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4.4. Modelizacion,

Los métodos de modelizacion generan conjuntos de ecuaciones diferenciales y algebraicas,
normalmente no lineales, que se obtienen a partir del estudio analitico del sistema.
La modelizacién genera representaciones de los sistemas que pueden tener un amplio rango de
validez, al llevar incorporados los mecanismos bdsicos de funcionamiento de los procesos, pero al

mismo tiempo suele ser una tarea larga que requiere experiencia y conocimiento de los sistemas.

La resolucion de los conjuntos de ecuaciones diferenciales que normalemnte se emplean para
representar una amplia clase de procesos no puede hacerse, excepto en casos muy especiales, de
forma analitica. Por ello ha de recurrirse a otros métodos o técnicas de solucién para calcular la
evolucion en el tiempo de las variables que caracterizan el sistema bajo estudio.

Histéricamente la primera herramienta que se empleé de forma bastante extendida fue el
ordenador analdgico. La principal ventaja de este método de resolver las ecuaciones tue la velocidad.
Todas ellas se integraban en paralelo a la velocidad de operacidn de los circuitos, independientemente
de su nimero. Sin embargo tiene también serios inconvenientes entre los que cabe destacar dos: la
nedesidad de efectuar cambios de escala en las variables de las ecuaciones para conseguir las
correspondientes tensiones se encuentren en el rango de valores permitido,por los circuitos, y la falta

de precisién en muchas operaciones y, por tanto, en la solucidn.

La aparicién del ordenador digital supuso un cambio dridstico en cuanto permitfa resolver
tacilmente estos dos problemas y por ellos las técnicas de simulacién digital han ido ganando terreno
progresivamente. La base de estos métodos estd en resolver las ecuaciones diferenciales del modelo
que se desea simular por integracidn numérica, ofreciendo claras ventajas de exactitud, simplicidad
y flexibilidad sobre el ordenador analdgico. No obstante, en cuanto a velocidad, las técnicas digitales
van siempre por detrds de las analdgicas debido entre otros factore, a la naturaleza del computador
que obliga a una resolucién secuencial en lugar de paralela. Por ello, para obtener ventajas de ambas
técnicas, desde los afios 60 comenzaron a emplearse computadores hibridos que combinan un
ordenador analdgico y otro digital. La parte digital se emplea fundamentalmente para controlar y

monitorizar la parte analégica, que es la encargada de resolver ¢l problema.

Hoy en dfa, los computadores hibridos han llegado a alcanzar un grado de sofistificacion

elevado en el que la parte digital es capaz de traducir descripciones matemdticas del modelo al



conexionado hardware de la parte analdgica. Lenguajes de simulacién orientados a computacién

hibrida son, por ejemplo, HYTRAN o ECSL. No obstante, este tipo de simulacién estd circunscrito

a aplicaciones en las que se requiere una gran velocidad de proceso.

Cuando se dispone de un ordenador digital se puede resolver un sistema de ecuaciones
diferenciales usando un lenguaje de alto nivel adecuado, tal como por ejemplo Fortran, para escribir
un programa de simulacién especffico para el problema que se quiere resolver.

Sin embargo este es un proceso largo, que requiere conocimientos especiales de programacién e
integracin de ecuaciones y que estd expuesto al peligro de cometer numerosos errores.

Por ello desde muy temprano (los primeros datan de 1955), se han desarrollado progamas especiales,
denominados lenguajes de simulacidn digital, que liberan al usuario de numerosos detalles de
programacidn, dan fiabilidad a los resultados y facilitan la realizacién de simulaciones. El usuario solo
tiene que describir su modelo en forma especificada por el lenguaje y decir que tipo de operaciones
desea realizar (Korn y col. 1978, Stephenson, 1971). El programa de simulacién proporciona entonces

los resultados en forma grdfica o altanumérica.
Los elementos fundamentales de un lenguaje de simulacidn digital son los siguientes:

- La forma y elementos empleados para la descripcion del modelo que se desea simular.

- Los métodos de integracidn de las ecuaciones diferenciales del modelo.

- La presentacion de los resultados obtenidos.

- La especificacion de los experimentos y condiciones en que se desea efectuar la integracién.
- La relacidn con el mundo exterior al lenguaje de simulaccion.

- Las funciones adicionales que proporciona.

Un buen lenguaje debe facilitar la realizacion de estas tareas al usuario de modo que éste se
limite a proporcionar informacidn al sistema sobre lo que desea hacer sin tener que preocuparse de
como hacerlo. De esta forma puede concentrarse en el problema y no en la programacién necesaria
para resolverlo. Algunos lenguajes estdn orientados a dreas especfficas siendo de mayor interés para
nuestra aplicacion aquellos que estdn orientados a sistemas descritos por ecuaciones diferenciales, los

cuales cubren un amplio rango y son, quizds los mds generales.

Las necesidades de transportabilidad y la proliferacion de programas impulsaron la formacién

de un comité de estandarizacién que finalmente publicd la norma conocida como Continuous Systems
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Simulation Language (CSSL’ 67) (Rimvall y col. 1985). Dicha norma ha tenido un profundo impacto
en los lenguajes de simulacidn subsiguientes la mayorfa de los cuales se han acomodado a sus

recomendaciones.

El estdndar CSSL’ 67 contiene innovaciones esenciales en relacién a los lenguajes tipo bloques
que de una u otra manera se conservan en las formulaciones mds modernas. Las principales se centran
en :

- La forma de describir el modelo, que se hace en términos similares a la formulacién

matemdtica habitual.

- La estructuracién temporal de dicha descripeién, distinguiéndose regiones inicial, dindmica

y temporal que se ejecutan al inicio, durante y tras haber transcurrido el tiempo de

stmulacion.

El programa que realiza la simulacién no efectia esta procesando contfnuamente los datos que
constituyen la descripcidn del modelo. sino que dicha descripcidn se utiliza para generar cédigo en
un lenguaje de alto nivel, por ejemplo Fortran, que una vez compilado y montado con las librerias
que proporciona el sistema da origen a un cGdigo ejecutable que es quién resuelve el problema. El
programa de simulacion puede considerarse, por tanto mds propiamente como un generador de

lenguaje y unas librerfas de utilidad.

El hecho de estar basado en un lenguaje de alto nivel estdndar permite anadir fdcilmente
nuevas funciones e incluir cGdigo escrito en este lenguaje aumentando asf las capacidades del lenguaje
de simulacidn. La realizacién de los experimentos con el modelo, presentacion de resultados, cambio
de valores de los pardmetros, etc. se hace utilizando un lenguaje de comindos que el usuario teclea
interactivamente en el terminal del ordenador. lo que constituye un paso hacia la separacién del
modelo y experimento. Existen numerosos lenguajes que siguen en gran medida las especificaciones
CSSL’ 67 entre los E}ue han tenido gran difusidn se pueden mencionar el CSMP/360 y el DSL/VS de
IBM, CSSL-IV, DARE-P. Pero de todos ellos quizds el mds conocido y extendido es probablemente

ACSL que es el utilizado a lo largo de este trabajo debido a su caracterfsitcas especiales.

4.4.1. ACSL. Lenguaje de simulacion. Herramienta de modelizacion,

ACSL es un lenguaje de simulacidn basado en el estdndar CSSL’ 67 cuyas siglas son las

correspondientes a Advanced Continuous Simulation Language. Este lenguaje ha sido disefiado para
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modelizar y evaluar el comportamiento de sistemas continuos descritos por ecuaciones diferenciales

ordinarias no lineales que varfan con el tiempo.

En el desarrollo de este lenguaje, se ha enfatizado la capacidad de ejecutar y evaluar el
modelo en Ifnea, con la posibilidad de introducir datos desde el teclado, imprimir datos o graficar por

pantalla o plotter.

Fundamentalmente ACSL facilita el proceso de programar las ecuaciones representativas del
modelo a utilizar, subministrando un lenguaje mds préximo al usuario que no los lenguajes de
programacion de alto nivel. En este sentido, ACSL es el encargado de generar ¢édigo FORTRAN77
a partir del lenguaje ACSL. Este cddigo FORTRANT77 es posteriormente compilado para generar el

programa ejecutable.

La estructura de un programa ACSL es la siguiente:

PROGRAM
INITIAL
Instrucciones procesadas antes de la ejecucion de la simulacidn
END
DYNAMIC
DERIVATIVE
Instrucciones para calcular las derivadas en cada instante de tiempo. Son el
conjunto de ecuaciones del modelo.
END
DISCRETE
Instrucciones ejecutadas tan sélo a ciertos intervalos de tiempo (por ejemplo
acciones de control, simulacién de lectura de datos,...)
END
Instrucciones ejecutadas cada intervalo de comunicacion con el sistema
END
TERMINAL
Estas ecuaciones se ejecutan al final de la simulacidn.
END

END
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Ademds de las operaciones matemdticas mds usuales, este lenguaje dispone de una libreria de
integradores de ecuaciones diferenciales que pueden ser seleccionadas por el usuario en funcién de
las caracterfsticas del modelo. Las diferentes posibilidades son:

1.- Adams-Moulton, paso y orden variable.

2.- Gear, paso y orden variable. Apropiado para ecuaciones tipo "stitt”.

3.- Runge-Kutta, primer orden.

4.- Runge-Kutta, segundo orden.

5.- Runge-Kutta, tercer orden.

6.- Runge-Kutta, cuarto orden.

7.- Integrador programado por el usuario dependiendo de las necesidades especiticas.

8.- Runge-Kutta-Fehlberg, segundo orden.

9.- Runge-Kutta-Fehlberg, quinto orden.

Una buena eficacia referencia para encontrar mds informacién sobre los algoritmos de

integracion de ecuaciones diterenciales ordinarias se puede encontrar en el libro de Davis (1984).
4.4.2. Consideraciones cualitativas. Observaciones y estudios realizados.

Para el desarrollo de un modelo matemdtico, de cardcter dindmico que aglutine y organize
toda la informacicn del proceso se han investigado los mecanismos bdsicos de sintesis y excrecién de
la lipasa, de gran importancia en su elaboracidn. Este modelo serd util para la simulacién del mismo,

su contrrol y, eventualmente, el cambio de escala.

Con la finalidad de obtener conocimientos para ayudar a elucidar dichos mecanismos, se han

hecho una serie de estudios:

- Estudio del efecto de diferentes substratos, en especial de dcidos orgdnicos de nimero creciente de
dtomos de carbono, y de otros posibles induct;)res, a tin de saber si el inductor es el propio 4cido
oleico o bien algiin metabolito intermediario del catabolismo del mismo. De los resultados obtenidos
se puede concluir que es vilido considerar el dcido oleico como inductor directo en la sfntesis de

lipasas cuando éste es utilizado como tinica fuente de carbono.

- Se ha seguido a lo largo de las termentaciones la evolucidn de la lipasa intracelular, observando

globalmente los tendmenos de sintesis y excrecion. Inicialmente no se encuentra lipasa en el interior



184 Definicion de estrategias de operacion en la produccion de lipasa por Candida rugosa

de la célula, para ir aumentando, pasar por un mdximo y dismimuir hasta cierto valor. Ello nos
indicarfa, si bien no podemos atirmar que la lipasa no esté ya sintetizada como precursor, que la
lipasa activa se produce debido a la presencia del inductor (dcido oleico) y que hay excrecion mientras
se tienen recursos energéticos para etectuarla (siempre se queda un cierto nivel de lipasa intracelular

cuando se acaba la fuente de carbono).

- Prueba de diferentes estrategias de operacidn, buscando las mds adecuadas para obtener un completo
conjunto de experimentos, necesario para poder elaborar el modelo (calibracion y validacién). De esta
manera se han realizado operaciones en discontinuo a diferentes concentraciones de dcido oleico, asi

como en semicontinuo y continuo.

- Andlisis de la actividad proteolitica, no detectdndose presencia de proteasas en los medios de cultivo

provenientes de diferentes fermentaciones en discontinuo, continuo y semicontinuo.

- Estudio de estabilidad del enzima respecto a factores externos, mostrando una fuerte estabilidad en

las condiciones de trabajo utilizadas.

- Observacidn de la evolucion del coeficiente respiratorio. Se puede inducir que se produce un cambio
en la actividad metabdlica celular que coincide con Ia excrecion de la lipasa intracelular hacia el

exterior.

- Determinacidn de la naturaleza de los pequeios actimulos o inclusiones observadas en el interior de
las células en ciertas etapas de la fermentacidn, llegdndose a conclusion de que se tratan de inclusiones

de tipo lipfdico.

- La lipasa, en presencia de tase orgdnica, en este caso el dcido oleico, se adsorbe en la interfase
orgdnica-acuosa, disminuyendo la concentracién del enzima en la fase acuosa (lipasa detectable). Se
han determinado tanto la ley de adsorcion como los pardmetros de éstos que permitirdn predecir la
lipasa extracelular en fase acuosa en funcién de la lipasa extracelular total (f.acuosa + f. orgénica)

y la concentracién de dcido oleico.

En la figura 4.56 se muestra el esquema global propuesto para la produccion de lipasas por
Candida rugosa utilizando deido oleico como tnica fuente de carbono. El sustrato extracelular es

transportado hacia el interior de la célula, donde serfa consumido para dar mds masa celular,
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productos y energfa, asf como transformado en triglicéridos y almacenado. La lipasa es producida en
el interior de la célula, e inducida por el dcido oleico extracelular presente en el medio, consumiendo
parte del sustrato acumulado. El proceso de sintesis del enzima podria estar modulado por diferentes
sistemas de regulacion o represion. La lipasa producida es excretada al medio consumiendo
igualmente parte del sustrato acumulado (transporte activo), a la vez que se va distribuyendo entre

la interfase agua-oleico disponible.
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Figura 4.56. Esquema de produccion de lipasas por Cundida rugosa.

4.4.3. Formulacion matemitica.
Los principales componentes del modelo desarrollado son:

El crecimiento celular es modulado por la cuncentraci(’n{ intracelular de sustrato,
describiéndose por una ecuaciin de Monod. El dcido oleico es transportado hacia el interior de la
célula siguiendo un transporte activo con cinética de saturacién, donde es consumido, transformado
y almacenado. La produccidn de lipasas es inducida por el 4dcido oleico extracelular presente en el
medio (usado como tnica fuente de carbono). Esta lipasa intracelular producida es excretada al medio
siguiendo un transporte activo con cinética de saturacidn, consumiendo parte del sustrato acumulado,

a la vez que se distribuye entre la interfase agua-oleico disponible.
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Los pardmetros del modelo han sido determinados principalmente siguiendo un método
secuencial, seguida de una validaciin para la cual se han utilizado experimentos no
incluidos en la etapa de calibraciin o determinacién de los pardmetros. Este modelo podrd ser usado
para operar en el rango Optimo de concentracion de sustrato y para disefar estrategias de

alimentacién.
4.4.4. Calibracion del modelo.

Para realizar la calibracion del modelo, que no es mds que encontrar los pardmetros del
modelo propuesto, se ha escogido un conjunto de experimentos de manera que sea lo mds
representativo posible de las diferentes situaciones que se puedan producir en el proceso a modelizar.
En esta aplicacidn se utilizan conjuntamente la modelizacion con la optimizacidn de tunciones. Estas
funciones serdn las denominadas funciones objetivo que habrd que minimizar, en este caso para
obtener por ejemplo un residuo minimo entre valores experimentales y valores predichos por el

modelo.

La optimizacién no lineal intenta minimizar el valor de una tuncién no lineal f(x), donde x
es un vector de n variables independientes. A grandes rasgos los métodos de optimizacién no lineal
sin restricciones se pueden clasiticar en dos grandes grupos: los métodos de gradiente y los métodos

de buisqueda directa.

Los métodos de gradiente utilizan la informacidn suministrada por las derivadas de la funcién
f(x) para escoger la direccién de la siguiente iteracion para corregir el valor de x. En el grupo de los

métodos de bisqueda directa no se utilizan las derivadas de la funcidn.

Los métodos de gradiente suponen que la funcién a optimizar es continuamente derivable hasta
el segundo orden. En caso de no disponer de las derivadas analiticas (como el caso presente) hay que

aproximarlas por un método de diterencias finitas.

df(x)/dx = [t(x+ Qx) - {(x)]/Qx
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En este trabajo los métodos empleados pertenecen al primer grupo donde se utilizan las
derivadas, tales como el método del descenso mds rdpido y el método de Davidon-Fletcher-Powell.
Finalmente se ha optado por el método de Davidon-Fletcher-Powell ya que se obtienen mejores

resultados en cuanto a resultados y tiempo de cdleulo (Himmelblau, 1983).

En todo momento se ha intentado que la bisqueda de pardmetros sea una bisqueda global,
o0 sea que una vez seleccionados los experimentos para realizar la calibracién del modelo, agrupando
a todos los experimentos a la vez. Debido a que son experimentos en que las variables medidas
pueden variar considerablemente de rango, habrd que tenerlo en cuenta a la hora de definir la funcion
objetivo. De esta manera las subfunciones para cada experimento y variable tendrdn que ser
ponderadas por una funcién peso. Igualmente, no todas las variables interesa que se ajusten con igual
bondad o precisidn, ya que unas pueden ser mds importantes que otras, por lo que tendrdn igualmente

sus factores de peso especiticos.

La funcidn objetivo general para cada experimento es de la forma:

f; = SUM [ a * (Xexp - Xsim)® + b, * (Lipaexp - Lipasim)® + ¢, * (Lipiexp - Lipisim)? ]
evaluada para todos los puntos experimentales. Si se consideran todos los experimentos seleccionados
para el proceso de calibracion:

F=SUMI[A *t|
Siendo Xexp y Xsim la biomasa experimental y simulada, Lipaexp y Lipasim la actividad de lipasa
extracelular acuosa experimental y simulada, y Lipiexp y Lipisim la actividad lipdsica intracelular

experimental y simulada.

Los coeficientes a;, b; y ¢; son factores de peso para las diferentes variables con las que se
calculan los residuos cuadrdticos. A; es un factor de peso para cada experimento.
Un paso importante en la optimizacion es fijar los valores de estos coeficientes de peso, ya que segiin
en que ocasiones, dependiendo de sus valores los pardmetros tinalmente obtenidos podrfan ser un poco

diferentes. Se han tomado una serie de consideraciones para ello.

Los factores de peso a,, b; y ¢; se han fijado teniendo en cuenta las precisiones relativas de
las medidas, el intervalo mdximo y el interés del ajuste. De esta manera a, = altal/(rangmax Xexp)
, b, = alfa2/(rangmax Lipaexp) y ¢; = alfa3/(rangmax Lipiexp,). siendo alfal, alfa2 y alfa3
constantes para todos los experimentos ya que se considera la importancia relativa de las variables

igual en los experimentos: altal = 0.35. alta2 = 0.45. alfa3 = 0.20.
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Los factores de peso A, tan sélo tienen en cuenta el mimero de puntos experimentales de cada
fermentacién, para que todas las fermentaciones tengan la misma aportacion relativa.

Entonces A; = 1/(Npuntos,).

De esta forma los pardmetros finalmente obtenidos han sido:

Yxs = 0.86 Rendimiento biomasa sustrato.

B =0. Coeticiente de mantenimiento fijado arbitrariamente = 0.

k.. = 128. Coeficiente de velocidad mdxima para la sfntesis de lipasa intracelular.
K,, = 0.425 Coeficiente de saturacién para la sintesis de lipasa intracelular.

K, = 22. Coeticiente de inhibicidn para la sintesis de lipasa intracelular,

k, = 0.55 Velocidad mdxima de transporte de lipasa extracelular.

K, =0.25 Constante de saturacicn en el transporte de lipasa extracelular.

k, = 0.15 Velocidad méxima de transporte de substrato.

K., = 0.25  Constante de saturacidn en el transporte de substrato.

pmax = 0.25 Velocidad especitica mdxima de crecimiento referido al substrato intracelular.

K, = 0.05 Constante de saturacidn en el crecimiento referido al substrato intracelular.

k,; = 0.50 Constante de adsorcién mdxima de la lipasa extracelular en fase acuosa/orgdnica.

K, =0.19 Constante de saturacion de la adsorcidn de la lipasa extracelular en fase

acuosa/orgdnica,

S’%¢ = 0.75 Concentracién minima de substrato que ha de ser consumida, para que una vez
alcanzados los niveles necesarios de ciertos metabolitos, se proceda a la sfntesis de
lipasa intracelular.

K, = 107 Constante de saturacidn determinante de la existencia de recursos energéticos para

realizar la excrecidn de la lipasa intracelular. :

De todos estos pardmetros, los correspondientes a la ley de adsorcién ha sido determinado
por experimentos preliminares, en los cuales a partir de diferentes concentraciones de lipasa, se iban
adiciondndose diferentes cantidades de dcido oleico (fase orgdnica) al medio de cultivo (fase acuosa)
en las condiciones de operacién del fermentador. De esta manera se obtenfa una curva de adsorcién
de la lipasa en las fases orgdnico/acuosa. Se ha utilizado la expresién de adsorcién con saturacién,
ya que se ha considerado la mds apropiada para este caso (Borgstrom, 1983). En la figura 4.57 se

muestran los resultados observdndose un buen ajuste.
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Los resultados de esta etapa de calibracién se pueden observar en la figura 4.58 (Gordillo, 1993).
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Figura 4.58. Resultados de la etapa de calibracién del modelo para la produccién de lipasas

por Candida rugosa.
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5. CONCLUSIONES

- Se han hecho estudios sobre los mejores inductores posibles de la produccion de lipasas por Candida
rugosa. Para conocer si el enzima es inducido por el 4cido oleico o por otro metabolito, se han
probado diferentes dcidos grasos de cadena corta, concluyendo que desde el punto de vista de

aplicacién industrial el 4cido oleico, podrfa ser considerado como el mejor substrato investigado.

- El comportamiento de la lipasa intracelular y extracelular en diferentes condiciones de operacién y
velocidad especitica de crecimiento, sugieren que si bien a velocidades de crecimiento lenta el proceso
de sintesis podrfa ser el paso limitante en la produccidn, cuando se incrementa la velocidad de
crecimiento (c. continuo) la tase de excrecién pasarfa a ejercer un peso importante hasta llegar a ser

incluso el paso limitante.

- Se ha estudiado el efecto de la fuente de nitrégeno sobre el crecimiento y la produccién de lipasas.
Si bien en cultivo en discontinuo, tan sdélo se han observado pequefas diferencias, en cultivo en
continuo ha sido decisivo la utilizacidn de una fuente de nitrégeno alternativa a la urea, tal como el

sulfato amdnico, ya que ha conseguido solucionar los problemas operativos observados en trabajos

anteriores.

- Se ha puesto a punto las herramientas necesarias y el entorno para un sistema inteligente capaz de
realizar en un proceso de fermentacion y a tiempo real el procesamiento de datos, actuar en todos los
elementos del proceso, estimar pardmetros para variables no medibles directamente, solventando la
falta de informacidn de pardmetros clave para propdsitos de control, el uso de conocimiento heurfstico
del proceso, y aplicar estrategias de control avanzado. Ello permite la posibilidad de mejora de la
productividad en la produccién de lipasas, hasta niveles competitivos, para llevar a cabo la

implementacién a nivel industrial.

- Han sido resueltos los problemas de aplicacion de un espectrémetro de masas (Spectramass PC2000)
a procesos de fermentacidn debido a diticultades de comunicacién y software. Se ha disefiado e
implementado un sistema de andlisis multicanal, con adquisicion de datos y estimacién, mediante la

construccién de un software especitico desarrollado en C**.
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- Se ha desarrollado un modelo matemdtico, de cardcter dindmico que aglutina y organiza toda la
informacién del sistema. Este modelo es til para la simulacion del proceso, su control y,
eventualmente, el cambio de escala, asf como en la definicion de las estrategias de operacién mds

adecuadas.

- La seleccion del medio de cultivo y un modo de operacién adecuado han permitido mejorar en 20
veces el rendimiento original de enzima obtenido. Esta mejora ha sido posible utilizando métodos
ingenieriles. Los métodos han sido principalmente la definicién o seleccién de estrategias de operacién
utilizando técnicas como la monitorizacion, estimacién y modelizacion del proceso con técnicas

avanzadas.

- La optimizacidn de la produccidn de lipasas por Cundida rugosa deberfa implicar el control de la
concentracion de dcido oleico en el medio, Entonces la estrategia de operacién mds adecuada serfa

un cultivo en semicontinuo de forma controlada.
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6. NOMENCLATURA

Oil - Concentracién de aceite de oliva (g-1")

Fa - Concentracién de 4cidos grasos (g-1")

Gly - Concentracién de glicerol (g-17)

Cr - Concentracién de biomasa (peso seco en g-l'')
Lp - Actividad Lipolitica extracetular (U-ml™)

v, - Velocidad de hidrdlisis de aceite de oliva

pgy Velocidad de consumo de glicerol por unidad de biomasa

#n - Velocidad de consumo de 4cidos grasos por unidad de biomasa
w, - Velocidad de produccion de lipasas por unidad de biomasa

Y. - Rendimiento biomasa seca/dcidos grasos (g/g)

Y

Y, - Rendimiento lipasa/4dcidos grasos ((U/ml)/(g/))

. - Rendimiento biomasa seca/glicerol (g/g)

k1 - Velocidad especifica de crecimiento sobre dcidos grasos
K¢ - Constante de saturacién

K, - Constante de inhibicién para la lipasa

k11 - velocidad especifica de crecimiento sobre glicerol

K3 - Constante de hidrdlisis del aceite de oliva

S: substrato (g/L)

X,: biomasa inicial (g/L)

X;: biomasa final (g/L)

P;: lipasa final (U/mL)

Yys: rendimiento biomasa/substrato (g biomasa seca/g dcido oleico)
Y,s: rendimiento producto/substrato (U lipasa/g dcido oleico)

Yo x: rendimiento producto/biomasa (U lipasa/ g biomasa seca)

Yxs  Rendimiento biomasa sustrato.
B Coeficiente de mantenimiento tijado arbitrariamente = 0.

k Coeficiente de velocidad mdxima para la sintesis de lipasa intracelular,

im
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A =

Coeficiente de saturacién para la sintesis de lipasa intracelular.

Coeficiente de inhibicién para la sfntesis de lipasa intracelular.

Velocidad mdxima de transporte de lipasa extracelular.

Constante de saturacidn en el transporte de lipasa extracelular.

Velocidad mdxima de transporte de substrato.

Constante de saturacion en el transporte de substrato.

Velocidad especffica mdxima de crecimiento referido al substrato intracelular.
Constante de saturacion en el crecimiento referido al substrato intracelular.
Constante de adsorcién mdxima de la lipasa extracelular en fase acuosa/orgénica.
Constante de saturacion de la adsorcion de la lipasa extracelular en fase
acuosa/orgdnica.

Concentracion mfnima de substrato que ha de ser consumida, para que una vez
alcanzados los niveles necesarios de ciertos metabolitos, se proceda a la sintesis de
lipasa intracelular.

Constante de saturacion determinante de la existencia de recursos energéticos para

realizar la excrecidn de la lipasa intracelular.
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8.1. Curva de calibracién _entre los test de anilisis de lipasas.

En la figura 8.1 se presenta la calibracidn entre las pendientes obtenidas a partir del test

turbidimétrico y las unidades de actividad lipolftica por mililitro de enzima, calculadas a partir del

test de valoracion.
La regresidn lineal de la recta produce la siguiente ecuacién:

pendiente t. turbid. * (-10*) = 2.24 * Act. lipolitica (U/mL) + 0.59

coeficiente de correlacién = 0.9979

N

10

ca

Act. test turbidimétrico (pendiente * ((~1)*10°)

1 1 1 ! ! 1
0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 35 40 45 50

0 I 1 1
Act. test valoracién (U/mL)

Figura 8.1. Curva de calibracion entre los test de andlisis de lipasas.
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8.2. Curva de calibracion del andlisis de proteasas.

Los resultados obtenidos para la curva de calibracidn de proteasas, utilizando papaina se

encuentran representados en la grdfica 8.2.
La regresién lineal de la recta presenta como ecuacion:

mg proteasa/mL = -0.0057 + 1.4119 * ABS(366 nm)

coeticiente de correlacién = 0.9981

1.0 T i T I

0.6 - n

Proteasa (mg/mL)

0.0 ! L L !
0.0 . 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Absorbancia (366 nm)

Figura 8.2. Curva de calibracién de proteasas.
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8.3. Curva de calibracion de proteina.

Los resultados obtenidos para la realizaciGn de una curva de calibracién de proteina utilizando

suero bovino, se encuentran representados en la gréfica 8.3.

La regresidn lineal de la recta presenta la siguiente ecuacion:

pg proteina/mL = -9.449 + 444.1 * ABS (750 nm)

coeficiente de correlacién = 0.9980

SOO [ T T i T [ |
250 _
3 200 .
E
~
o1}
3
< 150 | _
<
jea]
B
2
& 100 + .
50 . -
[ J
O./! L. | l ! } I

00 01 02 03 04 05 06 07 08
ABS (750 nm)

Figura 8.3. Curva de calibracién de proteina.
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8.4. Curva de calibrado de Urea.

Los resultados obtenidos para la realizacion de la curva de calibracion de urea se encuentran

representados en la gréfica 8.4,
La regresidn lineal de la recta presenta como ecuacion:

mg urea/dL = -1.441 - 96.03 * ABS(570 nm)

coeficiente de correlacion = 0.9985

80

70 -

60

50

40 |

30 -

Urea N (mg/dL)

20 -

0 1 1 1 !
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Absorbancia (570 nm)

Figura 8.4. Curva de calibrado del andlisis de urea.
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8.5. Curva de calibrado de nitrogeno_amoniacal,

Los resultados obtenidos para la curva de calibracidon del nitrégeno amoniacal se encuentran

representados en la gréfica 8.5.

La regresidn lineal de la recta presenta como ecuacion:

log [ppm N-NH,*] = -1.401 - 0.0174 * mV

coeficiente de correlacion = 0.9997

10000 T T T T
1000 +
£
Q.
£
T 100 |
e o3
7
Z
10
1 | | L V L
-50 —-100 —-150 —-200 -280 -300

mV

Figura 8.5. Curva de calibrado de N-NH,".
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8.7. Curva de calibrado de dcidos grasos.

Se realizan curvas de calibrado de dcidos grasos, utilizando dcido hexanoico y heptanoico
(patrdn interno) en concentraciones conocidas y seguidamente se analizan. De los resultados de estos

andlisis se obtienen las relaciones entre las dreas de los picos representativos.

Los resultados de este calibrado se presentan en la tigura 8.7. La recta de calibrado obtenida

vdlida para todos los dcidos grasos excepto el C, es:

masa C,/masa C, = 0.021 + (.11 * (area C /area C,)

Coeficiente de correlacién = 0.999

2.50 T T T T

2.25 | .
2.00 | -
1.75 | .
1.50 .
1.25 F -

~1.00

Relacién de masas

0.75

0.50

0.25

0.00 ‘ L :
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Relacion de areas

Figura 8.7. Curva de calibrado de dcidos grasos de cadena corta.
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FIG4-1.SPG
FIGURA A FIGURA B
Tiempo Biomasa Lipasa Tiempo Biomasa Lipasa
(horas) (mg/mL) ext. (horas) (mg/mL) ext.
(U/mL) (U/nL)
0.00 0.10 0.00 0.00 0.07 0.00
13.00 0.19 0.00 14.30 1.00 -
17.40 0.50 0.96 17.30 1.82 -
23.30 -- 0.95 18.70 1.62 -
25.90 1.86 2.45 21.20 2.48 -
27.90 2.32 -- 23.20 2.80 -
30.40 3.10 -- 25,00 4.70 0.30
32.90 3.83 6.29 32.00 6.30 1.35
35.80 4.47 7.36 37.00 6.40 4.16
37.80 4.83 8.32 41.00 6.20 4.48
40.20 5.13 - 43.50 6.10 4.40
42.20 5.50 12.90 46.00 6.24 4.34
49.00 5.05 -—
59.60 4.50 14.80
FIG4~-4.SPG
t/tr Biomasa Lipasa
(mg/mL) ext.
(U/mL)
-1.19 0.13 2.50
=-0.21 1.35 6.25
=~0.16 1.48 8.50
-0.11 1.64 8.80
-0.03 1.89 11.30
0.00 - -—
0.02 1.91 13.50
0.20 2.11 12.30
0.31 2.40 14.10
0.45 2.63 12.30
0.65 3.18 9.80
1.21 4.02 6.80
1.53 4,30 6.70
1.88 4.31 5.70
3.59 2.63 1.35
5.09 2.29 0.06
6.08 2.13 0.02
6.59 - 0.00
7.65 - 0.00
8.07 1.87 0.00

9.25 1.77 0.00
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FIG4-5.SPG
Tiempo Lipasa Biomasa
(horas) ext. {mg/mL)
(U/mL)
0.00 0.03 0.00
8.00 0.05 0.00
10.50 0.08 0.00
12.00 0.10 0.00
14.00 0.13 0.00
16.00 0.14 0.10
19.00 0.17 1.25
21.25 0.18 1.75
23.00 0.24 2.15
30.00 0.30 4.50
40.00 0.35 5.60
44.00 0.34 6.25
49.00 0.35 6.10
FIG4-6.SPG
Tiempo Biomasa Lipasa

ext.
{horas) {mg/mL) (U/mL)

0.00 0.03 0.00
11.00 —~ 0.10
13.00 0.09 0.25
14.50 - 0.85
17.50 0.19 1.45
20.00 - 2.80
22.50 0.29 -
26.50 0.39 4.25
34.00 . - 5.50
37.00 0.38 -
41.00 0.34 5.80
44 .50 - 5.60

FIG4-~7.SPG
Tiempo Biomasa Lipasa
ext.

(horas)  (mg/mL)  (U/mL)

0.00 0.45 0.00
10.00 0.70 0.00
12.00 1.05 0.25
14.50 1.40 0.75
16.00 1.75 0.90
17.00 2.05 4.90
19.50 2.22 7.30

22.50 2.20 7.10
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FIG4-8.SPG
t/tr Biomasa Lipasa Lipasa
ext. int.
(mg/mL) (U/mL) (U/mgbiomnsa)
-1.19 0.13 0.00 -
-0.21 1.35 1.30 -
-0.16 1.48 2.00 --
-0.11 1.64 4.50 --
-0.03 1.89 7.00 11.25
0.00 - - -
0.02 1.91 13.50 19.76
0.20 2.11 13.90 21.92
0.31 2.40 14.10 27.00
0.45 2.63 12.30 18.50
0.65 3.18 9.80 12.89
1.21 4.02 6.80 10.92
1.53 4.30 6.70 -
1.88 4.31 5.70 4.98
2.50 3.50 - -
3.59 2.63 1.35 0.29
5.09 2.29 0.06
6.08 2.13 0.02
6.59 - 0.00
7.65 - 0.00
8.07 1.87 0.00
9.25 1.77 0.00
FIG4-11.SPG
Tiempo Biomasa Lipasa
ext.

(horas) (mg/mL) (U/mL)

0.00- 0.08 0.00 !

12.25 0.35 0.00
13.75. 0.47 0.80
15.25 0.64 1.50
16.50 0.77 2.80
18.00 1.05 5.50
20.00 1.38 6.80
21.75 1.54 8.00
23.00 1.54 7.20

34.50 1.29 5.45
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FIG4-12.SPG

t/tr Biomasa Lipasa t/tr Lipasa
ext. int.
(mg/mL) (U/mL) (U/mgbi«xnasu)

-1.08 0.05 0.00 -0.03 10.92
-0.48 0.48 -— 0.18 13.36
-0.21 1.30 3.75 0.36 19.76
-0.15 1.42 4.68 0.54 21.92
-0.09 1.48 6.06 0.72 32.55
-0.03 1.61 - 1.44 37.55

0.18 1.73 10.50 1.65 39.80

0.36 1.88 13.00 1.83 29.80

0.54 1.61 15.60 2.73 12.89

0.72 - 14.40 3.18 4.98

1.32 1.65 16.00 7.44 0.29

1.32 1.65 16.10

1.65 1.52 14.00

1.65 1.52 13.20

1.83 1.61 15.80

2.73 1.61 8.70

2.97 1.61 8.20

3.18 1.77 7.00

3.42 1.73 6.50

4.71 1.57 3.30

6.27 1.61 1.60

7.11 1.52 1.10

FIG4-13A.SPG

Tiempo Biomasa Lipasa Lipasa
ext. int.
(horas) (mg/mL) (U/mL) (U/mgbionmsa)
0.00 0.23 0.00 0.00
18.00 2.18 9.50 -—
20.75 2.36 12.60 15.85
22.25 2.54 17.90 21.60
23.25 3.51 9.10 22.43 ~
24.75 3.76 10.10 17.94
26.75 4.29 12.40 16.83
28.50 4.56 9.60 14.61
29.75 4.93 2.00 19.70
30.50 5.67 5.60 19.40
32.50 5.70 7.60 14.30

33.50 6.07 10.00 11.28
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FIG4-13B.SPG

Tiempo Biomasa Lipasa Lipasa
ext. int.
(horas) (mg/mL) (U/mL) (U/MGiomasa)
0.00 0.15 0.00 0.00
18.00 1.30 2.60 -
18.75 1.43 3.00 -
20.25 1.58 6.80 8.15
21.75 1.64 8.00 8.21
23.25 2.06 5.80 9.70
24.75 2.02 7.20 11.30
26.25 2.30 8.80 15.71
27.75 2.38 9.00 15.20
29.25 2.56 11.60 22.90
30.75 2.85 13.00 12.46
32.25 2.84 9.05 17.66
33.75 3.20 9.30 20.64

FIG4-13C.SPG

Tiempo Biomasa Lipasa Lipasa
ext. int.
(horaS) (mg/mL) (U/mL) (U/mgbionu\sa)
0.00 0.03 0.00 0.00
17.00 0.45 0.00 -
18.00 0.46 0.20 -
20.00 0.70 0.00 -
21.50 0.88 0.10 --
22.50 1.17 0.70 0.01
24.50 1.16 1.10 2.34
26.50 1.47 1.80 9.15
28.00 1.60 2.00 11.98
29.50 1.89 5.10 17.01 .
32.50- 2.16 13.40 22.91
34.00 2.35 12.90 35.67

36.25 2.28 l6.70 45.30
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FIG4-14.SPG

Tiempo Biomasa Lipasa
ext.
(horas) (mg/mL) (U/mL)

0.00 0.44 0.00
4.00 0.55 0.00
8.00 0.38 0.00
10.25 0.80 0.00
11.25 0.75 0.00
12.25 0.85 0.00
14.00 1.16 0.00
15.00 1.36 0.00
16.00 1.45 0.00
17.00 1.57 0.40
18.00 1.90 1.10
18.75 1.80 1.75
19.50 1.98 2.75
20.25 - 5.00
21.00 2.27 7.00
21.75 2.27 8.00
22.25 2.44 7.40
28.00 2.29 6.20
32.00 2.21 6.45

FIG4-15.SPG

Tiempo Biomasa Lipasa
ext.
(horas) (mg/mL) (U/mL)

0.00 0.09 0.00
4.00 0.24 0.00
6.00 0.27 0.00
7.00 0.35 0.00
8.50 0.43 0.00
10.00 0.54 0.00 -
11.25 0.64 0.06
12.25 0.63 0.15
13.25 0.66 0.17
14.25 0.64 0.15
15.00 0.70 0.20

25.00 0.77 0.21
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FIG4-17.8SPG

Tiempo

(horas)

0.00

9.75
10.50
11.25
12.50
13.75
16.25
17.00

FIG4-19.SPG

Tiempo

(horas)

0.00
10.00
12.00
14.61
15.82
17.15
19.50
22.40

FIG4-21.SPG

Tiempo

(horas)

0.00
13.50
15.00

16.50
18.00
18.75
21.00
22.00
23.00
24.00
25.00
26.00
27.00
28.00
29.00
38.25
40.00

Biomasa

(mg/mL)

0.25
0.95
0.98
1.14
1.15
1.21
1.36
1.29

Biomasa

(mg/mL)

0.48
0.72
1.02
1.43
1.77
2.04
2.22
2.20

Biomasa

(mg/mL)

0.74
2.49
2.94
3.40
3.43
3.74
4.30

4.00

4.20

4.30

3.90
3.90

Lipasa
ext.
(U/mL)

0.00
0.00
0.13
0.55
1.60
1.70
1.80
1.75

Lipasa
ext.
(U/mL)

0.00
0.00
0.20
0.70
1.00
4.90
7.40
7.20

Lipasa
ext.
(U/mL)

0.00
0.45
0.35
1.00
1.60
4.00
5.60
6.60
8.00
8.00
9.20
10.30
10.40
10.70
11.00

10.20

Tiempo
(horas)

11.00
13.75
17.00

Tiempo
(horas)

15.00
21.00
25.00
27.00
40.00

Lipasa
int.
( U / mgbiomnsa)

0.00
0.48
0.76

Lipasa
int.
( U/ mgbiouwsa)

0.53
0.96
0.71
0.73
0.38
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FIG4-23.5PG

Tiempo Biomasa Lipasa Lipasa
} ext. int.

(horaS) (mg/mL) (U/mL) (U/mgbimnusa)
0.00 0.63 0.00 0.00
14.00 0.97 0.00 0.03
15.50 1.36 0.00 0.14
17.00 1.93 0.00 0.21
18.25 2.21 - 0.00 0.26
20.50 3.61 0.10 0.20
22.25 4.38 0.50 0.54
23.75 6.45 1.25 0.34
25.25 6.39 3.00 0.52
26.00 6.93 3.70 0.84
28.00 7.08 7.70 0.73
29.00 7.06 9.70 0.26
30.00 7.20 10.80 0.29
38.75 6.87 11.90 0.17
40.75 6.74 12.10 0.17

F1G4-25.5PG

Oleico Yiipis Yiinx
(g/L)
0.50 0.42 0.34
1.00 1.80 1.76
2.00 3.60 4.19
4.00 2.62 3.12
8.00 1.51 1.81

FIG4-26.SPG

t/tr - Biomasa Lipasa t/tr Lipasa
ext. int.
(mg/mL) (U/mL) (U/mgbiomasa)

=-1.00 0.23 0.00 -0.04 1.94
-0.18 2.16 0.00 0.12 1.78
-0.04 2.42 1.40 0.31 3.20
0.00 - 4.00 1.27 6.31
0.12 2.27 3.00 3.07 5.47
0.31 2.35 3.90 4.78 4.88
1.27 2.07 10.50 6.16 5.1%
1.75 2.03 7.50 7.27 5.78
1.93 - 8.90

2.80 1.98 7.70

3.07 2.05 7.40

4.78 - 1.91 6.30

6.16 2.01 7.50

7.03 1.89 6.50

7.27 2.05 6.30
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FIG4-27.SPG

t/tr

-1.00
-0.18
-0.04
0.00
0.12
0.31
1.27
1.75
1.93
2.80
3.07
4.78
6.16
7.03
7.27
7.57
8.53
8.89
10.03
11.71
13.00
13.27
14.92
16.24
17.20
17.62
18.69
19.03
20.26
20.56

21.79.
22.87
24.00°

Biomasa

(mg/mL)

0.23
2.16
2.42
2.27
2.35
2.07
2.03
1.98
2.05
1.91
2.01
1.89
2.05
2.08
2.17
3.72
2.11
2.04
2.03
1.90
1.90
1.89
1.79
1.97
1.99
1.88
1.96
1.93
1.87

Lipasa
ext.
(U/mL)

0.00
0.00
1.40
4.00
3.00
3.90
10.50
7.50
8.90
7.70
7.40
6.30
7.50
6.50
6.30
6.70
5.10
3.50
4.80
3.50
2.60
2.50
3.10
3.10
2.90
5.80
7.90
8.60
10.20
11.00
11.00
11.30

t/tr

-0.04
0.12
0.31
1.27
3.07
4.78
6.16
7.03
8.53

13.27

14.92

17.20

18.69

20.26

21.79

22.87

Lipa
int.

( U / mgbionmsn)

1.
0.
1.
3.
2.
2.
3.
3.

0
0
0.
0
1
2

3.

sa

06
97
75
45
99
80
05
13

.83
.64

59

.35
.97
.60

36
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FIG4-29.SPG

t/tr Biomasa Lipasa
ext.
(mg/mL) (U/mL)

-1.21 0.11 0.00
-0.43 0.83 0.00
-0.30 1.01 0.00
-0.21 1.37 0.00
0.00 2.22 0.03
0.88 2.37 2.40
1.14 2.46 3.20
2.40 2.03 5.00
3.81 2.15 6.00
6.51 2.05 10.50
7.65 - 10.00
7.95 2.04 10.10
9.09 2.02 11.20
9.39 2.03 10.70
10.80 2.03 8.20
11.30 2.13 11.20
13.30 2.01 10.90
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FIG4-31.SPG

t/tr

-1.55
-0.33
-0.23
0.00
0.43
2.28
3.30
5.55
6.95
7.68
9.38
9.70
10.05
11.85

12.68

14.60
15.56
17.39
18.31
20.51
22.27
23.47
24.23
25.35
26.20
28.79
29.69
32.21
33.36
35.85
36.21
37.45
38.13
38.62
39.50
40.00
42.93
43.55
45.26
46.00
47.60
48.41
49.94
50.56

Biomasa

(mg/mL)

0.16
1.29
1.36
1.5
1.74
2.04
2.15
2.10
2.17
2.11
2.03
2.14
2.25
2.12
2.07
2.05
1.94
2.08
2.00
2.06
1.98
2.05
1.98
2.01
1.70
1.86
1.92
1.86
1.79
1.67
1.79
1.57
1.60
1.50
1.74
1.89

Lipasa
ext.
(U/mL)

0.00
0.00
0.00
0.10
0.65
4.50
5.30
3.40
4.80
3.80
3.70
3.40
3.70
3.70
3.10
2.90
3.10
3.60
4.50
12.20
11.30
12.00
11.40
11.70
5.50
1.80
1.70
2.50
2.90
3.70
2.90
48.00
55.00
62.00
53.00
62.00
64.00
60.50
76.00
79.00

72.00
79.00

t/tr

7.68

9.38
10.05
14.60
15.56
17.39
22.27
23.47
25.35
32.21
33.36
35.85
39.50
42.93
43.55
49.94
50.56

Lipasa
int.
( u / mgbim\asa)

4.18
5.62
5.56
2.67
3.66
4.38
3.35
2.67
2.77
5.62
5.36
6.06
4.14
4.39
4.52
6.40
6.34
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FIG4-32.SPG

t/tr Lipasa t/tr Lipasa t/tr Proteina
ext. int. ext.
(U/mL) (U/mgbiomnsa) (“g/mL)
-1.55 0.00 7.68 4.18 -0.33 12.58
-0.33 0.00 9.38 5.62 -0.23 8.98
-0.23 0.00 10.05 5.56 0.00 10.73
0.00 0.10 14.60 2.67 3.30 14.11
0.43 0.65 15.56 3.66 5.55 13.04
2.28 4.50 17.39 4,38 7.68 13.80
3.30 5.30 22.27 3.35 9.38 11.75
5.55 3.40 23.47 2.67 10.05 13.15
6.95 4,80 25.35 2.77 11.85 12.59
7.68 3.80 32.21 5.62 12.68 10.75
9.38 3.70 33.36 5.36 14.60 12.09
9.70 3.40 35.85 6.06 15.56 15.14
10.05 3.70 39.50 4.14 17.39 11.36
11.85 3.70 42.93 4.39 18.31 13.51
12.68 3.10 43.55 4.52 20.51 11.59
14.60 2.90 49.94 6.40 22.27 9.00
15.56 3.10 50.56 6.34 23.47 12.42
17.39 3.60 25.3% 12.06
18.31 4.50 28.79 7.93
20.51 12.20 29.69 9.33
22.27 11.30 32.21 8.03
23.47 12.00 33.36 12.05
24.23 11.40 35.85 7.43
25.35 11.70 37.45 19.37
26.20 5.50 38.62 17.44
28.79 1.80 39.50 20.35
29.69 1.70 42.93 23.43
32.21 2.50 43.55 20.61
33.36 2.90 47.60 21.39
35.85 ’ 3.70 48 .41 22.30
36.21 2.90 49.94 24.27
37.45 48.00 51.61 25.50
38.13 55.00
38.62 - 62.00
39.50 53.00
40.00 62.00
42.93 64.00
43.55 60.50
45,26 76.00
46.00 79.00
47.60 --
48.41 -
49,94 72.00

50.56 79.00
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FIG4-33.SPG

t/tr Biomasa  Lipasa t/tr Lipasa
ext. int.
(mg/mL) (U/mL) (U/mgbimmsa)

-0.70 0.28 0.00 4.56 1.00

-0.03 2.21 7.00 5.65 1.20
3.47 2.10 21.17 6.57 1.20
4.56 2.16 20.04 12.16 3.15
5.65 2.07 19.73 14.90 4.37
6.57 2.05 19.71 16.74 4.29
7.64 - -
9.95 1.87 17.90

10.69 2.18 17.50

11.49 - 19.80

12.16 2.11 23.10

12.89 -- 25.90

14.90 2.06 28.50

16.74 2.08 26.10

FIG4~34.SPG
t/tr Biomasa Lipasa
ext.
(mg/mL) (U/mL)

-2.26 0.18 0.00
-0.08 2.22 1.94
0.70 1.92 4.46

1.25 1.63 4,33

3.43 1.40 0.21

5.27 0.75 0.00

7.45 0.80 0.00

8.54 0.61 0.00

0.00

11.19 . 0.65

FIG4-35.SPG

D Biomasa Lipasa Lipasa
ext. int.
(h-l) (mg/mL) (U/mL) (U/mgbimnasa)
0.03 2.05 27.00 -—
0.05 2.10 19.00 -—
0.06 2.05 - 10.75 3.30
0.08 2.06 10.83 2.70
0.10 2.13 3.80 5.50
0.12 2.05 3.20 4.40
0.14 1.88 2.90 5.60
0.16 0.70 0.00 -

0.17 0.00 0.00 0.00
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FIG4-36.SPG

D D*Lip D*Lip
ext. int.
(h-l) (U/ (mL*h) ) (U/ (mgbimnasa*h) )

0.03 27.00 -
0.05 19.00 -
0.06 10.75 3.30
0.08 10.83 2.70
0.10 3.80 5.50
0.12 3.20 4.40
0.14 2.90 5.60
0.16 0.00 -
0.17 0.00 0.00

FIG4-37.SPG

CER OUR

D
(hy °  (mol/ (mol/
(L*h) *10%) (L*h)*10%)
0.03 140.00 300.00
0.05 175.00 400.00
0.06 250.00 580.00
0.08 310.00 725.00
0.10 340.00 800.00
0.12 400.00 945.00
0.14 400.00 950.00
0.16 70.00 165.00

FIG4-38.SPG

D CER/OUR
(h-1)

0.03 0.47
0.05 0.44
0.06 0.43
0.08 0.43
0.10 0.43
0.12 0.42
0.14 0.42

0.16 0.42
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