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1. INTRODUCCION.

En el presente informe se muestran los resul tadcs
obtenidos en la inmovilizacidén de B-galactosidasa en nylon vy

vidrio, correspondiente a 1la ultima etadpa del segundo ano de

contrato.

En dicha experimentaciédn se emplearon como soporte de 1la
enzima particulas de nylon de aproximadamente 1,5 mm de didmetro

y vidrio no porosc de 0,32 mm.

A lo largo de la etapa de inmovilizaclidn se utilizd la enzima
comercial (Lactozym L- 3000 HF-G) suministrada por Novo

Industry, Dinamarca.

Al emplear Nylon se obtuvieron 26 U/ gr de sé6lido, 1lo cual
corresponde al promedio de actividad normalmente obtenida en
anteriores experiencias empleando el mismo saoporte v metodologia
de inmovilizacidn. En el caso del vidrio, activado empleando
metales de transicidn (Titanio), v mrléculas =2spaciadoras v
reactivos bifuncionales de diferente naturaleza. se obtuvieron
res:itltados prometedores ya que se alcanza hasta 250 U/ gr de

actividad en la preparacidon enzimatica inmovilizada.

En la actualidad se estan realizando experimentos dirigidos a

la determinacion de las condiciones Optim~as entre la




concentracion de enzima . 2] pes0 de soporte necesario en

Gdltima reaccion de inmoviiizacidn amencionada.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES.
- Acido sulfurico 97% de pureza, d= 1,84 g/@al (Riedel de
Haen).
~ Tetracloruro de titanio 99,0% de pureza (Merck:).
— Acido clorhidrico 37.0% de pureza, d= 1,1? a/ml (Riedel
de Haen).
- Acido S-Aminosalicilico, 98,0% de pureza (SISMA).
-~ Nitrito de sodio (SIGMA).
- Blutaraldehido Grado II al 25,0% en sclucidn acuosa
(SIGMA) .
- Folietilenimina al S0,0% an solucidn acucsa (SIGMA).
- B-Galactosidasa (Lactozym 300C L HF-G) suministrado por
Novo Industry A/S, Copenhagen., Dinamarca.
- Glucosa oxidasa-peroxidasa (FGQ), suministrado por
SIGMA.
- o—-i)ianosidina (SIGMA).
- Yidrio, cidmetro de particuia d= 0,32 mm.
- Nylon brillante, suministrado por Hilados Flexilon LC.A.
2.2 SOLUCIONES EMPLEADAS.

- Solucidn de giutaraldehido al 18,%%. V/V.
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Solucidn de glutaraldehido al 5,07 V/V.

Soluciones de polietilenimina al 0,23 0,3 v 1,0% F/V.
Solucion de Polietilenimina al 10%Z V/V.

Buffer para determinacidn de la actividad c¢= la enzima
B-Galactosidasa: fosfato de potasioc 0,1 M pH= 6,6
conteniendo 1,0 mM de Magnesio y 0,1 aM de manganeso.
EBuffer utilizado en el lavade v a_macenamiento de los
biocatalizadores vy en la dilucion de la preparacion
enzimatica: fosfato de Fotasio 0,1 M pH= &.5 con 0,1 mM
de Manganeso.

Reactivo para lo determinacion de gluccsa empleando
~lucosa oxidasa—-peroxidasa.

Euffer acetato de sodio 0,02 M pH=-4,5.
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. INMOVILIZACION POR ACOPLAMIENTO COVALENTE EN NYLON

2.2.1 PREPARACION DEL SOPORTE

lLa activacion del nvlion se realizd de

conformidad con la metodologis descrita en los informes de avance

NO1 y N22 (31989).
2.2 INMOVILIZACION DE B-GALACTOSIDASA POR

ACOPLAMIENTO COVALENTE EN VIDRIO DIAZOTIZADO.

Con la finalidad de estudiar la inmovilizacidn gz 3-
galactosidass en vidrioc s=2 utilizé upa modificacion de  ia
metodologia descrita por Reveli-Choon (1973) en ia inmovilicacion

de glucoamilasa sobre particuias Jde vidrio.

2.%.1 PREPARACION DEL SOPORTE.

Z2.%2.1.1 TRATAMIENTO CON ACIDO SULFURICO.

Se colocan en un vaso de precipitado
80,0 - 100,90 g de vidrio, se le adiciona una solucidn de 4&cido
sul farico (1:20) y se mantiene en reposo por un periodn de 48
horas. Seguidamente, se lava el soporte con  abundante agua
destilada v se seca en la =stufa a una temperatura de 80O <QC

-

durante un lapso de ¥4 horas,
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2.3.1.2 FORMACION DEL DERIVADO VIDRIO-
TITANIO.
En un balén de reflujo se coloca el

pesc de vidrio tratado segun la seccidn 2.3.1.1 y se le arnaden

150 ml de una solucidn de tetracloruro de titanio al 13% en acido

claorhidrico al 194 F/V vy se somete a reflujo por un periodo de 4

horas. Sequidamente el vidrio se lave con agua destilada vy se

seca en la estufa a 45 2C durante un periodo de 12 horas.

2.%3.1.% TRATAMIENTO CON ACIDO S-AMINO

SALICILICO.

En en un baldn de reftluio e coloca el

vidrio tratado segun 1a seccién 2.3.1.3% vy

se le adicionan 200

=1 de una solucidn de Acido S—aminosaliciiico al 2,3%

en &acido

clorhidrico 2 N. Fosteriormente, se somete A reflujo durante

wun
periodo de 2 horas. Finalizado este lapso de tiempo el sopo-te
tratado =2 lava con buffer acetato de sodio 0,02 M pH= 4,5,
2.3.1.4 DIAZOTIZACION DEL SOPORTE.
£l vidrio tratado en 1la seccion

-

2.%.1.7 =g diazotiza durante un periodo de %0 minutos empleando

250 ml de una solucidén de nitrito de sodio 1,0 N 2n  Acaido

b




clorhidrico 6 N (1:2), a u:a temperatura de 2 2C. Fosteriorments

se lava el soporte con buffer acetato de sodioc 0,02 M pH= 4,5

e

2.4 INMOVILIZACION DE B—GALACTOSIDASA EN DERIVADO

VIDRIO-TITANIO USANDO GLUTARALDEHIDO.

Con el proposito de evaluar el efecto de la
incorporacién de una molécula bifuncional como el glutaraldehido
en la activacién'del sopofte, se realizd la activacidén del wvidrio
segdn la metodologia descrita en la seccidon 2.7.1.2 Y
seguidamente se adiciond a 1,0 g de soporte 40,0 ml de una
zolucion de Glutaraldehido al 18,54 VW/VY. La reaccion con el
glutaraldehido se levd a cabo a 20y 20 9C rescectivamente

durante un periodo de 30 minutos. Finalizado este lapso de tiempo

se lavd el soporte con 50 ml de agua destilada.

Igualmente, 1,0 g de vidrio tratado segun la metcdnlogie
descrita en la seccion 2.3.1.2 se activo con glutaraldehido v
polietilenimina siguiendo el mismo procedimiento para 1a

activacion del nylon descrito en informes previos.
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2.5 INMOVILIZACION DE B-GALACTOSIDASA EN VIDRIO ULSANDO

POLIETILENIMINA Y GLUTARALDEHIDO.

Como paso previo a la utilizaciédn del vidrio en las
experiencias de inmovilizacion, se realiza el lavado cel soporte
con una soluicién de aAcido sulfuarico, de conformidad con  la
seccidn 2.%.1.1. Una vez saco el soporte, s2 toman por
duplicado, porciones de 1,0 g a las cuales se le adiciona 40,0 ml
de polietilenimina al 0,2; 0,3 vy 1,074 F/V segun lz metodolcgia
descrita por D'Souza y col. (1986). Fostericrmante, a cada 0es0
de soporte tratado se le adicionan 40,C ml gde uns =oiucidn de
glutar=ldehido al 5,0% F/Y y se incuba a temperartura ambiente

durante por un periodo de Z0 minutos. Finalmente, 32 szcarta 1la

a

fraccidn liguida, y el sélido se lava tres (2) vecss oon S, ml

de agua destilada.

2.4 INMOVILIZACION DE B-GALACTOSIDASA EN DERIVADO
VIDRIO-TITANIO EMPLEANDO POLIETILENIMINA Y

GLUTARALDEHIDO.

£l arocedimiento de inmoviliracidn efacthado #n la
seccion 2.9 se realize empleando como scportz el derivado
vidrio—titanio obtenido seaqun el procedimients descrifo &N la

seccion 2.5.1.48.

]




2.7 PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LA ENZIMA LIQUIDA.

En la realizacion de los experimentos se utilizo la
enzima comercial Lactozym 3000 L. HF-G en una concentracién final
de 3,2 mg de proteinasml (método de Lowry) equivalente a 322,

Unidades/ml (determinados por el método de glucosa oxidasa-

peroxidasa empleando lactosa como sustrato, seccion 2.9).

2.8 INMOVILIZACION DE LA ENZIMA COMERCIAL.

En el desarrollo de los experimentos, la reaccion
de inmovilizacién se llevd a cabo adicionando a wn  gramo de
J soporte 10 @l de la enzima Lactozym (Ver seccidn 2.7 ) vy se

mantuvo en reposo A 4 2C durante un lapso de 18 horas.

i 2.9 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LACTASICA DE LA

ENZIMA.

La actividad de la enzima en solucion se determind
por el método de glucosa oxidasa-peroxidasa empleando lactosa

como sustrato.

Frocedimiento: Se adiciona a un tubo de ensayo 2.9

ml de una solucidn de lactosa al 2% F/V y se incuba a 40 2C por
un pericdo de I minutos. Sequidamente se aRade ©,1 ml del
1 extracto enzimatico apropiadamente diluido y se incuba a 40  QC

1 por un lapso de 4 minutos. Finalizado este tiempo, se detiene 1a
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reaccion adicionando O,1 ml de una solucidédn de Lidrédxido de sodio
6 N. El contenido de glucosa liberado por la accion de la enzima
se determina sequn la metodologia descrita en la secc1i6on

2.2.9.1. Se define una unidad de enzima como la cantidad de 8-

galactosidasa que libera 1umol de glucosa/ ml. minuto.

2.10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LACTASICA DE LOS

BIOCATALIZADORES.

La determinacidén de la actividad de la enzima
inmovilizada se realizd cuantificando la glucosa generada a
partir de una solucién de lactosa empleando el método de glucosa
oxidasa-perociidasa. Fara ello, se adiciona a un pesc de
biocatalizador. 10,0 ml de una solucidn de lactosa al ZJI% (o/v) v
se 1incuba a 40 9C por un periodo de 4 minutos. Sequidamsnts, se
detiene la reaccién adicionando 0,33 mi de una so}ucién de
hidréxido de sodio & N. Posteriormente, se toma una alicuots  de
la fracecién liquida y se determina el conteni:do de glucosa cor el
método de glucosa descrito en la seccidn 2.11. La fraccion sdlida
que contiene al biocatalizador, se lava con abundante agua
destilada +v se 3eca en la estufa a 80 9C por un & periodn de 2
horas y se determina su peso. Se define wna unidad como la

cantidad de enzima que genera 1,0 micromol de qglucosa/min.

10
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2.11 DETERMINACION DE GLUCOSA POR EL METODO DE

BLUCOSA OXIDASA-PEROXIDASA.

El método enzimatico de glucosa oxidasa—-peroxidasa
involucra la formacion de Acido qlucénico y perdxido de hidrogeno
a partir de la glucosa por la accion de la enziha aglucosa
oxidasa. El peroéxido Vde hidrégeno generado oxida a la orto-
dianocidina formando un complejo coloreado que absorbe a 425 nm.

Frocedimiento: GSe adiciona a un tubo de ensayo 3%, ml de
reactivo "A" vy se incuba a 37 2C por un periodo de 3 minutos.

Fosteriormente se arade 0,3 ml de la muestra y se incuba a 37

L}

C
por un lapso de 30 minutos. Finalmente se lee la densidad Optica

(D.0O.) a 425 nm.

REACTIVD A: Se adiciona el contenido de una capsula de FG0

Y 1,6 ml de solucion de ortodianosidina a 100 ml de agua

destilada.

11
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X. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 INMOVILIZACION DE B-GALACTUSIDASA POR ACOPLAMIENTO

COVALENTE EN VIDRIO DIAZOTIZADO.

En la tabla N2 1 y Figura N2Q 1 se muestran los resultados
obtenidcs en la inmovilizaciéon de B-galactosidasa en vidrio
diazotizado {seccidn 2.3). Se observa un bajo rendimiento en los
valores de actividad de la f-galactosidasa inmovilizada. En
efecto., scse obtuvo un valor promedio de 1,45 Unidades de enzima
inmovilizada por gramc de soporte.

For otra parte, la actividad promedio de 1a B—
galactosidass inmovilizada en Nylon alcanzd un  valor de 256.9
Ul/gramo de soporte, el cual resulta superior al valor de
actividad obtenido en el caso de 1la inmovilizacion de @8-

galactosidasa en vidrio diazotizado.

_os resultados obtenidos al empla@ar Nylomn como soporte
indican 1la& necesidad de realizar experimentos adicionales que
involucren el estudio de una mejor técnica de activacidn de la

superficie d21 mismo.

A pesar del bajo rendimiento obtenido al inmovilizar (-
galactosidasa en vidrio diazotizado se estudio la inmnvilizacion

de esta enzimx empleando modificaciones en la metodologia de

12
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TABLA NQ1. ACTIVIDAD LACTASICA DE LOS BIOCATALIZADORES.

TIFO DE SOFORTE TRATAMIENTO Ul/gramo de. soporte
(valor promedio)
NYLON ) A ) 26.90
) VIDRIO E - 1,45 o
[ o 17.33
B D B O, t:);
""""""""" e e20
""""""""""" £ ea
""""""""""" s 7.0
"""""""""""""" W soos
T Tee
""""""""""" e
TRATAMIENTO

NYLON (metodologia descrita en el informe de avance N21)
Vidrio diazotizado (metodologia descrita en la seccion 2.2.2)
Derivado vidrio-titanio tratadc con Glutaraldehido al 18,5 %L a
temperatura ambiente (seccidén 2.2.3).

Derivado vidrio-titanio tratado con Glutaraldehido al 18,57 a
908 C (seccidn 2.2.3).

Derivado vidrio—-titanio tratado segun 21 proceso de actaivacidn
aplicado al nylon de conformidad con Informe de Avance N21.
Vidrio £ tratado con FPEI al 0,2 % . Glutaraldehido al S5%Z a
temperatura ambiente (seccién 2.2.4).

Vidrio tratado con PEI al 1%, Glutaraldehido al 5% a
temperatura ambiente (seccién 2.2.4)

Derivado vidrio—-titanio tratado con 0,24 de FEI. 5% de
Glutaraldehido a temperatura ambiente (secciian 2.2.95)

Derivado vidrio—-titanio tratado con PEI a1l 0,5 %, 5% de
Glutaraldehido a temperatura ambiente.

Derivado vidrio-titanio tratado con FEI al 1%, S% de

Glutaraldehido a temperatura ambiente.
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activacion. Entre las modificaciones realizadas 2n la activacion
del soporte se encuentra la utilizacion da un reactivo
bifuncional como 1 glutaraldehido y de una molécula espacidora

como la Polietilenimina (PEI).

3.2 INMOVILIZACION DE B-GALACTOSIDASA EN DERIVADO VIDRIO-

TITANIG USANDO GLUTARALDEHIDO

En la Tabla N2 1 se muestran los resultados obtenidos en
la inmovilizacién de B—qgalactosidasa en derivado vidrio-titanio
utilizando glutaraldehido. Al emplear Glutaraldehido a una
concentraciéon de 18.5 7 (v/v) a temperatura ambiente para la
activacidn del soporte, se obtuvo un valor prowmedic de 17.32% Ul
de enzima 1inmovilizada por gramo de soporte. Este valor es
superior al obtenido sobrg vidrio diazotizado ( 1,45 Ul/ gramo de
soporte).

Iqualmente, la actividad lactasica del derivado vidric—titanio
tratado con glutaraldehido disminuyd desde 17,27 Ul/g de soporte
hasta 0,07 Ul/g de soporte (tratamiento D, Tabla NE1}, al
incrementar la temperatura de reaccidn con glutaraldehido desde
250C (temperatura ambiente) hasta 90 2C. Ello indica que el
tratamiento de este tipo de soporte con la solucidn concentrada
de qglutaraldehido a temperatura ambiente resulta favorable en
términos de la actividad enzimatica del biocatalizador

obtenido.

16




Los resultados obtenidos en el caso de la utilizacidn del
derivado vidrio—-titanio tratado coen glutaraldehido concuerdan
con las observaciones realizadas por Revel-Chion'(1975) Y por
Cardozo y col., (1978). Estos investiacadores senalan que la
solucitdn de cloruro de titanio genera uni pelicula de didxido de
titanio en la superficie del vidrio y destacan que numerosos
compuestos como el cloruro ferroso (FeCl2)}, el acido 3,5-
dinitrosalicilico y el glutaraldehidoc pueden emplearse como

reactivos de acoplamiento en este tipo de scporte.

Por otra parte, la actividad lactasica del derivado
vidrio-titanio activado segtn el tratamiento que se utiliza en el
caso del nylon (Tratamiento E, Tabla MN21) alcanzd =21 valor de
6,20 Ul/q de soporte. Este resultado indica que la utilizacion de
polietilenimina no incrementa la actividad del biocatalizador
erzimatico, en el caso del soporte oreviamente tratado con

glutaraldehido.

2.3 INMOVILIZACION DE B-GALACTOSIDASA EN VIDRIO Y DERIVADO

VIDRIO-TITANIO EMPLEANDO POLIETILENIMINA Y GLUTARALDEHIDO.

Los resultados obtenidos para la inmovilizacion de (-
galactosidasa en vidrio (tratamientocs F y () y en derivado
vidrio-titanio (tratamientos H, I y J) al emplear polietilenimina

vy glutaraldehido como reactivos de acoplamiento se muestran en la

17
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Tabla N21. En esta tabla se muestra una actividad lactasica 9,71

y de 7,30 Ul/g para los tratamientos F y G respectivamente. For
otra parte, al emplear el derivado vidrio—-titanio se alcanzd un
valor maximo de 221,79 Ul/g de soporte al utilizar 1,04 de PEI en

el proceso de activacidn.

Al comparar la actividad enzimatica de los
biocatalizadores obtenidos al emplear vidrio vy el derivado
vidrio-titanio cCOomo soporte en la inmovilizacion de B-
galactosidasa destaca un incremento considerable (256 veces) en la
hidrélisis de lactosa en el caso de las esferas de vidrio

cubiertas con la pelicula de didxido de titanio.

Al considerar la alta actividad obtenida (221,79 Ul/g de
soporte) en la utilizaciéon del derivado vidrio—-titanio tratado
con polietilenimina vy glutaraldehido., se hace necesaria la
realizaciﬁn de ensayos que involucren el empleo de
concentraciones mayores al 1,042 de polietilznimina con la
finalidad obtener valores superiores de actividad v estabilidad

operacional con este tipo de soporte.

For otra parte, se realizaron ensavos preliminares en
relacién con la estabilidad en almacenamiento a 4 wC del
biocatalizador obtenido al emplear el derivado vidrio-titanio

tratado con pelietilenimina y glutaraldehido (tratamiento J,




Tabla N21). Los resultados obtenidos demostraron que la actividad

enzimatica de éste biocatalizador sé mantiene estable (214,05
UIl/a de soporte) al cabo de una semana de almacenamiento en
buffer fosfato de potasio pH= 6,6, perdienda s6lo el 3,17 de su
actividad original. Una vez finalizado este lapso de tiempno., se
determind la actividad de la enzima solubie presente en el buffer
de almacenamientio. Esto se realizd con el propésito de comprobar
la posible liberacidn o desprendimiento de la enzima inmovilizada
en este soporte. Los resultados obtenidos :indican que es minima
la santidad de enzima liberada a !a porcion liguida. En efecto,
la actividad en el buffer de almacenamiento alcahzé el valor da
0,363 Ul/al 1o cual representa sélo el 0,174 de la actividaa
lactasica del total de enzima 1imnmovilizada $214,03 Ul/q de

soporte).

Al considerar la actividad lactasica de la B-galactosidasa
inmovilizada en derivado vidrio—-titanio v su estabilidad en
almacenamiento, resulta favorable el empleo de este sistema en la

hidrélisis de la lactosa.

Entre las ventajas de la inmovilizaci16n de 8—galactosidasa
en derivado vidrio—iitanio empleando polietilenimina Yy
glutaraldehido cabe destacar: a) el bhiocatalizador obtenido
presenta una mayor actividad enzimdtica en comparacién con la B-

galactosidasa inmovilizada en nvion, b) 1a utilizacidén de una
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metodologia de activacion sencilla v ce la potencial

reutilizacién del soporte.
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