
obtener mas y mejor informacién con menos
datos experimentales.

Introduccioén.

El conocimiento de la etapa de hidrdlisis en la
digestién anaerobia no es muy amplia’ y suele
estar enfocado a sistemas con sustratos
particulados. Para estos sistemas, se describe la
hidrélisis como la etapa limitante de la digestion
anaerobia ?® Durante el proceso anaerdbico, la
hidrélisis ha sido modelada por la cinética de
Contois, con la constante de saturacion
proporcional a la concentracién de biomasa', la
gue puede representarse por una cinética de
primer orden. Asi, la forma mas utilizada y
practica para simular la hidrélisis de proteinas es
a través de una cinética de primer orden con
respecto a la proteinas® Ademas, se ha propuesto
y probado que la hidrélisis en la digestion
anaerobia es inhibida por la presencia de
AGV**® los cuales son productos intermedios del
proceso. Se ha considerado el efecto de los AGV
sobre la constante cinética de hidrélisis de
proteinas a través de un modelo de inhibicién no
competitiva®, y también se ha estudiado el efecto

del &acido acético (AGV de 1 carbono) sobre la
hidrdlisis de un sustrato salino y con contenido de
proteina soluble simulando un vertido pesquero®
(ver ecuacion 1)
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El efecto inhibidor de una mezcla de AGV no es
conocido. Asi, es de interés estudiar esta
inhibicién, lo que se harad considerando la
proporcién de AGV que se da en la anaerobiosis
de proteinas.

En general, los estudios cinéticos se realizan
controlando las variables y modificando sélo una
de ellas para observar el efecto producido. Este
tipo de analisis consume recursos y tiempo, los
cuales son escasos. Por otra parte, utilizando
métodos estadisticos y el conocimiento de la
ecuacion cinética que rige el fendmeno, es
posible obtener las constantes cinéticas
involucradas en la hidrolisis anaerdbica de
proteinas en ambiente altamente salino, con
Menos recursos y en un menor tiempo. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo es mostrar la
viabilidad de utilizar un método estadistico para
obtener condiciones experimentales que permitan
obtener la misma informacion que el sistema
clasico pero ahorrando recursos y tiempo y
aplicarlo a la cinética de inhibicién de hidrélisis de
proteinas.

Metodologia.

La hidrélisis anaerdbica de proteinas solubles se
estudio a través del tiempo, en el rango mesofilico
a una temperatura de 37 £ 1 (°C). El estudio se
realiz6 en forma discreta utilizando reactores
discontinuos, consistentes en viales de vidrio de
65 (mL) de volumen (til, sellados con tapén de
borosilicato. Los viales contenian 5 (mL) de
biomasa suspendida (500 (mg/L) de SSV)
proveniente de reactores continuos de laboratorio
funcionando en estado estacionario por mas de
un afio, con un TRH de 30 dias, y 45 (mL) de



sustrato modelo (1572 (mg/L) de proteina
soluble). La anaerobiosis se logré gasificando los
viales con nitrégeno y sellandolos
herméticamente. Este procedimiento ha sido
reportado en la literatura®

Inhibicion por &cido acético

Los estudios cinéticos de hidrolisis anaerdbica de
proteinas en medio salino, se realizaron utilizando
métodos de disefio estadistico.

Utilizando el método estadistico, se determind el
rango de estudio de la experimentacion;
obteniéndose puntos experimentales en un rango
de 70 (h) y con concentraciones de acido acético
entre 0 y 1250 (mg/L), de acuerdo a lo reportado
en la literatura®

Los puntos experimentales se escogieron de
acuerdo a un disefio experimental basado en
teoria estadistica, llamado hipercubos latinos, que
no requiere ningln conocimiento previo respecto
a la respuesta esperada. Para estos efectos se
utilizé el programa“Matlab 6.5’ y la herramienta
Model-Based Calibration Toolbox. Los puntos
experimentales obtenidos se presentan en la
Tabla 1.

Inhibicion por mezcla de Acidos Grasos

La cinética de hidrolisis anaerébica de proteinas
en medio salino, con acidos grasos volatiles como
inhibidores se realizé utilizando el mismo
procedimiento anterior, pero se agregd cada vez,
concentraciones conocidas de 4&cido grasos
volatiles, acido acético, acido propionico, acido
butirico y acido valérico en proporcién 3:2:0.7:0.5.
Esta proporcion se obtuvo de la formacién de
AGV en la degradacién de proteinas, al tiempo
qgue ha ocurrido casi completamente la conversion
posible de proteinas, reportados en literatura. %%
Los puntos experimentales se escogieron con un
disefio central compuesto '°, con un tiempo de
experimentacion entre 0 y 40 (h), vy
concentraciones de AGYV entre 0 y 2000 (mg/L).

La distribucion de los puntos experimentales dada
por el disefio se presenta en la tabla 2.

Tabla 1

Puntos experimentales obtenidos por el disefio
estadistico de hipercubos latinos.

Punto Tiempo Conc. HAc
experimental (h) (mg/L)

1 17.1 1069
2 46.2 1145
3 65.5 611
4 71.3 0

5 25.2 878
6 19.3 840
7 48.1 496
8 45.1 191
9 0 840
10 23 840
11 36.9 382
12 15.3 1107
13 68.3 1145
14 43.5 38
15 63 267
16 41.2 993
17 70.1 573
18 20.9 764
19 39.3 687

Tabla 2

Puntos experimentales obtenidos por el disefio
estadistico central compuesto.

Punto Tiempo Conc. AGV
experimental (h) (mg/L)
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
S 0 0
6 0 5,9
7 1700 5,9
8 300 20




9 1000 20
10 1000 20
11 1000 20
12 1000 20
13 1000 20
14 2000 20
15 0 34,1
16 1700 34,1
17 1000 40

Cada muestra fue posteriormente analizada para
determinar su concentracion de proteinas y pH.
La concentracién de proteinas se determiné
mediante el método de Lowry', mientras que el
pH se midi6 directamente en un pHmetro. El
orden en que se realizaron las mediciones fue el
descrito por las tablas 1 y 2 para asegurar la
aleatoriedad de los factores no controlables que
pudieran existir en el proceso de medicion. En
ambos estudios, cada uno de los puntos
experimentales se midi6 en duplicado (cada
medicién a partir de un vial distinto).

Modelo Cinético de inhibicibn versus datos
experimentales

La hidrdlisis anaerébica de proteinas solubles se
estudié a través del tiempo, en el rango mesofilico
a una temperatura de 37 £ 1 (°C) de acuerdo a lo
descrito al inicio de la metodologia y bajo distintas
concentraciones de AGV (0, 300 y 1700 mg/L).

Estos datos fueron comparados con la prediccion
dada por los modelos cinéticos de inhibicion
determinados y seleccionados previamente, en
este trabajo.

Resultados y Discusién.

Se ha reportado que la determinacién cinética de
hidrélisis de proteinas mediante el uso del método
experimental clasico, requiri6 210 puntos
experimentales de concentracion de proteinas en
funcion del tiempo y a distintas concentraciones
de HAc como inhibidor, en ese caso, la obtencion
de la constante cinética de hidrélisis, se ha
realizado linea rizando la ecuacion (1), a cada
concentraciéon de HAc usada®. Puede observarse
que determinar las constantes cinéticas de la
hidrélisis anaerdbica de proteinas en medio
salino, es un proceso lento, que consume
recursos y tiempo.

En este trabajo, el ndmero de puntos
experimentales se defini6 usando el método
estadistico de hipercubos latinos, se obtuvo como
un conjunto de condiciones experimentales de
concentracién de AGV y tiempo, la concentracién
inicial de proteinas se mantuvo constante.

Cinética de inhibicion por HAc

Tal como se explicd en la metodologia, para
determinar la cinética de inhibicion por HAc se
requirieron 19 puntos experimentales. A estos
datos, se les ajusté el modelo cinético presentado
en la literatura® . Este ajuste se presenta en la
Figura 1 y los parametros cinéticos obtenidos se
presentan en la Tabla 3.

Tabla 3
Constantes cinéticas de la hidrélisis anaerébica
de proteinas en medio salino, para el caso en que
el inhibidor es HAc.

. Error
Parametro Valor Estandar
ko (1/h) 0.104 0.142
K, (mg/L) 1292 122.96
Y 1.73 3.62
Figura 1

Ajuste de los datos experimentales (con HAc
como inhibidor) al modelo presentado por
Gonzélez et al (1). Temperatura 37 (°C).
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Tabla 4
Constantes cinéticas de la hidrélisis anaerdbica
de proteinas en medio salino, reportado por
Gonzélez et al. (6).

. Error
Parametro Valor Estandar
ko (1/h) 0.0973 0.006
K, (mg/L) 1120 209

v 0.55 0.21

Al comparar los resultados reportados en la
literatura (ver tabla 4) y los obtenidos en este
trabajo (ver tabla 3), se observa que en el método
clasico el error involucrado en los parametros
cinéticos determinados es bastante menor, es
decir la precisién obtenida es mejor. Sin embargo,
en el caso del método estadistico, esta precision
puede ser mejorada tomando mas puntos para
cada condicibn experimental. Si cada punto
experimental se hiciera en triplicado, significaria
un total de 57 puntos, frente a los 210 que usa el
método tradicional.

Si se comparan los resultados obtenidos por el
método clasico y estadistico (tablas 4 y 3,
respectivamente) se tiene que las constantes
cinéticas obtenidas difieren en un 7 % para la
constante de hidrélisis (ko) v 15 % para la
constante de inhibicién (ki).

Cinética de inhibicion por mezcla de AGV

Para determinar la cinética de inhibicion por una
mezcla de AGV se requirieron 17 puntos
experimentales. A estos datos, se les ajustd el
mismo modelo cinético que para la inhibicion por
HAc. Este ajuste se presenta en la Figura 2 y los
parametros cinéticos obtenidos se presentan en
la Tabla 5.

Figura 2
Ajuste de los datos experimentales (con mezcla
de AGVcomo inhibidor) al modelo presentado por
Gonzélez et al (1). Temperatura 37 (°C).

Tabla b
Constantes cinéticas de la hidroélisis anaerdbica
de proteinas en medio salino para el caso en que
el inhibidor es una mezcla de AGV.

Parametro Valor Esfgr? dr ar
Ko (1/h) 0.0903 0.006
K, (mg/L) 2027 1153
Y 0.102 0.0913

De los resultados obtenidos cuando el inhibidor
es una mezcla de AGV, se puede inferir que el
método estadistico también, es capaz de
determinar las constantes cinéticas, ya que la
constante de hidrdlisis, sin inhibicién, difiere en un
7 % con respecto a lo reportado en la literatura®

El modelo cinético para la inhibicion estaria
representado por la ecuacion 2
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Ademas, se consideré el modelo dado por la
ecuacion 3 (que corresponde a un modelo de
inhibicién no competitiva). Los datos
experimentales (usados en la determinaciéon de
los parametros cinéticos) ajustaron, levemente
mejor con la ecuacién 3.

ds[mg} —0.0903- ! G
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En las ecuaciones 2 y 3, se tiene que S es la
concentracion de proteinas en [mg-L™] y [Cacvl,
la concentracién de AGV en [mg-L™].

En resumen, el método estadistico permite
determinar las constantes cinéticas de la hidrolisis
anaerébica de proteinas en medio salino, se
puede mejorar la precision si se aumenta el
namero de puntos experimentales para cada
condicién experimental determinada.

Por lo tanto, el disefio experimental se considera
exitoso y cumple con el objetivo de obtener la
misma  informacion con menos  datos
experimentales.

Aplicacion del modelo cinético

En la figura 3, se muestra la comparacion
del modelo cinético obtenido con datos
experimentales (no usados en el ajuste)
para tres concentraciones de AGV
diferentes. Se observa que los modelos
considerados representan adecuadamente
la inhibicién por AGV de la hidrdlisis.

Figura 3
Efecto de la concentracién de una mezcla de
AGV (HAC, HPr, HBu, HVa) sobre la hidrélisis de
proteinas.(--- :ecuacion 2; — :ecuacion 3)
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Conclusiones.

El método utilizado para el disefio experimental
se considera exitoso y cumple con el objetivo de
obtener la misma informaciéon comparada con el
método tradicional de experimentacién pero en un
menor tiempo 'y con menos  puntos
experimentales.

La hidrolisis de proteinas en un ambiente
anaerobio mesofilico y salino es inhibida por
acidos grasos volatiles y se puede representar
mediante un modelo cinético de primer orden.
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