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1. INTRODUCCION. 

presente informe se muestran los En el 

obtenidos en la inmovilizaci6n de B-galactosidasa en 

resultados 

nylon y 

vidrio, correspondiente a la ~ltima etapa del segundo a~o de 

contra to. 

En dicha experimentaciOn se emplearon coma soporte de la 

enzima particulas de nylon de aproximadamente 1,5 mm de diametro 

y vidrio no poroso de 0,32 m~-

A lo largo de la etapa de inmovilizaciOn se util1zO la enzima 

comercial (Lactozym L- 3000 HP-6) suministrada par Nuvo 

Industry~ Dinamarca. 

Al emplear Nylon se obtuvieron 26 U/ gr de sOlido, lo cual 

corresponde al promedio de actividad normalmente obtenida en 

anteriores e~periencias empleando el mismo soporte / metodologia 

de inmovilizaciOn. En el caso del vidrio. activado empleando 

metales de transiciOn (Titania), y mrl~culas 2spac1adoras y 

reacti.vos bi.funcionales de difer·ente naturaleza. se obtuvieron 

res:1ltados prometedores ya que se alcanza hasta 250 U/ gr de 

actividad en la prepar~ciOn enzimatica inmov1lizada. 

En la c1ctualic1C\d se estan realizando experimentos d1r1gidos a 

la determinacion de las condic.iones entre la 

1 
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concentraci6n de enzima , 21 pe5o de soporte necesario en la 

ultima reacci6n de inmovili:aci6n ~encionada. 
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2. ttATERIALES Y METODOS 

. } 2. l MATERIALES. 

Acido sulfDrico 97% de pureza. d= 1,84 g/ml (Riedel de 

·.) 

I 
Haen). 

Tetracloruro de titanic 99,0% de pureza (Mere~). 

Acido clorhidrico 37.0% de pureza, d= 1,19 glml (Riedel 

1 
de Haen). 

Acido 5-Aminosalicilico, 98,0% de pureza <SIGMAl. 

J - Nitrito de sodio (SIGMA). 

- Glutaraldehido Grado II al 25,0% en scluciOn acuosa 

l (SIGMA). 

- Polietilenimina al 50,0% en soluc16n acuosa iSIGMAl. 

- B-Galactosidasa (Lactozym 3000 L HP-GI sumin1strado por 

J Novo Industry ~IS, Copenhagen. Dinamarca. 

- Glw::osa oxldasa-peroxidasa (PGDJ. sum1nJ.strado por 

SI!3t1A. 

-- o-iJianosid::.na (SIGMA). 

- Viario, d1Ametro de particula d= u,32 mm . 

. ) 
- Nylon brillante, suministrado par Hjlados Flexilon L.A. 

J 2.2 SOLUCIONES EMPLEADAS. 

- Solur.:i6n de q~utaraldehido al 18 • 5% 'J IV. 

I 
] 
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SoluciOn de gltitaraldehido al 5 0 0'i VIV. 

Soluciones de polietilenimina al 0,2; 0,5 v 1,0% P/V. 

SoluciOn de Polietilenimina al 10% VIV. 

Buffer para determinacion de la actividad de la enzima 

B-Galactosidasa: fosfato de potasio 0,1 M pH= 6,6 

conteniendo 1,0 mM de Magnesia y 0,1 mM de manganeso. 

Buffer utilizado en el lavado v a_macenamiento de las 

biocatalizadores y en la diluci6n de la preparaci6n 

enzim~tica: fosfato d& Potasio 0,1 M pH= 6.6 con 0,1 mM 

de Manganeso. 

Reactive para lo determinaci6n de aluc0sa empleando 

rlucosa oxidasa-peroxidasa. 

Buffer acetato de sodio 0.02 M pH=·4,5. 

4 
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2.2. INMOVILIZACION POR ACOPLAMIENTO COVALENTE EN NYLON 

2. ~~. 1 PREPARACI ON DEL SOPORTE 

La activaci6n del nvlon se realiz6 de 

conformidad con la metodologia descrita en las info~mes de avance 

NQl y NQ2 (J989). 

2.3 INMOVILIZACION DE P-GALACTOSIDASA POR 

ACOPLAMIENTO COVALENTE EN VIDRIO DIAZOTIZADO. 

Con la finalidad de estudiar la inmovilizac10n a2 B-

galactosidasa en vidrio se util1zO una modificaciOn de la 

metodologia descrita por Revel-Ch .. on (1975) en la inmov1l1~ac1on 

de qlucoamilasa sobre particL:las de vidrio. 

2.3.1 PREPARACION DEL SOPORTE. 

2.3.1.1 TRATAMIENTO CON ACIDO SULFURICO. 

Se colocan en un vaso de precip1tado 

80~0 - 100,0 q de v1drio~ se le adiciona una soluciOn de ~c1do 

sulf~rico <1:2) y se mantienE en repose por un periodo de 48 

horas. Sequ1damente, se l~va el soporte con abundante aaua 

desti.lada v se seca en la esti1fa a una temperatura de 8(• QC 

durante un lapse dR 74 hor~s. 

"' ··' 



2.3.1.2 FORMACION DEL DERIVADO VIDRIO-

TITANIO. 

l En un bal6n de reflujo se coloca el 

peso de vidrio tratado segOn l~ secciOn 2.3.1.1 y se lE a~aden 

150 ml de una soluci6n de tetr~cloruro de titanic al 15% en ~cido 

1 
I clorhidric~ al 15% P/V y se somete a reflujo por un periodo de 4 

horas. Seguidam~nte el vidrio se lava con agua destilada y se 

) seca en la estufa a 45 QC durante un periodo de 12 horas. 

2.3.1.3 TRATAMIENTO CON ACIDO 5-A~INO 

j SALICILICO. 

En en un balOn de reflujo se coloca el 

vidrio tratado seg~n la secciOn 2.3.l .3 y se le adicionan 200 

ml de una soluciOn de ~cido 5-aminosalicilico al 2,5% en ~cido 

clorhidrico 2 N. Posteriormente, se somete ~ ref lujo durantc un 

periodo de 2 horas. Finalizado e~te lapse de tiempo el sopo-~~ 

.) ) trata~o se l~va con buffer acetate de sodio 0,02 M pH= 4,5. 

2.3.1.4 DIAZOTIZACION DEL SOPORTE. 

El vidrio tratado en la secciOn 

J 2.3.t.3 se diazotiza durante un periodo de 30 minutes empleando 

i 
250 ml d~ una soluciOn de nitrite de sodio 1.0 N en ~c1rlo 

] 6 
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clorhidrico b N (1:2), a u.1a temperatura de 2 QC. F'osteriormer.te 

se lava el soporte con buffer acetate d~ sodio 0,02 M pH= 4,5. 

2.4 INt'IOVILIZACION DE 8-GALACTOSIDASA EN DERIVADO 

VIDRIO-TITANIO USANDO GLUTARALDEHIDO. 

Con el pr~p6sito de evalu~r el efecto de la 

incorporaciOn de una mol~cula bifuncional coma el glutaraldehido 

en la activaciOn del soporte, se realizO la activaci6n del vidrio 

seg(1n la metodologia descrita en la seccion 2.3.1.2 

seguidamente se adicionO a 1,0 ~ de soporte 40,0 ml de una 

soluciOn de Glutaraldehido al 18,5% VIV. La reacciOn con el 

glutaraldehido se llev6 a cabo a 30 .y 90 QC resoectivamente 

durante un periodo de 30 minute~. Finalizado este lapso de tiempo 

se lav6 el soporte con 50 ml de agua destilada. 

Igualmente, 1,0 q de vidrio tratado segdn la metodologia 

) descrita en la secciOn 2.3.1.2 se activO con glutaraldehido y 

polietilenimina siguiendo el mismo procedimiento para l -3 

~ctivaci6n del nylon descrito en informes previos. 

I 
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2.5 INMOVILIZACION DE P-GALACTOSIDASA EN VIDRIO uSANDO 

POLIETILENIMINA Y GLUTARALDEHIDO. 

Como paso previo a la utiJizaciOn del v1dr10 en las 

experiencias de inmovilizaciOn, se realiza el lavado del soporte 

con una soluiciOn de Acido sulf~rico, de conform1dad con la 

secci6n 2.3.1.1. Una vez seco el soporte. se to~an por 

duplicado, porciones de 1,0 g a las cuales se le adiciona 40.0 ml 

de polietilenimina al 0,2; 0.5 y 1,0X P/V sequn la metodologia 

descrita por D'Souza y col. (1986). Posteriormente. ~ c3da peso 

de soporte tratado se le adicionan 40,0 ml de una 5oluci6n de 

glutaraldehido al 5,0% P/V y se incuba a temperatura ambiente 

durante par un oeriodo de 20 minutes. Finalmente. 5e descarta la 

fracctOn liquida. y el s6lido se lava tres (3) ~2ce3 cc~ su.u ml 

de agua destilada. 

2.6 INMOVILIZACION DE P-GALACTOSIDASA EN DERIVADO 

VIDRIO-TITANJO EMPLEANDO POL I ETI LEN IM I NA y 

GLUTARALDEHIDO. 

E1 la 

secci6n 2.5 se real1zo empleando coma scporte el der1vado 

secc .1"1n 2 .. :;. . 1 • '.~. 



2.7 PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LA ENZIMA LIOUIDA. 

En la realizaci6n de las experimentos se utiliz6 la 

enzima comercial Lactozym 3000 L HP-G en una concentraci6n final 

de 3,2 mg de proteina/ml (metodo de Lowry) equivalente a 322,9 

Unidades/ml (determinados par el m~todo de glucosa oxidasa-

peroxidasa empleando lactosa coma sustrato, secciOn 2.9). 

. ) 
) 

2.8 INMOVILIZACION DE LA ENZIMA COMERCIAL . 

j En el desarrollo de los experimentos. la reacciOn 

de inmo~ilizaci6n se llevO a cabo adicionando a 11n gramo de 

\ 
\ \ soporte 10 ml de la enzima Lactozym (Ver secci6n 2.7 y se 

mantuvo en repose ~ 4 QC durante un lapse de 18 horas. 

2.9 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LACTASICA DE LA 

ENZ IMA. 

La actividad de la enzima en soluciOn se determ1nO 

por el metodo de glucosa oxidasa-peroxidasa empleando lactosa 

coma sustrato. 

Procedimiento: Se adiciona a un tubo de ensayo 2.9 

.J ml de una soluciOn de lactosa al 2% P/V y se incuba a 40 QC por 

un periodo de 3 minutos. Seguidamente se a~ade 0,1 ml del 

I extracto enzim~tico apropiadamente diluido y se incuha a 40 QC 

J 
por un lapse dP 4 minutes. Finalizado este tiempo. se detiene la 

9 
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reacci6n adicionando 0,1 ml de una soluci6n de hidr6xido de sodio 

6 N. El conten1do de glucosa liberado por la acci6n de la enzima 

se determina segun la metodologia descrita en la secci6n 

2.2.9.1. Se define una unidad de enzima coma la cantidaJ de 1~-

galactosidasa que l ibera 1J.tmol de glucosa/ ml. minuto. 

2.10 DETERt11NACION DE LA ACTIVIDAD LACTASICA DE LOS 

BIOCATALIZADORES. 

La d~terminaci6n de la activjdad de la enzima 

inmovilizada se realizO cuantificando la glucosa generada a 

partir de una soluci6n de lactosa empleando el metodo de glucosa 

oxidasa-perox1dasa. Para ello. se adiciona a un pesG de 

biocatalizador. 10,0 ml de una soluciOn de lactosa al =~% (p'vJ y 

se incuba a 40 QC por un periodo de 4 minutes. Sequ1damente. se 

detiene la reacciOn adicionando 0,35 ml de una soluciOn de 

hidr6x1do de sodio 6 N. Posteriormente, se toma una alicuot~ de 

la fraccion liquida y se determina el conten.:do dP. qlw::::.sa ;:.or el 

metodo de gluco:;a descrito en la secci6n 2.11. : ... cl traccl.c,n s·~lida 

que contiene al biocatalizador, se lr.tva con .;;bundc.nte aqua 

destilada y se seca en la estufa a 80 QC por Gn ~ periodo de 2 

horas y se determina su peso. Se define ur1a 11nidad como la 

can~idad de 8nz1ma que genera 1,0 micromol de alucosa/m1n • 

10 
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2.11 DETERHINACION DE GLUCOSA ~EL l'IETODO DE 

SLUCOSA OXIDASA-PEROXIDASA. 

El m~todo enzimAtico de glucosa oxidasa-peroxidasa 

involucra la formaciOn de Acido glucOnico y perOxido de hidrOgeno 

a partir de la glucosa par la acciOn de la enzima glucosa 

oxidasa. El perOxido de hidrOgeno generado oxida a la orto-

dianocidina formando un complejo celoreado que absorbe a 425 nm. 

Procedimiento: Se adiciona a un tuba de ensayo 3,p ml oe 

reactive "A" y se incuba a 37 QC par un periodo de 3 minutes. 

Pesteriormente se a~ade 0,3 ml de la muestra y se incuba a 37 QC 

por un lapse de 30 minutes. Finalmente se lee la densidad Optica 

(0.0.) a 425 nm. 

REACTIVO A: Se ad1ciona el contenide de una capsula de PGO 

y 1,6 ml de solucion de ortodianosidina a 100 ml de aqua 

destilada. 

11 
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-:- • RESl.L TADOS Y D ISCUSION 

-3 • 1 I Nl'IOV IL I ZACI C»I DE ll-6ALACTOS I DASA ACCFLAl'tIENTO 

COVALENTE EN VIDRIO DIAZOTIZADO. 

En la tabla :-.IQ 1 y Figura NQ 1 se muestran los resultadas 

obtenidos en la inmovilizaci6n de a-galactosidasa en vidria 

diazotizado (secci6n 2.3). Se observa un bajo rendimienta en las 

valores de actividad de la P-galactasidasa inmovilizada. En 

efecto. se obtuvo un valor promedio de 1,45 Unidades de enzima 

inmovilizad~ par gramo de soporte. 

F"or otra p;.rte. la actividad promedio de la B-

oalactosidas:< ir.movi.l1zada en Nylon alcanzO un valor de / 26.9 

Ul/gramo de soporte. el cual resulta superior al valor de 

actividad obten1do en el case de la inmovilizaci6n de 13-

galactosidasa en vidr10 diazotizado. 

Los resultados obtenidos al emplear Nylon como 5oporte 

indican la necesidad de realizar experimentos ad1c1nnales que 

involucren el estudio de una mejor t~cnica de activaciOn de la 

superficie del mismo. 

A pesar del bajo rendimiento obtenido al inmov1l1zar 13-

qalactosidasa en vidr10 diazotizado se estudiO l~ inmovil1zac16n 

de est~ en~ima empleando modif icaciones en la metodoloqia de 

12 
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TABLA NQl. ACTIVIDAD LACTASICA DE LOS BIOCATALIZADORES. 

TIPO DE SOPORTE TRATAMIENTO Ul/gramo de.soporte 
(valor promedio) 

NYLON A 26.90 

VIDRIO B 

c 17,33 

D 0,07 

E 6.20 

F 9.71 

G 7.50 

H 50.05 

I 71). 7(1 

J 221.79 

TRATAMIENTO 

A: NYLON (metodologia descrita en el informe de avance NQl) 
B: Vidrio diazotizado (metodologia descr1ta en la seccion 2.2.2) 
C: Derivado vidrio-titanio tratado con Glutaraldehido al 18,5 % a 

temperatura ambiente (secciOn 2.2.3>. 
0: Derivado vidrio-titanio trdtado con Glutaraldehido al 18,5% a 

90~ C (secci6n 2.2.3). 
E: Derivado vidrio-titanio tratado seg0n el proceso de act1vaci6n 

aplicado al nylon de conformidad con Informe de Avance NQl. 
F: Vidrio tratado con PEI al 0,2 % • Glutaraldehido al 5% a 

temperatura ambiente (secc16n 2.2.4). 
G: Vidrio tratado con PEI al 1%. Glutaraldehjdo al 5% a 

temperatura ambiente (secciOn 2.2.4) 
H: Derivado vidrio-titanio tratado con u.2% de PEI, 5% de 

Glutaraldeh1do a temperatura ambiente (secci6n 2.2.5) 
I: Derivado vidrio-titanio tratado con PEI al 0,5 %, 5% de 

Glutaraldehido a temperatura ambiente. 
J: Derivado vidrio-titanio tratado con PEI al 

Gl1.1t:araldehido a temperatura .:lmbiente. 

13 
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activaci6n. Entre las mod1ficaciones real1zadas en la act1vac16n 

del soporte se encuentra la ut1lizac10n d2 Lin reactive 

bifuncional coma el glutaraldehido y de una molecula espacidora 

coma la Polietilenimina (PEI). 

3.2 INl'IOVILIZACION DE 8-GALACTOSIDASA EN DERIVAOO VIDRIO-

TITANIO USANDO GLUTARALDEHIOO 

En la Tabla NQ 1 se muestran las resultados obtenidos en 

la inmovilizaci6n de B-galactosidasa en derivado vidrio-titanio 

utilizando glutaraldehido. Al emplear Glutaraldehido a una 

concentraci6n de 18.5 X (v/v) a temperatura ambiente para la 

activaciOn del soporte, se obtuvo un valor promedio de 17.33 Ul 

de enzima inmovilizada por gramo de soporte. Este valor es 

superior al obtenido sabre vidrio diazotizado ( 1,45 UI/ gramo de 

soporte). 

Igualmente, la actividad lact~sica del derivado vidrio-titanio 

tratado con qlutaraldehido disminuyO desde 17,33 UI/q de soporte 

hasta 0.07 Ul/g de soporte (tratamiento D. Tabla N91). al 

incrementar la temperatura de reacci6n con qlutaraldehido desde 

25QC (temperatura ambiente) hasta 90 QC. Ello indica que el 

tratamiento de este tipo de soporte con la solucion concentrada 

de glutaraldeh1do a temperatura ambiente resulta favorable P.n 

t~rm1nos de activ1dad enzim.itica del biocatalizador 

obten1do. 
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Los resultados obtenidos en el caso de la util1zaci6n del 

derivado vidrio-titanio tratado con glutaraldehido concuerdan 

con las observaciones realizadas por Revel-Chion (1975) y par 

I \ 

Cardozo y col., (1978). Estos investioadores senalan que la 

I soluci6n de cloruro de titanic genera un~ pelicula de di6xido de ., 
titanic en la superficie del vidrio y destacan Que numerosos 

compuestos coma el cloruro ferroso (FeCl2>, el acido 3,5-

) 
dinitrosalicilico y el glutaraldehido pueden emplearse coma 

j 
reactivos de acoplamiento en este tipo de scporte. 

J Por otra parte, la activirlad lactasica del derivado 

vidrio-titanio activado seg~n el tratamiento que se utiliza en el 

c~so del nylon (Tratamiento E, Tabla NQl) alcanz6 el valor de 

6,20 Ul/q de soporte. Este resultado indica que la utilizaci6n de 

polietilenimina no incrementa la actividad del biocatalizador 

} enzimatico, en el caso del soporte previamente tratado con 

glutaraldehido. 

) 

INl'IOVILIZACION DE a-GALACTOSIDASA EN VIDRIO Y DERIVADO 
I 

' VIDRIO-TITANIO EMPLEANDO POLIETILENIMINA Y GLUTARALDEHIDO. 

J 
Los resultados obtenidos para la inmovil1zaciOn de ~-

J qalacto~1dasa en vidrio (tratamientos F y G) y en derivado 

vidrio-t1tanio (tratamientos H, I y J) al emplear pol1etilenimina 

I y qlutaraldehido coma reactivos de acoplamiento se muestran en la 

J 
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Tabla NQl. En esta tabla se muestra una actividad lact~sica 9,71 

y de 7,50 Ul/g para los tratamientos F y G respectivamente. Por 

otra parte, al emplear el derivado vidrio-titanio se alcanz6 un 

valor m~ximo de 221,79 Ul/g de soporte al utilizar 1,0% de PEI en 

el proceso de activaci6n. 

Al comparar la actividad enzimatica de los 

biocatalizadores obtenidos al emplear vidrio y el derivado 

vidrio-titanio coma soporte en la inmovil1zaci6n de B-

galactosidasa d~staca un incremento considerable (26 vecesl en la 

J hidr6lisis de lactosa en el caso de las esferas de vidrio 

cubiertas con la pelicula de diOxido de titanio. 

l 
Al considerar la alta actividad obtenida (221.79 UI/g de 

soporte) en la utilizaci6n del derivado v1drio-titanio tratado 

j con polietilenimina y glutaraldehido. se hace necesaria la 

realizaci6n de ensayos que involucren el empleo de 

) concentraciones ma yores al 1, O'l. I 

I de pol1etil2nim1na con la 

finalidad obtener valores super1ores de act1v1dad v estabilidad 

o~eracionrtl con este tipo de soporte. 

J 
Por otra parte, se realizaron ensayos prel1m1nares en 

J relaci6n con la estabilidad en almacenam1ento a 4 ~c del 

biocatalizador obtenido al emplear el der1vado v1dr10-titanio 

I tralado con poliet1lenimina y glutaraldeh1do ( t.rat am.1ento J. 
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Tabla NQl). Los resultados obtenidos demostraron que la actividad 

enzimat1ca de este biocatalizador se ffiantiene estable 

UI/g de soporte) al cabo de una semana de almacenamiento en 

buffer fosfato de potasio pH= 6,6, perdiendo sOlo el 3,lX de su 

actividad original. Una vez finalizado este lapso de tiempo, se 

determinO la actividad de la enzima solub~e presente en el buffer 

de almacenamiento. Esto se realizO con el propOsito de comprobar 

la posible liberaci6n o desprendimiento de la enzima inmovilizada 
' 

J 

en este soporte. Los resultados obtenidos lndican que es minima 

la cantidad de enztma liberada a la porcion liquida. En efecto, 

J la actividad en el buffer de almacenam1ento alcanzO el valor de 

0,365 Ul/ml lo cual representa sOlo el 0.17% de la actividad 

l lactas1ca del total de enzima inmovilizada :214,05 UI/g de 

soporte). 

_J 
Al cons1derar la activ1dad lactasica de la 0-galactosidasa 

inmovilizdda en derivado vidrio-titanio v su estabil1dad en 

) almacenamiento. resulta favorable el empleo de este sistema en la· 

hidr6lis1s de la lactosa. 

_J 
Entre las ventajas de la in~ov1lizac10n de B-galactosidasa 

en v1dr10-litanio empleando pol1etilenim1na y 

J glutardldeh1do cabe destacar: a ) el b1ocatal1zador obten1do 

I 
presenta una mayor act1v1dad enzimat1ca en comparaciOn con la B-

qalactos1dasa inmovilizada en nylon. b) la ut1l1zaciOn de una 

] 
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metodologia de activacion sencilla y Cl la potenc1al 

reutilizaci6n del soporte. 
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