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PRESENT AC: ION 

El sexto informe de avance, segundo C•:trrespondiente al segundc
a~o de ejecuci6n del proyecto, contiene los resultados de las 
siguientes actividades , de acuerdo al calendario contenido en el 
documento de T~r•i nos de Ref Pren•: i a : 

B: EvaluaciJn preliminar de 
soporte. tue reportada en el 

catalizadores, empleando 
Informe de Avance No 5. 

nylon cc•mo 

C: Evaluaci6n de la hidrofobicidad de lactasa de K.fragilis. Fue 
rep•:.rtada en el In for me de Avance N•:• 

D: Optimiza~i6n del protncolo de inmovilizati6n de lactasa 
cc•mer•:ial en quitina. tue reportarla en el Informe de Avance Ne• 5. 
Se repc•Yta en este info::•rme lo:·~ Y.esultadc•s obtenidos en la 
inmovilizaci6n de lactasa comerciaJ en quitina paYcialme~tP 

deacetilada (quitosano). 

E: Se pntreg.a los Yesultad•:•s c•btPnid•:•s en la inm•:•vilizci;_.:i·~·n de 
lact.~sa comercial en nylon empleando pYotocolos nylon-
glutaYaldehido-enzim~ y nylon-glutaraldehido-polietilenimina
glutaYaldehido-enzima. S~ entrega informaci6n relativa a tiempOS 
y temperaturas de activaci6n del nylon por hidr6lisis Acida y 
resultadc•s respectc• a tiempo::• y pH di.? •:c•ntactaci·~·n entre la enzima 
y el soporte activado, Los result ados obtenidos son 
inscitisfa.:toric•s ~n tPnninos de rPndimiento de inmoviliza•:i·~·n y 
<"\Ctividad especifi•:a y est/m muy p•:•r drha_jt:• de los obtenilk•s en 
'llli.tin<'l y sus dPYivad•:•s. N•:• h,"'\ rps11l1:adr:· po::•sible C•:•nsP.guir un 
nivel C'l•:eptable de a 0:t.ivil 1:i·~·n r•:•r liidr6lisis, ·:·bteniencJ.::··se 
niveJP~ de grupos amino libres p.:•r-_ dPhilj•:• de lc•s Ye•:omendables; 
empl~ando o::ondiciones de activ~ci~n mAs drAsticas se produce una 
no::•table s 0:1 lubiliZc3l'."i•~•n del ~·=·r·:·rf:e lr:· qup n•:• permite eebtener un 
cate1li::aclo::•Y adeo:uc=1dr:0 • Ello ha(~e ao:•:•nsPjable descc•ntinuar Pl 
trab:.j•:• en este tip•:• de ~-=·p•:•rtPs; no:• •:•hstante se •:ono:luirA este 
tre1b~J-=• vc=1ri.;1nd•:• razr:•nes EIS p~r11 ~1 ·~a~ .. :· del rlerivi\d•:• nyl•:•n
gl ut c"r a 1 clP.h i d•:•-po:·l i et i 1 Pn i mi na-gJ ut .;1r ri J rlPhi d·:·-en:: i ma y est udi ilnd•:• 
la etc<pri de derivati.:a•:i·'.·n clr>l nyl•:·n ii• 1.ivc3d•:• r:•:•n glutaraldehido 
a pH A•.ick• (4) en lugar del ·,:,"'li:•t ali:alin•:• r:·:n L1o::tu;,lmPnte 
empl ~r-.d•:•. 

. 
f": F·r·:•rlu•:•:i·~·n de Ltn e~'.t:rA•:t;.-. &?ri::irn/11 i·:··-· • r11d·:•, t•:•mando:.• •:i:•m·~· b.:ise 
la m<=>t 1: 1d•:•Jo::•giC1 dec;o:\rr·:·ll;:ul<"' p11 r·t~··.i·~·~·. Se entrega resultacf.:•s 
•:·btP.nirk•c: en la permPah11i::-a·:U·n • f'lttlilr •:.-.n alo:•:•ho:•l isr:•amilio:i:• y 
reo:11p~r;i•i·~·n de la };..-t;•""-a p•:·r rli f11~;j.'.ri. SP estudi6 £>1 eff".-t·~·· tfp 
1 a r ,;\;" •'•n al ·=·:•IK·I i SO:•amj Ii·=·=··.- l'·l 111 c""; y las 0:: i nf"t i 0:: AS dP 
perml?<"!hili7aci6n y di fusi•'.•n. (,:•m•• ml-to:•do alt.ernt"\tiv•:• dP 
reo:-u~Pra•:i.'0 n cle lactasa SP estL1c1i.'. IA ruptura me•:ilnica eri Ltn 

mr:•linillo::• o::o::•n perle1s de vidrio:•, e•r1t.rf.>g~ndr•se los re~ultado:o~ 
c•bt:Fnicf.:•s y hao::ienr:fo:• un ;'tfl~]i•.i~ ... mpare1tivi:• entre lr-1~· ck•s 
altt?rnf\tivf\s estudiada~. L~s •:.:1r~·-tPristio:C'ls del e~d:r.:1cto:• 

i:ihtPniclo:• hai::en indi~ppn<;o:\hlr ~u p11ri fi· ,,, i.'.n C\ntes de so:-•mPt.f~rlo ii 

inm•:•vili;;-ar:i·'.•n. Se prpspnf;f\ Pr1 r·~·•i:- irifi:•rme resultadr:•s O:•btenic:k•s 
en l.=1 puri fil'."ao:i~·n del e·drao:t..:. ·~rt•rf.:• r11;;-im#ltii::i:o hast.::\ V<'llt:•rP~ de 



actividad especifica superiores a las 100 ui/mg proteina, que 
hagan razonabl e i ntentar su inmovi 1 i zac i ·~n. N·~ habi endo si do 
posible reproducir la melodoloaia de purificaci6n propuesta por 
el grupo de trabajo en t1~xico, se explor6 una metodologia 
alternativa, empleando precipitaci6n fraccional con etanol y 
sulfato de amonio. Los resultados muestran que es posible 
producir un preparado parcialmente purificado con actividad 
especifica superior a las 100 ui/mg proteina, ~on el cual se ha 
iniciado el estudio de inmovilizaci6n en quitina (actividad H>. 

G: Dada la baja actividad especifica del crudo, que oscila entre 
7 y 10 ui/mg proteina,no resulta justificabl~ intentar su 
inmovilizaci6n,· sin someterlo a un proceso previo de 
purificaci6n. En efecto, la capacidad de inmovi:izaci6n de 
proteina de quitina es del orden de 5.a 10 mg/g (ver figura 12 
del quint.:• inform:? de avance), lo q11e unido a las p~rdidas de_ 
expresi6n de actividad de la proteina inmovilizada, hace 
virtualmente imposible satisfacer los requerimientos de actividad 
especifica del catalizador, estimados del orden de 300 ui/g de 
soporte. De los datos entregados, no resultaria factible obten~r 
ni siquiera 100 ui/g de soporte. Esta actividad ha sido en 
consecuencia eliminada y reemplazada por el estudio de la 
inmovilizaci6n en el preparado parcialmente purificado. El nivel 
de purificaci6n se ha establecido de manera de poder 
razonablemente esperar los niveles de 300 ui/g. El factor minimo 
de pureza requerido ha sido estimado en 10, con valores de 
actividad especifica en torno a 150 ui/mg proteina. 

H: L~ transferencia ~e la inform~ci6n obtenida en la optimizaci6n 
de la inmovilizaci6n de la lactasA 'Omercial en quitina Cpunto OJ 
a la enzima parcialmente purificada dentro del marco del proyecto 
se encuentra en progreso (la actividad estA progra~ada para 
finalizar en el tercer a~ol. Existr un cierto ~etraso ocasionado 
por la difjcultad de disponer oportun~mentP de enzima purif1cada. 
En el mes de Junie• 5~ re•:ibi·~· un prPpi'lrack• puri fi•:ado prc•veniente 
de M~xico que satisfacia las e~igencias de pureza. 
Desafortun~damente el preparado se rPcihi6 en malas cc~diciones 
seq(m se infoYma, le· que impidi·~· dPs;wr··ollaY en esa cu:asi6n las 
exp Pr i en•: i as de i nrr1·:·v i l i :.- a·: i ·~·n. (1:•11 ,,,-. .-. t Pr i C•r i dad, sin embar gc•, 
se iniciarc•n las pruebas de i11mr:0viliza•:i6n utilizando un 
pYepilradc• paY•:ialm'?ntP puri ficad•:•, pr•:•ch1°::ido de acueYd•:;" la 
met•:·d·:•l•:•gia desarYr::•llarfa que se seF:.d;• Pn el puntc• F. Se rep•:•rtan 
lc•s resultacfo:-•s c0 btenjr_f,-,5 ha'5ta r-1 m•:•mrnto, lt:•S que, aunque 
prc0mis 0:0ri 0:0 ~:~, dPUPn ,,..-rn °:c0nsiderar'5r? ·:·:·in·:· prPlimjnares. 

I: Se ent.YegC\ inf·:·rmao:i·~·n referPnl.P ,1 t.ma 
cin~tica preJjminar de la lacta~a comPYciaJ 
quitina y estahilidcid c•perao:-ir::•nal df'l o:ati'll izadc•Y. 

car ri...:: t er i :- a•: i ~·n 
i nm•:•vi l i z aria en 

J: El envic• de un t~·:nicc• chilen•:• a Ml'>·-.icr., paYa entYP.namiento:• en 
ev.trai:ci~·n y pur1fi 0:ilo:i·~·n de la Pn:-imr1 n·-· pudo seY Yealizad.-, etl 
no habeYse dispuestc• de lc•s rPcursr:•s c•riginalmente cc•nsiderar1os 
para IC\ actividad. En efectc•, rfP- 1"' cifra de USS :;('1(1(1 

considerada, se dedujeron US$ l~OO coYreGpondientes a los ga~tos 



de la reuni6n de coordinaci~n realizada en CEIINGEBI, Cuernavaca, 
M•xico, en 1989. Los restantes USS SOO se entregarAn en el ter~er 
pago y estarian disponibles. A pesar de que esta cifra es 
insuficiente, existe la posibilidad del viaje de la investigadora 
Andrea Ruiz e~ noviembre a CEllNGEBI, con recursos externos al 
proyecto, en cuyo caso se utilizaria el recurso de USS 500 para 
fin~nciar una F~tensi6n de su estadia que permitiera cumplir con 
esta actividad. 



RESULTADOS 

D. OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO DE INHOVILIZACION DE LACTASA 
COMERCIAL EN QUITINA. 

La actividad ha concluido satisfactoriamente y fue 
completamente reportada en el Quinto Informe de Avance. Se obtuvo 
una carga enzimAtica de 313 UI/g con un rendimiento de 
inmovili::aci6n del 36.4%, que rstA por sobre los valores 
establecidos como aceptables. 

Se entrega los resultados 
lactasa comercial en un 
deacetilado <quitosano). 

METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

c•bteni dos en 
derivndo de 

la inmov1lizaci6n de 
quitina parcialmente 

Se emple·~· quitosan•:• grado pr~·:tico::• cle SIGMA Chemi•:al C•:•. 

Sintesis del derivado guitosano-glutaraldehido 

Se prepara una soluo::i6n con el tamp6n fosfato 0.05 M pH 7 y 
glutaraldehido al 1% v/v de una soluci6n al 25% v/v. 5 ml de esta 
soluo::i6n se contactan con 250 mg de quitosano (75% de grupo amino 
libre). Se deja agitando durante 1~ horas a temperatura ambiente. 
Luego se lava en un embudo::· B11.-f·,ner hast a que no de r ea.: c i ·~·n o:: c•n 
el rea 0:tiv•:• de Le.wry (el glutaraldPhirk• di-\ rea•:•:i·~·n p•:-•sitiva c•:•n 
el reactivo de Lowry por lo tanto puedP ser utili::ado para 
cuantificar el glutaraldehido unido por diferencia). 

Inmovili::aci6n de lactasa en gu1to~~n0 

Se pesan 100 mg de quitosano y se cont~ctan diferentes unidades 
de actividad la•:t~si_~ (13, ~5 y 5(1 p1·1 y ~e ]e agr~ga 5ml de 
tamp6n dP trabajo 0.05 M, pH 7. Se deja agitandc lentamente 
durante 1~ hnra~ a tempPratura de 15nc, luego se filtra y se lava 
cc•n aguca desionizada. En el filtratk• y las aguas de lav,:;\Ck• se 
mide actividad lact~sica y con~enlra~i6n de proteina por el 
m~todc• de L•:•wry. 

f-'c."'a la inm•:•vili::aci•'•n cle la•:tac;i\ en quit.:·.5;mc.-gJutarald£>hido:•, se 
sigue el mismo proo::edimiPnto::-• antPrio:-·1·, utiliz"ndo cc•m•:• sc:opo::•rte el 
der i vatf.:• qu j t.:•5rino::··- g J ll t ,, ... "J deh id•:•. 

El ensily•:• de a<:tividad '-?ri::im,'\ticA par""l la Pn::ima s•:•lublP e 
inmovili::ac1a es el siguir>ntP. 

M~todo enzim~tico para medir activid~d de lactasa soluble 

Se preinn1ban a 40°C durante 3 minub•s, -L75 ml de lai:tc•sc. 20 ~J/l 

preparada en el tamp6n de t.rabajo. A t::c•ntinuao::i~·n se le agre9.;m 
250 Vl de },:;\Ctasa (!:250), tambi~n preparada en el tamp6n de 
trabc.jo y 5e realiza la reacci6n enzimAtii::~. 



Cada minuto s~ sacd alicuotas de 1 ml y se vi~rten en tubos que 
contienen NaOH 2N, con el cual 5£ detiene la reacci6n. Se • 
cuantifica la glucosa liberada seg~n el m~todo de glucostat (kit 
N• 510-A, Sigma Chemical Co.) 

M~todo para determinaci6n de actividad de la enzima inmovili~ada 

La medida de la actividad de la enzima inmovilizada se realiza en 
el interior de una celda de vidrio conectada a un ba~o 

termostatizado, donde se ajusta la tPmpPratura en el interior de 
la celda a 40°C. La concentraci6n de l~ctosa es de 20 o 200 g/l y 
se agregan 4.75 ml y 0.25 ml de tamp6n de trabajo para obtener un 
volumen final· de 5 ml, manteniend.:· una agitaci~·n·constante en el 
ensayo. Se toman alicuotas de 1 ml ~~rla ~ minutos hasta los 6, ya 
queen estP r~ngo de tiempo de ensay0 la liberaci6n de glucosa es 
lineal. El res to del en say•:• es tSemr j.;mt P al des•:r i to en el pun to 
ant er i •:•r • 

F.:ESLIL T ADOS 

Los resultados la inmovilizaci6n de lactasa 
comercial en quitosano se resumen en la Tabla 1. 

TABLA 1. 

ACTIVIDAD 
CONTACT. 

UI/g 

25E. 

5(>5 

1010 

2019 

INMOVILIZACION DE LACTASA COMEPCIAL EN QUITOSANO. 

ACTIVIDAD 
INMOVIL 
UI/g 

E.1 

94 

194 

197 

% INMOVIL. PPOTEINA 
ENZ IMA CONTACT. 

mg/g 

23.8 0.854 

18. e. 1. E,8 

19. :· 3.3G 

9.8 f..73 

PF.:OTEINA 
INMOVIL. 
mg/g 

0. e. 

1. 1 

o. 9E. 

0.49 

% INMOVIL. 
PF.:OTEINA 

70.3 

E.5.5 

28.5 

7.3 

L".:•5 rPsu.ltc-irJ-:·~ •:-btenid.:•s, <1unqur o:li\r.1mr"'nte inferic•res a l".:•S 
•:•btenid·-····· •:•:•n quitina, s•:•n inf.pr·rc;C'lnf P.-"• habi~nd-:.·~·P. 1:•ht.£?nicf.:• 
•:arga!"'. ,·pr·:~H),:l<", r:l L""l"· :·(1(1 L1i/c;,1, I ·:•fl yr11rlimiento~ del (•rde·n del 
20/.. t·k· •:•bstante, rl •>:·st.::• r:IP.) quil 1:•Sc"\ll•:• P5 signifi".:ativcimente 
may•:•r que Pl tie I a quit i ne1 y el ".:<1t;l) i :".'r\Cft'.•r l"esul tante e~ menos 
estable po:•r ".:uanb:• n,·, utili::a c;,1lut;w;1lr1ehicfi:• i::eim•:• agente de 
entl"e•:ru:'.e<m1ent•:•. CuAnd·:· se utili;'..'• c;,1lut..:ll"aldPhid•:• para preparar 
Pl derivad·:• quiti::•SM1·~·--glutaraldellid•:•, sr.· i::•!Jtuvo rendimient".:•S no 
r;upr?Yi•:•rP.~ .11 2 'l.,P:-.i•:.tienclc• un ,1lt.:• p·-.ri:£:~ntajP. de la a".:tiv\dr\d 
ClLIP. no::• c.p P:1;pYP.~;<1. [~;to:• fK•clri<.1 r.itr\buirse a ina•:tiva.:i·~·n 

µro:•vi: .. :ad.=. al re"•:Ci".:•nar el gr up•:• aldehidi::• libre del 
glutaralclehidc· ".:o:•n el gl"up•:• -SH clPl ~.itir:• C1".:tivo:• de la en;:ima, 



tal como se ha detectado en el caso de la enzima soluble donde se 
ha medido un tiempo de vida media enzimAtica de siete minutos.en 
presencia d~ glutaraldehido. Sin embargo, este fen6meno no se ha 
observado en el caso de q~itina, donde la p~rdida de actividad 
durante el proceso de in~ovilizaci6n estA dentro de mArgenes 
raz•;:1nables. 

Aunque a~n se encuentran en progreso experiencias de 
inmovilizaci6n de la enzima comercial con el derivado quitosano
glutaraldehido, puede anticiparse que este tipo de catalizador 
dificilmente competirA con la enzima inmovilizada en quitina
glutaraldehido, en cuyo caso no se realizarian experiencias de 
inmovilizaci6ri de la lactasa purificada ~n este tipo de deri~ado. 

E. INMOVILIZACION DE LACTASA COMERCIAL EN NYLON. 

El. nyl •:•n ha si do empl eando com•:· s•:•p•:•rte de referenc i a y est A 
siendo evaluado tanto en Chile c0m0 Venpzuela. Los resultados 
obtenidos en la inmovilizaci6n de la enzima comercial son 
insatisfactorios, como queda de manifiesto en el Ap~ndice 1 que 
contiene los resultados reportados por eJ grupo de trabajo de la 
Universidad de Concepci6n, trabajando ~c~ derivados de nylon en 
polvo, empJeando glutaraldehido como activador y polietilenimina 
como agente amplificador. 

A6n resta por investigar el efecto el efpcto de la variable EIS a 
distintoc;:, tiempos dP conta•:t.:• y l<• -'\•:tivr.1·:i·~·n co:•n glut.~.raldehid·:• 

a pH ~cido C4). Si nose obtuviera mejoras signifio:ativas en Pl 
rendimient~ y actividad especific~ de) r~talizador obtenid0, SP 

daria p•:•r •:•:•n•:luida ).3 inmc•viliZil•:i·~·ll en nyl•:•n, descart/lndc·1·~· 

C Crm•:• S •:•p C•Y i:" '?. 

F. EXTRACCION DE LACTASA DE KLUYVEROMYCES FRAGILIS. 

Se presPnta los resultad•:•s •:·btenicl•.•s Pn lr1 e:•.tracci·~·n dP l.=i•..:ti'\si\ 
de ·=~lulas de K.fragilis, ha·:iencl.:· 1111 arialisis •:•:•mpare1tiv..;• entre 
la e·,.tra•:•:iM1 p•:•r permeabiliz,:1.:i.'·11 -=·-.•n r1ic•:·h·:•l isr1 amilic•::• y 
di f LIS i ·'.·n y ·1 a e:,; tr '1•:.: i 6n pr•r di sr up•. i •'•ri mP-•: /In i ca en un m•:•l i Jn i l l •:• 
de ho:·las. La permer1bili:".a•::io'•n .-.-.11 r\l•:•:•h·.J ··isc•amilic·:• se utili;:-a 
como proo:edimiento de r~ferencia 1 estA hasado en Pl trabajo 
desc'\rr·:·llr'\rl•:• pi:•r J.:•s investi9cirl·-·l'PS mp·d·:anc•s, si bien se hiln 
mo:•di fj,-.:Hi.:• .;\}!;Jllll.?I~ •:(•ncfjr;i(•llr'S ,-(•ll Pl rn••p.'•c;itO:• de disminuil' el 
• .. ".:•11c;11m•.• dP ,oil •::•:•hc•l i s·-·ami l i ·=•·. 

METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

Produco::i6n de la en:ima 

' Celulas de KlL1yverc•mycP.s fragilis •:•htenida~ en cL1ltiv•:• por lc:te~. 
sc•n o::•:•sed1C\das en fe1~;p de o::.rP.•:imientn p·1.p•:•nP.11cial, centrifug~das 

y l avadr1c;, seg•~in el prc•cerh mi £>nt.:• prpvi .~mf~nte rep.-.rti'\do. 



• 

Determinaci6n de actividad de lactasa 

Se mide sobre 2.27 mM de ONPG a 40°C y pH 6.6 con t~~p6n fosfato 
0.1 M fMg• 2 1 mM, Mn-, 0.1 mM). 

Deter~inaci6n de actividad de lactasa en c~lulas 

Previo a la reacci6n con ONPG las c~lulas son permeabilizadas con 
alcohol isoamilico, seg~n el procedimiento descrito mAs adelante. 

Determinaci6n de proteinas 

Se miden a trav~~ del m~todo propuesto nor Lowry~ col. 

Fermeabilizaci6n c~lular 

Se contactan las c~lula5 con al1oh0l isoamiljco en presencia de 
tamp·~·n ft:·sfat•:• (l.1 M, pH F,.f,, 0.1 mM MnClz, 0.5 mM MgSD .. y lmM 
de ditioeritritol. L~ mezcla SP ~gita a 2(1(1 rpm a temperatura 
ambiente. 

Extracci6n de lactasa por molienda 

Se efe·:t•)a en un mc0 li11·-· fliospe•: rr-frigerado .:argac~o cc•n oer-las de 
vidr-io de 0.5 mm. Se estudian distintas concercraciones 
celulare~. A tr-av~s del tiempo se mide la actividad y proteinas 
en el sobren~dantP. 

Ev.tra•:•:i•'.·n de la•:tas."' p•:·r Q.!~_!!!gabili;:ao:i•'.•n :Las o:t!>lulils 
permeabili;:adas se s•:•meten al pro: .. :Pclimient.:• des•:rito en la fig.1. 

CELULAS PEPMEABIL!7ADAS 
rsuspen~i~n en fa~P A(uosa) 

CENl F· I F!•3A( JON l lre•u•penwiOn pelletl 

CENTF· I FLIGAC TOM 
I rrp~~u~'pensio'.on pellet) 

l\l.Mf,(FNAM t FNT(l 7 °1 
'rli f11si o:•n 1•"'•'.1.;;r:.;i i ,)f;y ,,,-,··l 111 .=.r ., 

l 
.- F:NTP I Fu1;nc J m,1 

I <s 0:.t1nmadante 1 

(f."'11tn 
Figur.::1 1 r·rc .. :eclimiF>rit:·:· dr ~·,.tr,1t'.•:i.'1n rfe lA•:ta~f\ p·:·r 
permef\bili=ari6n. 
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RESULTADOS 

Permeabi 1 i z ac i l•n 

En la Tabla 2 se aprecia el efecto de la ~oncentraci6n de alcohol 
isoamilico <AI) y el tiempo de contacto en la ~ermeabilizaci6n 
celular at actuar sobre 0.5 g/l de levaduras. 

Para concentraciones menores al 0.02% v/v no s~ obtuvo 
permeabilizaci·~·n. Cc•n concentrc.ciones de AI de 0.04, 0.12 y 0.1E.X 
v/v result6 la misma permeabilizaci~n que con 0.02 y 0.08 % v/v. 

Se estudi6 I~ permeabilizaci6n µ~ra concentraci~nes de c~lulas 
mayores <hasta 200 g/lJ obteni~ndo!e la misma actividad 
espe•:ifica que se aprecia en 1·:•5 rr•;ultados de la tabla 2. 

TABLA 2 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ALCOHOL ISOAMILICO Y 
TIEMPO DE AGITACION E!J LA F·EPMEABIL:LZACION 

Actividad Especifi~~ (ui/g de c~lulasJ*l0-3 

Ti emp•:• (min-, 

(I 

.,,. 

..J 

1 (I 
1 

.,. 

.J 

:::o 
3') 

,'\ l('l. V/V) 
Al(ml/mg c~lulas) 

o. n:? 
0. 0·1 

::· . 1 
1 . ·:1 
1 -:-, . 
·-:· 1 .. . 
1 . A 
1 . -:-1 

o. 08 
n. tf. 

1 . ·3 

1 . ·;:, 
·-:· 1 .. _ . 
. -. 1 .0: . 
·'"") 0 ,·_ . 
~? . (I 

0.2 
(I. 4 

~. 9 .£... • .-. 7 ..:.:. . 
2. 8 
2 . 8 

.-. 9 ..:.:.. . 

0.24 
0.48 

.-. 8 .:: .. 

2. ·3 

·-:· 8 ..:.. . 

En la figuYa ~ se muestYa la cin~ti(a de difusi6n de l~ enzima ~ 

7°C h<'l•:i<~ el sP.n•:• del liquid.:·· para lP.varlura5 permeabilizadas •:·~·n 

razones ~I/c~lulas igu~)Ps ~ 0.04 ml/mg y 0.4 m1/mg. 

Estabilidad del Crudo 

En la f i i;ll'Y"' 3 c;e ary eo: j a I"' est at.1 i J i rf<lrf dP l •:•s 
p(•Y pPYtn''<··hili:·;~.:·i·'•n paY.::i YA:'.·~·nr-.r; /dlr:f->Jul;~5 

.;1lma•:f'nMk·s il tr:>mpeYaluras cfp --10 y 7t:1(. 

crudt:•S r:-•btpnj r1·-·~· 
de 1). 1_•5 y (I. 5 

En la figuya 4 se mue:-stra el r>f1;.>ctr:• rh~! cliti•:•eritritr:•l s•:•bYe la 
estabilidad de) crudo enzim~tic0. 

En las figura~ 5, f,, 7 y 8 sr prr-r.:entan las cinP.ticas cJp 
e:1.tracr:i·'.·n de c?•:tividad y protcinar; p.:•r m•'.•lienda cc•n 200 ml de 
perlas de vi~rio y concentrAcionPs cP1ul~res de 20, 30, 40 y ~O 
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en molienda con per las de vidrio para una ra-

z6n celulas/perlas de vidrio de 45.3 mg/g y 
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g/l respectivamente, en una c6mara de 350 ml. Para i.oliendas 
efectuadas con 150 ml de abrasivos se obtuvieron cin~ti~as 
similares a las presentadas en las figuras 5 a e, resultando el 
m6ximo de extraccil•n despu~s de 5 minutos de disrupci6n. 

En la figura 9 se 
c~lulas sobre la 
abras. vo. 

muestra el efecto 
actividad extraida 

de la concentraci6n de 
para 150 y 200 ml de 

En 1~ figura 10 se aprecia el efecto de 
c~l ul as en di srupc i ·~·n por m.:•li enda con 200 ml 
de 0.5 .-. Se pbserva una relacil•n lineal C"-•n 
proteinas extraidas, lo cual no se presenta 
lactasa liberada. 

la concentraci6n de 
de perlas de vidrio 
la ~oncentraci6n de 
con la actividad de 

En la figura 11 se presenta una comparaci6n del crudo obtenido 
por permeabilizaci6n con solvente y por disrupci6n celular. 

Estudios de extracciAn de lactasa por molienda que se encuentran 
en ejecuci6n permiten predecir que es posible obtener 
rendimientos del 90%, ~on una estabjJid~d del crudo del 100% en 
18 dias a 7°C sin adici6n de preservantes. 

CONCLUSIONES 

- La permeabilizaci6n 
extremadamente rApidr1, 
minutos de agitaci6n. 

de Kluyveromyces fraqilis con Al es 
manteni~nrlose la actividad hasta 10s 30 

- La a 1:tividad espe0:ifica iui/g ct.>l11las:1 mA~dma, se C•btiene a 
partir de 0.4 m! AI/mg de c~Julas manteni~ndose dicho valor a 
mayores razones Al/c~lulas. 

- Oism1nuyendo los costos de Al en 10 veces, es decir una 
permeabiliza•:U•n con 0.04 mJ de Al/mg clP. celulas se lc•gra un 72% 
de la actividad cc•nsiderada Cc•mc• Pi 100% de permeabiliza·:il•n. 

- En Kluyveromyces fraqilis permenhilizacJ,"'s con razones de 0.(14 y 
0.4 ml de Al/mg de .:i-Hulas, la J;1-:t.r1~il intret·~elular difuncJP •:asi 
en un 100% despu~s dP 12 y 3 horas respectivamente de mantener 
las c~lulas lavadas a 5°C. 

- El crudo obtenido por pP.rme~hilizAri6n para una ra76n de 
A:/o::P.Ju)as jgur.\) a 0.05 ml/mg e~ tr1!1~: r-c;l..-•fiJp q11e p) ,-,htPnirk· ·=o:or1 

o:: o::•ncentr ao:: i r:•nes m<"yr::•r es de al co:·h··· J • El r.1 it i C•er it r i t•:•l e~t: ab i l i z a 
la actividad en~im~tica del crud0. 

- El vc•-lumeri cie ahrc'lsi v.;:r en la ,. ~m;1ra de mc•l ienda a fer: ta la 
e·1.trar::ci·~·n de activirf=1d y pr.-:1 t.rin;1r., ~.jpnrk• ~sta mayc•r cuand•:• las 
perlas de vidrio ocupan 200 ml en VF7 dP 150 ml. 

- Para lc•s dr::•s vc•l (1mr>nes dP. Abra••i v•• P~tudi adr::•!'t, se c•btuv•:• el 
·~·ptimo de e~t.tl"acci~·n en=im,'\tio:a ··uaru•··· la cc•ncentraci~·n de 
levaduras fue de 30 g/J. 
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Figura 9 Efecto de la concC'ntraci6n de c~lulas y el volu
mcn de abrasivo en la cxtracci6n por molicnda 

de lactasa de Kluyvcromyces fragilis . 
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Figura 10 
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Efccto de la conccntraci6n de c~lulas en mo-
1 icnda con abrasivo sobrc la actividad total, 
actividad cspccifica y proteinas liberadas. 



RECUPERACION ll); LACTASA 

PERMEABILIZACION CON 
ALCOHOL ISOAMILICO 

R = 70,3 \ 

Ci\UDO 

86 Ul/ml 14.4 Ul/mg prot 

MOLIENDA CON ABRASIVOS 

R = 75 \ 

CRUDO 

73,8 Ul/ml 7.6 Ul/mg prot 

Figura 11 Extracci6n de Jactasa por pcrmeabilizaci6n y 

disrurci6n celular. 



- E~iste una relaci6n lineal entre las proteinas extraidas y la 
concentraci6n celular presente en la cAmara de molienda, no • 
observ~ndose el mismo efecto con la actividad enzimAtica. 

- Bajo las condiciones de molienda estudiadas se obtienPn 
cin~ticas de extracci6n de proteinas y actividad semejantes. 

- El rendimiento de extracci6n de lactasa es levemente superior 
por molienda que por permeabilizaci6n con alcohol isc•amilico. 

- La extracci6n por permeabilizaci6n es un m~todo 
permeabilizaci6n mAs selectivo que l~ disrupci6n e~ molino 
ab:-asi vc•. 

de 
con 

- La extracci6n por molienda PS mAs simplB que la extracci6n por 
perme~bilizaci~n . 

. 
PUF:If"ICACION DE EXTRACTO CRUDO DE K.fragilis. 

Dada la baja actividad especifica del extracto crudo enzimAtico, 
se hizo indispensablP su purificaci6n como una etapa previa a la 
inmovilizaci6n, segQn ~e se~al6 anteri0rmente. 

Se estudi6, como alternativa al procedim~Pnto de purificaci6n con 
polietilenglicol desarrollado por los inve~tigadores mexicanos, 
un procedimiento basado en precipitaci6n fraccional ~on solvente~ 
•:•rgL\ni C•:•s y cc•n SC'\l es. L•:•s res11l tado~ obteni dos pc•r l •:•s 
investigadores mexicano~ en la purificaci~n de un crudo 
enzimL\tico clarificado por partici6n bif~sica, empleando 
poli~tilenglicol como agente de pre~ipitaci6n, no han sido 
posibles de reprodL..:ir en el o::asc• cfe un crudo enzimAti·=·~· 
o::larifio::3do por centrifugaci6n. 

La estrategia de purifit:"r:vi·~·n des."lrr•:•llada •:o:•nsiste en dc•s pas·:·~ 
suo::esivos de precipitaci6n fraccional. En Pl primero se uliliza 
etanol a baja temper atur a •:•:•m•:• Agent~ de pr P•: i pi tac i ·~·n, el quP 
fue sel eco:: i 0::0nc:1dc• ent re ot r •:•s so:•] vr·n I. P~ ·~·r g<\ni •: C•s mis•: i b 1 e,. 
(c:Ket•:•na, metanol) c•:•n lo:·c; q11E:> se lP •:•:•mrc.r·'.· Pn e•;,perient:"ias 
prelimine1res. En Pl segunrk· p;iso:• se emplPC'I sulfiltc• de amo:·nic· o::om~· 
agente de pre·:1pita·~i·~·ri, el qup c;r acli·-i·-·ni\ a IA fr<V•:il·n 
redi suel ti\ c•bteni n.-. Pn J ,, etr:1p.-. AnlPr i 1.•r. 

METODOLOGJA EXPEPJMENTAL 

La meto:.1do:.Jc•gia de o:.•bten•:i·'.·n rlr•l t:"rLld·~· cl.'lri fi·~ado e!' 1.:1 sig11ientp 
y aplica tanto al o::aso de preo:ipit~o:i6n fr~o:(1onal con etc:1nol y 
sulfate• cff:? amo::•nic•, •:o:•mc• al ·~;~5,-, d£• prei::ipita-:i~·n cc·n 
pc•l i et i l engl i O:•:•l. 

Obten.:i6n del crudo enzimjti.:o 

a. Propagaci6n : A partir de la cepa 
una pr t;•pagac i 6n en mE'd i.o J i qui cl-:• 

r~n med i o:·· s6 l i do se r ea 1 i z"' 
p~ra nhtener el in6o::ulo a 



utilizar en el cultivo en matraces. 

b. Cultivo en m~traces 
la etapa de propagaci6n 
siguientes condiciones: 

Inoculando con c~lulas provenientes.de 
se realiza el cultivo en matraces a las 

= 30°C 
= 220 rpm 
= 2 litros 
= 1 litro 

Temperatura 
Agitaci6n 
Volumen matraz 
Vol umen de medi •:• 
Tiempc• = hasla llegar al final de la fase 

exponen•: i al • 
pH = 4.2 (con tamp6n citrato) 

Compoeici6n del medio de cultivo (g/J) 

La•: t•:•sa 
(NH""l250,. 
K2HP0 .. *3H20 
MgS0,.•7H20 
E:r;t. 1 evadur a 

1 (I 
... 5·:t 
r). 33 
0.28E, 
7.5 

En el cultivo en matraces se lleva un control de la concentraci6n 
celular en el tiempo para determinar el tie~~o de cosecha de las 
celulas, p) que se hace coincidir con el tiempo al cual la 
actividad enzim~tica especifica de las c~lulas alcanza su valor 
6ptim0 Cal fin~l de 1 ... fase exronPncial de crecimiento). 
La pr.:•pc-gc:- 0::-i·~·n en medi·~· liquidc• del in·~ .. :uJc• de lc•s matra•:es se 
reali=a en el mismo medio de cultivo y a las mismas condiciones 
de pH y tPmperatur~. 

c. Separaci6n de las celulas : Las c~luJas cosechadas del cultivo 
en matraces se separan mediante centri fugaci6n a ~00(1 

min r una temperatur<'o de 4°C:. Las ct->luJ.=1c; sPparadas s.::rn 
rpm pr:•r 5 
J avad;.is -::· 
peJlet; de veces r:-r:•n tr.mp·~·n f·: 0 c;;.f,;:it 0:•. 

•:elul,:\S libres de impure::as. 

d. Las •:(•lulas lavada~; se resusprmden en tampr'.in fosfato pH f...E. 
hastr un~ •'. •:•ni:entra•: i ·~·n •:eJ ul ar dP r.1pro::i·d marfAmente 20 g/l. 

'='· F'e:-mecih1liza•:i·~·n SP. Adi·:i•:•nan £'~1 un mr\traz de afr::•rci dP :::5r:1 
ml, 1:::,5 ml de al 0

:
1:•h·:·I ic:•:•am;Ji 0:0:0 y lri ~uspensi·~·n r:elL1lar hast.a 

alcan=ar el nivel de r.1f·:·r•:-•. l:st.1 mP;:•:JA se agita pr:•r 30 seg en 
f •:•r mi' m,;inu;~ 1 • La t empr•r .=1t ur =i dP l .1 mp::•: I ;,, rle per me Ab i l i 7 .=1.-: i ·~·n SP 
manti~·ne> <' apro:1:im;u.1;.mrr.te .:: 0 c. 

f. De.»:anl;i•:i~·n F'~r,:t ~e~··r.ri\r el ,11··.-:·h·:•l i~·:•amilir:o se intrr::•r.111.;e 
la me:-•: 1 <1 rfp per mr-?ab i 1 i ;: «•:, .'1n en un f~mb11rf··· dP dP.•: ant ac i 6n, d···nde 
se sPp<u a 1 a f <'I" E· "''- ll(•~.A que •· i:·nt i ene J C\S •:- P.l ul as 
permeabi. l i ;:ad<i~. 

g. L~ fr1r.r. c"1•t1 1:·~·<'1· i:·:·ntpni.P.ncfr.o r1(tr1 

centrifuga por 10 min a ~000 rpm. Se 
pellet ~e Java 1 ve;: i:on tamp6n fosfato 

alcr:•l1c•l isc•amilii:·:i, se 
bota el sobren~dante y el 
pH E,. (,. 



• 

h. Las c~lulas permeabilizadas lavadas, provenientes de un 
volumen de 125 ml de la fase acuosa de permeabilizaci6n, ~e 
resuspenden en 400 ml de tamp6n fosfato pH 6.6. Con esta diluci6n 
se obtiene un crudo enzimAtico con aproximadamente 7 g/l de 
proteinas. LCI difusi6n de la enzima se realiza a 7°C por un 
tiempo de 15 horas. 

i. Al finalizar la difusi6n de la enzima se separa el pellet p~r 
centrifugaciOn a 6000 rpm por 10 min. El sobrenadante corresponde 
al crudo enzimAtico que tiene las ~iguientes caracteristica5 : 

Actividad = ~0-70 ui/ml Cmedida con 2.27 mM de ONPG> 
Proteinas = app. 7 mg/ml (L•:owry cc•n al b(1mi na de b•=-vi no cc•mo 

re~erenc i a) 

La met•:•cfolog)a seguida pcira la purif1c.-,•:i~·n pc•r pre•:ipitaciOn 
fra•:•:ional ·=·~·n etan•:·l y sul fato de tlm•:onii:• PS la siguiente: -

Purifiraci6n del crudo enzimAtico 

a. PrecioitaciOn con etanol Se adic!0~an 100 ml de crudo 
enzimAtico en un vaso precipitado en un ba~o de hielo con sal 
(app.-20°C). Bajo agitaci6n se adiciona al crudo, dejando 
escurrir por las paredes del vaso, 100 ml de etanol 35% el que se 
encuentra en un ba~o a las mism~s condjciones que el ba~o en que 
se encuentra el crudo. La temperatura dur~nte la precipitaci6n es 
de 0-3°C y el tiempc• de adio:i·~·n dr-1 eti\ri•:•l es de 3-4 min. Al 
fincilizi'lr 11'1 adi·:i6n del etanol sr-. ~juc;t~ la temperatura a 0°C. 
Se ·~entrifuga a 0°C a l!J.000 rpm p•:•r 8 minntos. 

b. Se b0ta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en 15-
100/. del v0lumen inicial del crude•. Se homogeniza y si quedan 
parti•:u}a n•:• disueltas c:;e Centrifugtl '°' 11).(i(l(J rrm p•:•r 1(1 min •. tlO:•S 

y se rPcupPr~ el sobrenadante. 

c. La prPcipitaci6n con sulfato de 
mJ del puri ricado con etanol, bajo 
21.-c. Se .:ldi·:iona el sulfato de 
concentraci6n final equivalente al 
•:entrifl1~1C1 a 10.(H)(I rpm pc•r 10 min 

amonio se lleva a cabo con 1(1(1 
agitaci6n en ba~o de hie10 a 

"~m·:·ni·-:-· JP-ntc.mente, ha~til c;'' 
70% de saturaci6n a o~c. s~ 

y ~e b0ta ~] s0brPnadante. 

d. Se> resL1spende el prP•:ipitac.k• Pn ti'lmp.'•11 f·:·~fe\tc· pH f. .• F, 

La met.:•d·:·l•:•gia seguicfa para le:\ ptr:-·-ipiti'\•:i•'.•n frac•:ic•nal O:•:•n 
polietiJ~nglic0J fue l.=1 siguiPnte: 

~l5 ml de:· •:.rud·:· fuer•:•n me;::·:l;u(.:.c:. -:•:·n :.::'.(i ml de agu;; y l'J ml de 
pc•lietilengJico:-;•l E:,(11)(> al 50/.. SP 11Pv•'.• la mezcla a 20°C y se 
a.just.~· el pH a f:..') •:•:•n Acido fosf•'.•ri•: .. cliluido (vc•lumPn de <.HJllA 

m~s ~·:id·:• diluidc•"' 27 ml). Lue~v· ~;p clP.jo'• r1gitandc• pcrr 3(1 mir1 y 
24°C y iJ•:•::-teri•:•rmentr:> SP centri fLIQ•'• r•:•r •1(1 minutc•s a E.000 rpm y 
5°C. El preo:ipitado formado ~P rPdi~o]vj6 <rarcialmentp) en 23 ml 
de tamp6n. Finalmente 5P centrifug~ a 800(1 rpm por 5 minutus r~rA 
eliminar el precipitado no redisuelto. 
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RESULTADOS 

Se realiz6 un estudio preliminar de precipitaci6n con distintas 
concentraciones de etanol (% V/Vl, obtPni~ndose los resultados 
que se presentan la Tabla 3 : 

TABLA 3 PRECIPITACION DE EXTRACTO CRUDO DE LACTASA A DI~ERENTES 
CONCENTRACIONES DE ETANOL. 

--------------------------------------------------------
ETANOL <Y. V/V) U/ml mg/ml U/mg R ('l.) ~. P. 

---------------------------------------------------------
(I 24.E, 7.0 '"' C" ..;, • .J 100 1 

2(1 (I I). 2 (I (I (I 

30 " C" 1). 3 11. 7 14.2 '"' " .,:, • ...J 
.J. _, 

40 9.7 0.3 "-· ':> 33.4 '3. 2 .,j11- • ...J 

50 18. '3 (J. 3 E,3. (1 76.8 18 

60 20.5 1 ".• •"- 17. 1 83.8 4. '3 

-----------------------------------------------------------
F' :·endi mj io·nt.::., 
FF' ~ f <-1·: t •:•r de pur i f i ·:a.: i t.n 

Puede •:•bservC'lrSP QUP 1.:1 en~ima prf'• ipjt,, •:<-1si •:•:•rr.pletamente •' 5(1/. 

V/V de etan•:•l, y Ql•P Pl grue!'Eo ciP la at'.ti•/ide\d se re•:upera PntrP. 
el 30 y 50 'l. V/V de et<-1n•:•J, siend.:· posible i:·htPner unA 
pL1rifi•:<'1•:i.'1n sustC\ntivi'I >:·:·n Lm rPnrlimiPnf··· a•:Ppt.=ible. 

E·,;pe:>riPn•:iAs preliminaYP~ de precipit.i1•-i•'•11 •:•:•11 sulfat•:• 
m•:•str.:1rc•n quP le\ lC\>:tAsA pre·:ipit~ .-asi •:•:•mplet;irnente 
de sat.ur::i·~i·~·n de JM sr-ol. En 1.:1 Tahl.=l ·1 oo-.p mue~trc"'ln le•<; 
de prc.,:ir·itao:i•'.•n fri1•:• i•:•ni11 •:···n e=>te1ri•·l 
am•:•ni·~· al 7(1 'l. r1"" ~.;1tt1Yc,,-i.'0 n, cfp 

pr •:•pllPSt ii. 

,, 1 3() 'l. 
;1• LIPY d•:• 

\.'IV y 
Cl } A 

d p a m·~·n t ,-, , 

a lin 7(1 ·~ 

Y P'Sll] t . .'lrJ,-.c; 

c;ld f.=lt•· rjp 

mpt t:•rk.J ··~l;"" 

Se prpc.er·,t,.=-, lo:•=- rer;11Jtrld•:• ·:·btenirlo:·r.; O:•'.•n ck•s •:rl•Ck•'., df' cf1c;tir1~.-1 
i:aliclc1rJ r:--t.f, y S·1.'?1 ui/ml •:•~•YYPSJ'O:•l1C1iP11tP.s Cl~.:, y 7.7 11i/mc1 

pr•:.t.Pir1~1 rr_-<•pP•:fivi'lmr'ntP1. F"t1r.:-rlP ••h"'"·f"'"V••Y~P q11P Pl f;1.·t·:•Y cl" 
purifl•:<'l•i·'.·11 ···hlrnirlt'.• n•'.• vayj,, si911ifio:,:.d1v2mentP r:•.•11 lri .-,,)1rl<"I 

inio:ii'll del ·:r11ck•. Li~ pre.,:ipiL1• i.'·ri entrP~Jrl fa·:t>:•YP'" rlr 
purifi•:ivi·'.·n c1el >:•YcfPn de 14, m1PnlrAr flLIP. IA ~·Ye•:1p1t<"•:1t.11 ····n 
sulfal•:• de i1m•:•nic• d<1 l•na p11rp:-rl 1cli 0·1·:·nAI -::py.-~r • .:. rl N .. 
·:·bstante, C?l r Pndi mi ent.•:• di smi nuyP rlP ,:1p1· ·:··.1 mAc1<1mr·,tr> w1 711 ;, f1 11 

f. a Un 4(l .:-1 5:-:, f. ((•n r:>l ril<;O:• rirli•:i···rird rlr <:~1,"lrl•• •:(•n c.ul fr1t .. rfp 
ami:•ni o, p>:or } •:• flllP pc; di~( ut i Ille 1,1 ,. ••llVPnl Pll•- I cl dP 1IV}111 r' r>r.t f' 
segLmck• pas.:. dP. pu1 ifi·:a·:i•'.•n, Aunqur• f.•v•:•reo:P l.=1 r?clic.•·ll•• ,.-.11 df•I 

precipitado pe1ra su P·~·~tF.>ri··-·r inm•.•vi]i:-,,··i·'•n. 

I 
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TABLA 4 PRECIPITACION CON ETANOL V SULFATO DE AMONIO 

----------------------------------------------------------------
ET APA U/ml mg/ml U/mg R C'X> F.P. 
----------------------------------------------------------------

CRUDO 24.6(54.9) 7.1(7.1) 3.5(7.7) 100(100) 1 ( 1) 

ETANOL 22.3(90.4) 0.45(0.86) 49.6(105.2> 74.7<82.4> 14.2(13.7) 

S.AM. 24.8(140.9) 0.24(0.69) 103.4(204.2) 55.4(42.8) 29.5(26.5) 

El _grado de reproducibilidad dP los resultados no ha sido 
enteramente satisfactoric•, obteni~nd•:•se varia0:iones 
significativas dependiendo de la vPlocidad de adici6n del etanol 
y el control de la temperatura de op~raci6n (factores de 
purificaci6n inferiores a los reportados en la Tabla 4, del orden 
de 5 a B, se han obtenido corl adici6n r~pida de etanol que 
permite un mej•:•r c•_•ntr•:•l de la tF.~mperatura de c•peraci~·n). Este 
Gltimo aspecto parece ser crucial para la reproducibilidad de los 
resultados por lo que los experimentos recientes se han 
desarrollado con adici6n lenta y estricto control de temperatura, 
me j•:•r /lmk0se 1 ~ r er· r ·:·duo: i bi J 1 dnd. 

Los resultados ohtenido~ en la precipit~ci6n fraccional con 
p•:•l i et i 1 engl i •:ol, de a•:uer do a l n met.:•dc•l c•g ia i ndi •:ad a, se 
present~n en la Tabla S, para do~ crudos de calidad diferente 
f8.9 Y 5."? Ui /mg rr•~otPirli\ ypc:ppctiVi\mentp°I 

TABLA 5 PRECIPITACION CON POLIETJLENGLJCOL 

ET APA U/ml mg/ml U/mg F. p. 

CRUDO 121.5 (65.5) 13.7 (11.1) 8.9 (5.9) 1 ( 1) 

PPT 183.3 (J01.2l 6.0 C4.3) 30.7 r:3.5l 3.4 (3.3) 

PPT: frao::r:i~·n preo::ipitada redisuelt.;:i 

Lr:•s resultad•.•S o:.·btPnick•s sc•n signifirC1tiv;1mpnte inferic•r£'t; Cl lo:·~ 

•:·btenicl·:·~· ro:·r p) grup•.• cle trnlli\j•:• inr.•1;icc3n•:•, d·~·ncfe se repo:•rtan 
far:tc•rP.s cir:- puri fi O:.i'I( i .'.r1 dF..'1 c•rden rfp 10. (;:ic. di fPrenci ~i::;. p 0·:-c.lr i.:1n 
clPbf'?r se a 1 Cl ch f pr ent r:· ·~ ,, 1 i dad d~· 1 r r t1r.lo: 1 , 1: or:K• o:: O:•nsec 11en°: i a dP 1 
distinto:• pro:•o:edimicnt.·· rJr- ~rparai:i·~·n rtr ];.•; fr.=1gmP.ntos cF.-lul;\rP5. 



H. TRANSFERENCIA DE LA INFORMACION OBTENIDA EN LA 1Nt10VILIZACION 
DE LACTASA COMERCIAL EN QUITINA A LA INMOVILIZACION DE 
LACTASA PRODUCIDA PARCIALMENTE PURIFICADA. 

En el mes de junio se recibieron dos muestras de preparado 
enzim~tico purificado preparado por el grupo de investigadores 
mexicanc0s. Desafortunadc.mente,el preparado se recibi6 en malas 
condiciones, dado el lapso de tiempo que el preparado permaneci6 
sin refrigeraci6n y la ausencia de preservantes. Ello se 
desprende claramente de los resultados de la Tabla 6. 

TABLA 6. C~RACTERISTICAS DE PREPARADO DE LACTASA PARCIALMENTE 
PURI F·I CADO. 

Actividad medida (ui/ml)• 
Ac~ividad declarada luj/ml)b 
Proteinas (mg/ml) 
Proteina declarada tmg/mll 
Act.especifica (ui/mg proteinas) 
Actividad especificc. declarada 
Conteo microbiol6gico total (mo/ml) 

P~EP. 1 

1244 
225'3 

J E, 

12 
77 

193 
2.34•10" 

PREP. 2 

10'93 
2826 

18 
1 E, 

61 
176 

2.05•10" 

a mPdida sc~re lact0sa ~O g/l a 40°C, pH 6.6 
b ~ctivjdad medida en M~~ico, ap~rentemPnte empleando ONPG 

•:om•:• sust rat•:•. 
c : mPdid~ por Lowry 
d medicl<• p•:•r m~t·xJ.:• de BrPed 

Postericrmente, en el mes de Septiembre, se recibiO una nueva 
muestrc? dw l~ctasa par•:iaJmente purificacl~. Esta ve~ el prep.'.\radc• 
lleg•'.• en bl•P.n~"' •:•:•ndj.:i•:•nes, •:•:•n L•s sig11ientes cara•:teristi;_'.as: 

A·:tividacl: 77r).f.~ L•i/m] fF:n Ja•:t.:·.-,-, :::·(1 ~ill, 41)°C y pH fJ.fJ) 
Pr•:•teina:- : ·:t.7 mg/mJ i:M~t·:·d·:· de L··_,,,..,-y 0:0:•11 r.>lb(1mina bo:•vin;i ···::•m•:• 

refr=-rPn·:i i\., 

L'\ ~·:ti vi d<id 
a l r. med i r1 ,, 
·~24. 8 u i Im l 
971) Lli /ml. 

UE' l Cl ] cF t,, s :i m"'d i c1"' (" .-.11 (1Mr·1; P!= J • ::· ve.: es SI ll"H?r j (•r 

·~ •:·n 1.:1·- t •'.•'=;~, -: ···n l ·:• •: ll<• 1 ""£' 0: 1hl: i ene une1 r10: t; i vi d,-uJ de 
v;\l>:•r m11y •:P.r•:An•:• Cl) rP.p·~·rt<1d.:• pe1ra este1 muec.tra de 

fll m•:•mPril-:· rlr.·· ini·:i<'tr Jr.-; pruph,,., rlr> irim-:•viJi-::a•:i·~·n dP PStC\ 
E:·n:::int<• ~~· ·AlSf'tv.', rJLIP L"' a•:tivicl;1rf pn::imAti•::.::I de ln mismc"\ hc"\bia 
disminuicJ.:• signifio:-Ativ,,mprlf.e i\ llll F.0·1. rlel vnli::•r inj.-::ial 
rep•:•rtt1cf•:•. f-p r1?C1Ji::<'Yi:•11 pruPhi\5 prr?Jimirir\1-es de inmo:•viliza•:i•'.•n, 
n•:• •:•bst:.:1ntP SP >:•'.•n<;irlPrr\ q11e li\ i=·r-.t.:ibilid.::1d del preparac1o::. 
i:>nz i mtlt i .- ·:• r:-~ .::1•'in i nc.11 fj •: i ente. 

METODOLOGJn ExrrPJM[NTAL 

Previ I'.'• aJ la lCIO:~i\sa parci~lm~nte 

ur1 mt:>t o:-•d>:• par i\ pr r:•dll-: i Y 

~-- -



quitina de calidad adecuada a la inmovilizaci6n, ya que el 
producto crudo que se adquiria de la empt·esa nacional BIOAUST~AL 
S. A. n•::o se est A prodw: iendo a•:tual mente. El esquema de produce i 6n 
se se~ala a continuaci6n. 

CAPARA!~N CRUSTACEOS 

COCCION!AUTOCLAVE 
121 •c, 30 min. 

. 1 
REMOJO NaOH 0.1 N 

T amb. 2 hc•ras 

TAJZADO 

EXT~·ALION 1 
HCl 6 N 

T amb. 2 hc•ras 

f"ILJACION 

LALoo 

EXTPLCION 2 
t·.'OH 5 N 

121 °C, 3 

PEMOJ NaCl 1 'l. 
50 °C, 30 min. 

PEMOJO ACJACETICO l'l. 
50°C, 30 min. 

LJADO 

SE!ADO 



El rendi mi entc• 
obteni de· es de 
pigmentaciOn, de 

c•btenido es del orden del 
alta calidad, obteni~rdose 
proteinas y carbonato. 

187.. El pr-oducto 
escamas libres de 

La 'Tletc·d·:·lc•gia de inmoviliza•:H•n en quitina es la siguiente: 

- A 1.25 g de quitino se le adicionan 25~•1 de Acido ac~tico 57. 
v/v y se i n•:uban a 50 •c durante 30 minutc•s. En est a etapa se 
produce una hidr6lisis .icida parcial de la quitina obteni~ndo":>e 
como resul tado un aumento de I a react i vi dad de 1 a quit i na frente 
al reactiv•:• bifuncional utilizadc• en la siguiente etapa. 

- A la quitin·a hidrc•lizada par•:ialmente se le retira el Acidc· 
presente, a trav~s de lavado5 sucesivos con agua destilada. Luego 
se adici0n~n 0.5 ml de Acido ac~ti~c·, O.R ml de glutaraldehido al 
257. y 4.2 ml de agua destilada y se incubrl la me=cla por 16 hnra~ 
a temperature. ambiente. En esta etapa se pr•:•duce la a•:tiva•:-i·~·n 

del. ~c·p·:·rte •:on el rea•:tiv•:e bifunci•:•nal gl11taraldehidc•. 

- Se eliminan los reactivos de activ~ciOn mediante lavados 
sucesivc•s •:on agua destilada. Se ndi•:i·-·nan 7.5 ml de solLKi·~·n 
enzimatica a pH 8.5 CtampOn fosfato 0.1 Ml y una concentraciOn de 
1 mM de dtioeritritol utilizado com0 Pstabilizante enzim.itico. Se 
incuba a 4°C por 16 horas. 

- Para eJiminar la enzima remanente en soluci6n y la enzima 
ads·:·rbid.,. c;J so::··p•:•rt:e ~e rr?alizan Jilv;ul···s sucesivo:-.s c•::-•n ti\mp6n 
fosfato µH f,.fJ, NaCl 0.3 M pH f.,.f, y trlmp.'.r1 f•:•sfato pH 6.6. 

-- El alm.:.·:eriamient•:• d~ la en::ima inm·:·vili;-ada se realizn a 4°C en 

tamp~.n fo:·sfat•:• O. J M a pH f .• 6 c·-·n 
estc;bi 1 i ::~nte. 

Experiencias de inmovili=acj6n 

1 mM de ditioeritritol como 

Ut i I i =and·:· e 1 pr •:•t o:o•: ·:·l C• de~·= r it~· "1rit Pr 1 •:-•r mPnt P. se r ea 1 i z ilr .:•n 
pruebi\s rlP inm•:•viJi:-.1.:i.'•n C•:•n Ji\ 1.-..·t.~r.;1 ~·,;tri'idC\ dP ·:~l11lris de 
~~:.fragilis y •:•:•n una l<1o:ta~a o:•:•mr-t•_i;d dPl micm-:• o:•rigen il.a•:t•:•=ym 
3(1(11)L de N0".'0·1 en q11itina purifj;,11!-1 ;~ p.11-tir rfp •:apara:-•:•nr-r. ~P 
camarone: co:•n el pr•: .. :edimient.:• dP~o:rit·:· anterio:·rmPnt£?. SP 
realizar·:·n ademc\s pruebas dP ir111 ... ,,;];:-."l•:i·~·n o:on ln }i\.:lilsa 
e~<tr~jd.;1 dP l.fraqj)js p11rifi•'.'ildC1 ;1 lr-"tv(•<. rlP Ck•S pr•:•CPdimiPnt•:•S 

di ferentPs. 

Par.;1 Jr.'.' e-.pf't if'n•:i,"\s re.-di7ilClac. •o:•r1 r-1 fin dP •:•:•mparai· la 
lar:tC\~.:1 P··.trilid~ d"' I .fragilis 0:-0:•11 li-1 L1°:tas.c1 •:r:•mero:ial, las 
cara•:terist;io:,;:.;:. de l•:•s prepi\rarlr:•!" ~·11;-"ini!ltio::o:.•c; utili;;:~dos fur>rc•n 
J Cl~ si gt ii f"·r1t.Ps. 

A pc'\rt i r de J ac; c~J ul ar:; dP- V. fraai 1 i ~. "O·f' r ''<"1 i =~· la p.,;tr.1r:i:- i ~·ri dr 
la en;:itT•<I mPdic'\ntP permE~abili=rt·~i.'•11 dr> P!'.tc'\~ co:•n <"lr:,_•ho:·l 
i SO:•C\m i 1 i .- ·:· y P 1 e•,, tr;,.-_ t..-. f'n: i mA tit:,., ... tit Pll i r1.-. 1 uegi:• pur i fir:. i\dO:• po::•r 
pre0:ipit,"'l•:i•:•nPs <:=u•:e~iv.;1~ -=·-·n etr.1ri<.•l y ~111 f.1to:• de amr:•nio. 



El preparado em::im~tic•:• asi obtenid•:• tenia las siguientes 
caracteristicas: 

Actividad: 160.7 Cui/ml) (medida en lactosa 20g/l,40•c, pH 6.6) 

Proteinas 0.55 ma/ml (determinada por el m~todo de Lowry 
utilizando albuminas bovina como proteina de referencia) 

Actividad especifica : 295 Cui/mg proteina) 

Las •:aracteristicas de la enzima comercial utilizada son una 
actividad de 4880 (ui/ml) y una actividad especifica de 325 
(ui/mg d~ prbteina), medidas dP la misma f6rma que para el 
preparado anterior. 

Para las experiencias realizadas para comparar las lactasas de 
K.frayilis obtenidas a trav~s de diferentes metodologias de 
pur: if i ·:a•: i ·~·n se ut i Ii z ar •:•n pr epilr arf.:•s enz i mcit i •:•:•s cc•n las 
•: ar a•: t er is tic as ser:e1 I ad as a ·: •:•nt i rn tC\c i ·~·n. 

Caracteristicas de lactasa purificada mediante precipitaci6n con 
etan•:·l 

Actividad : 457.5 (ui/m] l 
Proteinas: 5.6 (mg!ml) 
Actividad especifica : 81.7 Cui/mg proteina) 

Caracteristicas de l~~lasa purificada mediante precipitaci~n~~ 
sucesivas etanol-sulf~to de amonio 

Actividad: 415.B rui/mll 
Proteinas: 4.2 (mg/ml) 
At: ti vi dad espe•: if i •:a : ·:i·~ < ui /mg pr O:•t e i r·o<• 1 

En leis experien·:ias reC\li=ade.s para ·=·~·mparC\r la enzima t:?·1.trairiCl 
de t-...fraailis •:•:•n IC\ la·:t.-:tsa •:•:•me•·-:ial ~P .:onta•:tar-::on '3c·$ y 482 
ui de la la•:tasa de levadura~ y 37f.. lti lfp la enzima t:c•mero:iaJ. 

En 1 a~ e· .. pi.;>i- i en•: i as real 1 :- ;·Hf,"'\-=. p;n ·• o: •_•ml'••r ar 1 r.ls dos met •:•rk·l ·=·~I; <'\S 

de purifi·:a·:i·~·n de la la·:tasa de lev~rh1r;1 se o::•:•ntao:taro:•n J(IJ'? y 
337 ui de la eo=im.:\ prP•:irntactA ···:·n rl ;111•:•1 y o:o:·n i=.-ti1n•:·J-~.11l fat.:• 
de amon10 respeo::tivamPntP. 

Paril O:c"cl-'• p·.rerif'n•:i~ d~ irur.• 0vili.<'•"i.'0 ri ,.,, dF'lF.'rmin·~· le"'\ c"'\•:tivJCl«d 
enzimttli•:a y la o::aritiri<lc.J de p1••l1~in;1 0: 0: 0nta-::tadas, la pr•:•tPinA 
remanenti;. Pn so:•lu·:i~·n dr:>~pu~s de L1 inm~·vili=ao:i~·n y )A <•o:t.ivicf.=.cf 
del o::atr1li:e1cf.:·r dP en:im.-:t inm••'-··ili:r1rl.-1 •:•btenid·:•. La <••:tividrorl 
en::imAt-i•:a se midi·~· utili=c"'\nd .. };i. f .. c;;• o:•.•m·:• sustral·:• 1::0 }' ;·,-11) 

g/l para la en=ima so::•lublc> P. inm·:·.,,ili;-,"'\rl,, rr?speo:li"VamPntf~, •lf1"r y 
pH f..f,1. La t.:t.:•no::entrao:i~·n rie pr·~·tr-:ri,,~ c:.r r1Pterminl. a travf>c:: del 
mP.to::·dr;· tlP Lo::•wry utilizanrk• Albi'.11ntnA c.fr> b·:··vino:• o::o::-•m•:• pro:•te;nA dr 
refereno: i "'· 
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RESULTADOS 

En las pruebas de i nm•:•vi l i zac i ·~n re"'l i zade.s para cc·mparar la 
enzima comercial con la enzima obtenida de c~lulas de K.fraqilis, 
se obtuviercon l•:•s resultad•::>S entreg~dos en la Tabla 7. 

TABLA 7 1Nt10VILIZACION DE LACTASA PURI~ICADA EN QUITINA 

ACTIVIDAD 
CONTACT ADA 

UI 

ACTIVIDAD 
INMOVILIZADI\ 

7. (••) 

F'ROTEJNA 
CONTACT ADA 

mg 

PROTEINA 
INMOVILIZADA 

ing 
______________ ,._, ____________________________ • ________ ....1. _____ _ 

f.4. B 1.45 

5(•. 3 O.Bf. 

11)0 ~- 1 1.43 

r:•·1 : E·,;perien•:ia re.ali:-ada •:•:•n 1"1 P11::im.-. •:omercial 
(••) Se entrega •:•:•m•:• p 0:-.r•:Rntaje dP la m~xima a•:tividad 
inm•:•vi1i:'.;ida •:•bte11idoi\ •:•:•rresp•:-•ndiPntP a L. de la experien("ia .:.:•n 
la en:'im~ ~omer.:i~l. 

Dad·-·~ J,-,c:-, val•:•r-es dP las ·:argas P11::1m:lti·:as de los catali:-ack•res 
c·btenid•·~ •:•:•n la Pn::ima dr lev.=td1u-a y Ja enzima cc•merci.31 5e 
co:·nsicleY•'.• ade·:uatJ.:• eJ gr;id.-· c.lr- pur i fio: <Fi .'.n de la enzima obtenida 
a partir- de la~ •:elule>s de lev~d11r.:. pilr--1 realizar las restantes 
prueb.-.s de inm•:•vi Ji."-"•: i •'•11 dP. 1 a eri: im••· 

En la Tabl~ B se entreg;m ].:.<: r£> ... ·-l•ltad·:··s c·btenirf.:•s en l~~ 

e:•.pP,- i PrK i ;is de i nm•:•vi 1 i =a·: i ·'.•n c.Jp l ,, 1 a.: t asa de l Pvadur a 
purifi·-r.clr; medii\ntP. l~s d•:-c; met·:·tk·l·:·gi~~ clifeYentes utilizacfas. 

TAf~LA fJ INMOVIL I ZACI ON DE LACTASMLQ_~_L .• F"r agi 1 is PURIFICADAS 

M~t •:•cf·· cf P 

ptll' j f I•:~ .. : I •'•r, 

F.tan-:·1-std fat•:• 

rle .:1mo:•n i ·=· 

A.- ti vi d.=.rl 
r •:•n I. il( t adoi\ 

I ll j -, 

1 0 J :: 

r.. i vj d~cl 

j tlm•-·V i J :i ;: Acf i' 
(,, i lg' 

1 ""• ...... .. . . . . ·, 

Pr o:•t Pini\ 
·=-=·nta-:t~rl•• 

•mg·• 

JI). J 

11). 1 
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De los resultados de la Tabla B se puede concluir que la 
metodologia de purificaci~n no afecta a la carga enzi•~tica del 
catalizador de enzi•a inlftOvilizada obtenido. En base a estos 
resultados es que se s~leccion6 la •Ptodologia de purificaci6n 
por precipitaci6n con etanol para realizar las pruebas de 
inmovilizaci6n destinadas a optimizar el proto~olo de 
inmoviliza•:i·~n de la lactasa de IC fragilis en quitina. 

I. CARACTERIZACION CINETICA PRELIM!NAR Y ESTABILIDAD OPERACIONAL 
DE LACTASA COt1ERCIAL IM10\'ILIZADA EN QUITINA. 

METODOLOGIA 

Caracteri;:aci6n cin~tica 

Se reali;:6 una caracteri;:~ci6n cin~tica preliminar de la enz i m.:-
1 act osa c ·=·m·:• comercial inmovilizada en quitina utilizando 

sustrato, 40°C y pH ~.6. 

Se determin6 l~ velocidad inicial de reacci6n del catalizador 
para concentraciones de su5trato en el rango de 10-150 g/l y 
posteriormente, utilizando el m~todo de linealizaci6n de los 
invers•:•s de Lineweaver Bl•d: se determin.'. Pl valor de la constante 
de afinidad en;:ima-su~tr~t0 d~ la Pcuaci6n cin~ti~a de Michaelis 
Menten (J::m). 

Est abi l i dad ·:·p~-c>·: i •:•n.:\l 

Se reaJizaron pruebas p~r~ delrrmin~r la 
lact.?.sa •:•:•mer•:ial inmoviJizaci<" en quitina 
react0res continu0s 
•: c•nd i •: i o::•nes : 

e5tabilidad de la 
en la operaci6n de 

a las siguientes 

Enzima: La·:t.-•:"" NO'JO tLa·:t:o::•:-ym ~,-,,:i,·1L:1 inm·:·vilizada en q1.1itin.::1, 
C•:•n ltna r. .. :tivic:f.;:.d dP tf.J '•.d/g) m~·dirf."' rr1 l~·:t•:·s~ 20(1g/l a 40"C y 
pH £;. £,. 

Sustr-at•:•: S·:·1·.•·:i·~·n d£> l;-·:t.-·S<" de •'.•:·n•:Pnt1-.:l•:i·~·n 1(10g/l Pn t,"'mp·'.·n 
f.:·~f;.t.:• (1. t f1 pH f .. f., ·:<:·n i·:·n~s Mg-=- 1 mM y Mn ... 2 0.1 ml1. 

Temper-atur;. ~£> e;-~t·•1iar···n -. 

F'"luir:•s de •:•per.:.·:i•'.•n: P~""" •:acl-" 1.Pmppr;-it11ra 5P utiliz.'. 1m f]uj•:• 
estimado:· par-" -:.-..>tener unc. -:o:·nversj.'.n ini· iAl te·'.·rica del 95%. L·:·s 
val-:•rPs utili::eid·:•s fuer·:·n de (l.f.flmllm111 para 4(1°(: y (l.10m1/min 
par-.;1 temperatura amt,i1mtt?. 

DimPnsi,_•ries del rea·:t·:·r : <;£> t•tili.·.'. "" rroil•:f:.:·Y de Ct'."•lumnc'\ ·~·=·nun 
di.tlmetrs:• dP :·-:my Wl-" ?ltur.:1 mi'ly;·t ~- 1.-. .dti1r~ ali::an~actc'\ p•:•Y la 
enzimr\ inm···vi J i:-ac1<1 rl11rM•t,, l<' ·=·rr1 .;1• i .'0 ri. 

Car-ga enzim.tlt1-:a del rea•:t.:•r: Pn ;;111.-. p··.pP.rieni::ia se utili;··'.· un.::i 



carga de 2.2 9 de en.:ima inmo:•vili.:ada de las caracteristicas 
ser.aladas anteriormente. 

La cepera•:i·~·n del reactor se realL:·~· cc•n flujo ascendente del 
sustrato. La temperatura se control6 mediante la circulaci6n de 
agua a la temperatura de opera•:i·~·n a trrav~s de la chaqueta del 
r ea•: t •:•r • 

Dur ante 1 a c•per ac i ·~·n del rea·: t•:•r se tomaron muest r as en el 
tiempo, a las que se les determin·~· l.3 •:c•n•:entra•:i6n de glucosa 
mediante el m~todo colorim~trico enzim~tico glucostat (kit N 9 510-
A, Si gmil Chemical Co.). Con el val c•r obteni do en est as 
deter min~·= i •:•nes y 1 as rel a 0: i c•ne5 ec;teqni om~tr it:. a·s de 1 a reac•: i ·~·n 
dP hidr~lisis de la lc3ctosa, se determin6 el grado de conver5i6n 
en funci6n del tiempo. 

F:ESUL T ADDS 

Caracter1zaci~n cin~tica 

En la gr~fica de inversos de Lineweaver Burk de la figura 12 se 
entreg~r. lc•s resultad·:·s •:•htenid·:·s 12>n la evaluaci·~·n •:in~ti•:a 

preli~ini\r del 0:al,""lli:.~rk0r. Dt> la ·:•:•rrela•:i6n lineal de lc•s 
invPrs·:·~ cl<~ la •:•:•n·-P11tr,,._1,•,ri de ·~11~-~rr.f •• y velo•:idad ini•:ial de 
i;>a•:•-:i·~·n ?r ·~·btuv•:• Liil ·•r1l···r rip 1·n. de ff.LE· mM (55.3 g/l) para la 
J<=-.. :t~~.:.t inm•:•·.:ilizad;• "Ii quitin;•, '.·:iJ·-·r que corre5p•:•nde a 
~proxim~dam~nte 10 vp. ~~ rl v~J0r ~~tgnido para la enzima 
5,-,)uhlP. F:'o.:fp V;:\)•:or flp 1·m P.~ np<or<·rof P :f r•.,OYt;:\ ec;tnr jnrJi•:anrf.:• };t 

prPs<:>n·:1~ rip rPstri·~· i··nrc; di f115i .. 11.,Jp~ cit> ·:onsideru•:i·~·n. 

Estabilidad operacic~al 

En las fi~turas 13 y 1•1 sr:> gr.-.fi·:-"" l•:•s grados de C•:•nversi·~·n, 

<?··.prP~ad·:·~ •:•:•m•:• p•:•r•:e11tr<jf' rteJ 9r.;:1rf., c1e •:•:•nversi·~·n mf\:,;im•:•, 
·:·btenido:·~ en fun.:i·~·n rfr .. J 11Pmp•:• elf· .. ,.,,,,., ... i·~·n del reilct•:•r pa1-a las 
t.emp~r at •J" as estudi ~rle>~, :--,:i-·::5 °C y ·1(1 °( r r5peo:. ti vamente. 

De la regr-e<:i·'.·n lil"l~cd drl Jo: 0gC~ deJ gr:,(I .. rJr. •:c•nversi6n m~'.dmo: 0 :i 

'.:er':=us t~'""'P'~' dP -=·r·'"Y~,-j.'.n SP. •:•!'t~P.·i~·~··r• l·:·s 5ig•,tier1tPs. tiemp•:·~ 
de virlc'\ mPrti,:1 1~ ho:•r<1•·. par.- -1(1"•: ·; 35 djas pictrc°' 25°C, 
•:o::·n~ir!Pr-;.ncf•:• o:o:•m•:• tif·trip•:• rlr vi-1<• mr·di;· .-d tiemp•:• de o:•pera•:.i6n <11 
•:UC\} s,-. l1<'r1F: lln 5(1/. cir),. •••r1vr·r·-.i.'•11i11i·1:d. 
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figura 13 Estabilidad op~racion~l de la lactasa co

mercial inmoviljzada en quitir.a a temper~ 

tura ambiente (20-25°C:). 
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APENDICE 1. 

INMOVILIZACION DI S-GALACTOSIDASA DE ILUTVEROMTCES 
FRAGILIS SOBRli NYLON. 

Uno de los matertales selecdonados como soporte. por dlversas razunes. 
(costo. disponibilidad. buenas propiedades mecanicas y estabilidad quimica) 
fue nylon. 
En Chile se dispone sin restricclones de nylon 6 en partkulas de tamaiio 
aproximado 0-5 x 0.2 cm. 
Aunque la dtsponlbllldad de malla de nylon es menor que para las 
partlculas. tambl•n s• contempla lnmovfllzar la enzlma sobre ella porque 
expertenctas prevtas tndlcan que es postble tnmovmzar sobre esta rorma de 
nylon. 

Se considera la inmovllizacion de 6-Galactosidasa de K. rragilis en forma 
covalent& a nylon en particutas y malla de nylon de acuerdo al siguient. 
esquema de reacclones: 

H' GLU PEI GLU 
NY----------> NY -----------> NY-G LU---------->NY-G LU-PEI---------> 

hldrol 

Enzima 
NY-GLU-PEl-GLU-----------> NY-GLU-PEl-GLU-ENZIMA 

Las reacciones involucradas pueden resumlrse a continuacl6n: 
1.- Pre-hidr61isis acida (H') del nylon para exponer mayor cantidad de 
grupos amino reactivos. 
2.- Union de Glutaraldehido (GLU) a los grupos amino expuestos en el nylc1r1. 
J- Reacci6n del complejo anterior con J>olietile-nimina (PEU como elem~nro 
de entracruzamiento con el giutaraldehido para Jograr mayor super!ic1e de 
enlace disponible a la enzima. 
~.- Activacl6n ttnal con Glutaraldellldo (GLU) el cual reaccionara !in'!lrn~nt.tt 
en torma covalent. con la tnzlma. 

Las C"ondiciones experlmentales de eslas cuatro etapas son las mismas 
descrttas en lntorme Proyecto FONDECYT 89-0288 de Dlclembre 1989. 
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INMOVILIZACION DE B-GALAt:'TOSIIJASA A NYLON EN r·ARTICIJLr'.~ 

a) MOLIENDA del NYLON. 
Las partkulas disponibles (0.5 x 0.2 cm) debieron ser r~udda:. en ~u 
tamaiio mediante molienda ya que por un lado ellas deben pr~s-?.-ntar una 
superflcie que sea capaz de unir una cantldad adecuada d.i: ~n2ima y p':'r otr., 
lado al ser usac,tas en un reactor deben ~rmlbr su empleo sJn pr0Nem1s rtP. 

1; compactad6n y caidas de presi6n. 
La rnoUenda del nylon en partkulas se realizv. en un mc.)lino de. marlilh A 
parUr d~ 200 g de nylon s~ (•btuvi.s-r<.1n las slgui.,;.nt~s fra~d< ... n;:s. 

Tamaifo partf r.ula u gramos .. .. 
) 500 ~2 ~ 't I 1 
500 - 315 c B . 

_> -5 ~9. l 
315 - 250 <> ...,. 

-t 'i f) ; 

'250 11:. ~· 7 

TOTAL 160.6 f:i(l. :. 

La eficiencia del proceso de mr)lienda fue dE- un ~•). :.~ P'::>r o;.-1 t~mai'1(• ·:t~ 
particula y el rendimientc· obt..enii:h) se (Ontinuara 1J·abt:t1an<.1i:· '="n 1.~s ":'r~r·;'~· 
posterior~s c.on la frac-:i6n d~ tamai\o ~,oo - 31 ~· u . qu~ i;.s la qt!e- u1as ~·>;' 
acerca con un rendimiento aceptable ( 29:t ) a un tamano d~ J.J<l1ticuJ~1 
adecuado para fines practicos.El mollno empleado da un bajo r~ndilni""nt,) ~n 
la f racci6n de inter&s, pero no se d1spone de otM lll('lino en 13. t.Tmvcrstdzi·:l 
de Conc&pci6n qu& sea capaz de mo!er las pc:trtt•:ula~ di? nrti:·n (Ill'?- 3•:·n 
ttxtremadamente duras. 
La fraccl6n > 500 u fue som~tida a una S&gunda moli&nda srn m~yc.r ~-=m•:o. ~'J 
que el rendimiento en ta fra<.ci6n d~ inter es < 31 ~· - ~.oo u ) ~n ~Hi.I •:,:.g1111d;i 

~tapa tue muy e'o 
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b) PR!-HIDROLISIS dtl NYLON. 
En estc. et.a pa se considera un tratamiento aado del nylon ( f racaon 3 1 S -. 
500 u ) para hidrolizar uniones amida secundarias, que liberar dJl grupos 
amino y cart>oxilicos transtormando al nylon en un sopoltt6 c:on may•)r 
nfimero <1e grupos tunctonales dispontbles para ~r activad0$ {A>Skn1..:.rm~nt'" 
e inmovilizar la enzima de interes covalentemente a el. 
De acuerdo a experiencias previas de hidr61isis de nylon en potvo ( HC: 3 5 
M y ~mperatura de 5oec duran~ bempos cortos de 2 - 6 hon~) qu~ n.: 
dteron una cantidad de grupos amino libres qui? ~rm1tli?ran ur.:r u:.a 
canbdad adecuoda de &n21Dla se ~nsayaron cond1oones de htdrol!~'=' rn~~ 
drasticas. · 
En base a los result.ados obtenidO!> anteriorm~nt-:- ( FONDECYT fo. .:.~ ' ':'
d&\:idi6 ensayar las siguienti-s condicion~s. H":l "3 ~' M C "'o mil~ J'" 11·:j. ·11; r,ll 

2C y tiempos mayores que 2 -6 horas con ag1tacion mE-d1anV: un~ \·2111i.~~ 
giratori~. A continuaci6n se exponen muestras as1 tratada;.. 

HCl 3-5 M 
SO IC 

Agit. con 
varilla 

·:·:·_·:·:-r:i:~·for;··········: 
.~.1 rr hi1j'.:~;;;=,,~--/ 

......... 
__ _J 

: . 
~' " 

3 ti 

·~ r_ei:u_p . ~ 1... 4 
:.o ~L 

-,~.r. 

ct. -· .. 

~rt': u~· ~o ;:. 
~.1j ·::( 

":. ·.... '. -
= -. ': 
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Durant. la hidr611sis d•l nylon se pt.rd• alrtded(.'lr d•l 101 d~l mate-rial 
porque paN de el se solubiliza y se elimina durante et lavado obt.eniendose 
un liqUido turbio que contiene un polvo muy f ino no recuperable at filtrai 
por papel. 

Al ensayar condiciones de hidr61isis mas drasticas como HCt 4.17 M (-to 
ml/g nylon) , 50 OC durante 6 y 13 horas (agitaci6n con varilla) el n;ton 5t

sotubili26 casi completamente obteniend~ un polvo muy fino con ~sca:a 
recuperact6n (2.7~ y 2.1~). 

BCl '4.17 M · 
50 !C 
Agit. con 
var ilia 

I 

1--··············--···--···· 

[-~:~;;=: 
r-·-------·--··---·---------· 

~-· 
·fJT, . . : . ' ~ ( 

, • •j., :· • 

13 ti 

A las mu~tras de nylon lUdrolizadas obtenidas no se- l~s ha dE-t-:-rmmad;~. 

contenido cit grupos amino libres despues de la n1dro1ms La tttu1a-:1~·n 
ac1do-base en medio acuoso de los grupos amino Ubr&s rw ha d~dr-
resultados conf iables, ya que muestras de nylon tiidrnlizadas en c0ndic1rJnE-·: 
muy dif erentes con res~cto al tiempo, no mu~$t!dii 1jif~rf:tnl'.'i~~ n·A~tit.:-s ':'fl 
el contenido d~ gru~·vs NH2. Probablemen~ ~sth so: dt-t•-: a q1J ... l:"b u1i" 
reacci6n de titulaci6n que ocurre en un med10 heU-rogc-nev. d0nd.:: t.;i 

reactividad de los grupos titulablt-S con el titulant.E- ~ dema-:.1a·:k.r l-:-nb.. 
La mayorh d~ lG~s metooos dE-scritos en Nbllografrn para ('.l1nt1f1.:sr :;rnj: :·: 
ammo implican la solubil1zac1on d~ la mu~stra. tr;· gu.;. H1 .;--;t-;- ·:as-.o: n:· -:-: 
apllcatle. 
Actualmente Si:? est.a ensayando un m-§todo para i:uar~!!i1i:ar L·-: gr1v·: -1=·~ 1·.··H 
libre-s en medi<; !J() awos() L()S grurv.;S -COOH ~-on .. ·n1~ .. ·ai~m .... ~ ;.. 1° •. : °i!' 1J• , .•.• ,,..... J. _. • 

amino pres-:ntes en ~1 nylon. 

Por razones pracu,as no SE" pudo dispont-r di: la vanlla g1r.at0:-rE1 par~ .:i~~t.;;· 
las mu%t!as d€- nylon durante el proc~v di- tu·:ir0l1s1·~ F":·r 1-:· ·1u~ las 
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muestras que se hldrolizaron a continuacton f ue-ron agitadas con ona l'arra 
magnetica. 
Las condiciones de hidr61isis fueron HO 3-5 M • 50 OC • tiempos d€- b y 15 
horas . agitaci6n con barra magnet.tea. 
BO 3.5 M 
50 !C 
Agit_ COD 

barra mag. 
Nylori _____ ; 

''in h1droh~r ~ 
~ ----

8 t. 1 _______ _ ---=-:-·····-· -·· 
15h __ _ 

-~~~:~L?..~J-~. 
SL'~-, __________ ·-·· 

I . 

Comparando est.as muest.ras con las anterior~ t.ratadas en forma similar, ·:-:-n 
exepci6n de la forma de ag1taci6n, se observa que las muestras ag1tad~s .-:·i::·:-! 
barra magnetica presentan a simple vista un tamaiio de particUla mien·:·r .a 
las agitadas con varilla. Esto significa que la barra magnetica tien€' ur1 ~1-i-d•) 
abrasivo sotr~ el nylon. 

Debido a que la agit.acioo magn~tica Pif~ un efecto sobrE- el nylofi qu.~ -:-·; 
reducir el tamaiio de las particulas de- este a simple- vista , se .jE>Gdi.: 

disminuir la oomperatura de hidrolisis a .'.tOOC mante.m-?nd-:· las ·: tra·; 
condiciones ( HCl 3.5 M , agitaci6n con barra magnetica y tlempos de !, t') y 
15 horas). 

HCl 3.5 M 
40 IC 
Agit. COD 

barra magn. 3h 

·~rtc:·u~ .. :: . ..;.S 
40 Z·~ 

·; r,:, .: .~~~i·· .... ;:; 5 . J 
40 ·~c 

I". ~' 
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Al obstrvar estas tres muestras st ve que a las 15 horas dt tratamlento 
lddo se ba rtduddo ti tamaiio d• las parUculas de nylon •n f orma visible y 
la rtcnperact6n d• mat.rial dtsputs de la hldr611sts es de un 76. 71. 
Consldtrando qut para el nylon hidroUzado durante 6 h no se reduio en 
torma tan notorla el tamafto dt las parUcutas , se implea esta mu'1Stra de 
nylon hidrolizado para continuar el proceso de inmovilizad6n de la enzima. 
El metodo para evaluar la disponibllidad de grupos reactivos en el nylon est.a 
sfendo evaluado y con el seran anallzadas todas las muestras de nylon 
hidrolizado hasta ahora obtenidas_ 

c) 08TENCION DE UN SOPORTE PARA INMOVILIZAR 8-GALACTOSIDASA A 
PARTIR DE NYLON EN POL VO. 

Siguiendo e: esquema experimental anteriormente descrito se obtiene a 
partir de nylon molldo (particuta 500- 315 u ) e hidrolizado con HCl 3-~. ~ 
(40 ml/g de nylon ) a 40 oc con agitacion con barra magnetica~'11"tc.fk,rt~ 
para inmovilizar 8-Galactosidasa. 

If ecto del brazo espaciador. 
En primer termlno se evaluara el ef ecto que tiene sobre el proceso de 
inmovllizact6n la longltud del brazo espaclador lnrnovlllzando en21ma sot>re 
los slguientes soportes: 

Nylon hidrolizado ( HCl 3.5 M, 400C, agitaci6n con barra magnetica y t = 6 h) 
al que se le adosa un brazo espaciador de dHerente Jongltud: 
Ny- GLU 
Ny- GLU- PEI 
Ny- GLU-PHl-GLU 
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Ny-GLU Ny-GLU- Ny-GLU-
PEI PELGLU 

ENZIMA Contactada 

Ul/g soporte seco 3493 3493 .. ''}' j"t .) 

INZIMA RHMAND!Ti 
UI 2712,2 2509,2 2584,0 
I 77,7 71,8 71t,O 

ENZIMA INMOVI LIZADA 
UI/g soporte seco 12, l 15,3 3a,9 

RI I 0.35 0.43 1,1 

RNZIMA PRRDIDA 
I 22,0 27,7 24,9 

El Uempo de contactaci6n en estas experiencfas f ue de 6 horas, en pr&Sincta 
de ditioeritritol para proteger a la enzima de Ja inactivaci6n. Las actividad~s 
enzlmc\ticas fueron medldas cvn lactosa (metodo Gllcemia Enzimc\tlca). 
De la tabla anterior se desprende que la canUdad de enztma que permanece 
en el remanente es similar para todos los soportes y es alta. Esto significa 
que la mayor proporci6n de la enzima contactada ( t O mg/g soporte seco ) 
no es unida al soporte. 
Para el soporte Ny-GLU-PEl-GLU es mayor la cantidad de enzima qu~ SE

expresa como actlvldad inmovrnzada ( 30.9 Ul/g dt> soporte seco), por Jc) 

tanto puede afirmarse que la mayor tongitud d~J brazo espaciador posee un 
efecto beneflcloso sobre la actJvidad que manm~sta la enzlma InmovlH:ada. 
Teniendo en cuenta estos resultados, deride ta mayor parte de ta fnzima 
contactada ~rmanece en la solucicn remanente, se est.a actuatment~ 
obteniendo un soporte Ny-GLU-PEl-GLU a parLir del nylon tratado con HCl 
3.5 M, 40 !2C, agitaci6n con barra magnetk3 durante tiempo mas prolongado < 
15 horas ) aun cuando este nylon es reduc.ido a simple vista en su tamaifo 
molecular durante el perio<Jo de hldrolis.is.. Est/JS r~sultados aim no .:st.an 
disponl~les. 

De los datos anteriores tambien se ot):::er;a que el :i de enzlma perdid<' e5 
similar para todos los soportes. La enzima ptrdida no corresponderia a 
enzima soluble que se inactiva duranoo el proceso d9 contactaci6n, ya qu~ s~ 
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hizo un experimento BLANCO en que se mantenia enzima soluble ~jo las 
condidones de contactadon ( Temperatura, pH, agitactoo, pero Sin presencia. 
de soporte ) • no observlndose para esta, p6rdida apredable de su actividad. 
El rendlmitnto de tnmovutzadon Uene valores muy bajos que 
probablemtntt putdtn str opttmlzados varlando la ra2'Sn l/S 
<Enztma/So~). experlmentos que se harin a conUnuact6n y que por lo 
tanto no son intlUidos en el presente informe . 

. 
Ef ecto del Uempo J pH de conlactaclon. 
Se ensayarin los pH de 6.6 y ~-5 ( por ser compatibles con la estabili,iad d~ 
la enztma) durante la etapa de contactacl6n de la enztma con el soport~ Ny- _ 
GLU-PEI-GLU a diferentes tiempos ( 6, 15 y 20 horas ). El pH ~-5 fue 
seleccionado por favorecer la reacdon qufmica que ocurre durant.e el proceSo:, 
de union covalente de la enzima con los grupos aldebido del glutaraldeh1dc· 
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