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FRESENTACION

El sextc informe de avance, segundo carrespondiente al segunde
an> de ejecucién del proyecto, contiene 1los resultados de las
siguientes actividades , de acuerdo al calendarioc contenido en el
documentc de Términos de Referencia :

B: Evaluacidn preliminar de catalizadores, empleando nylon como
soporte. Fue reportada en el Informe de Avance No S.

T: Evaluacidn de la hidrofobicidad de lactasa de K.fragilis. Fue
reportada en el Informe de Avance No 5.

D: Optimicaién del protocola de inmovilizaridén de lactasa
comercial en quitina. Fue reportarla en el Informe de Avance No 5.
Se reporta en este informe Jos resultados obtenidos en la
inmaviliracidn de lactasa comercial en quitina parcialmente
dearcetilada (quitosano).

E: Se entrega los resultados aobtenidos en la inmovilizacidn de
lartasa comercial €n nylaon empl eando protoecolos nylon-—
glutaraldehido-enzime. y nylon—glutaraldehido-polietilenimina-
alutaraldehido-enzima. Se entrega informacién relativa a tiempos
y temperaturas de activacidén del nylon por hidrélisis Acida y
resultados respects a tiempo y pH de contactacidn entre la enzima
y el soporte activado, Los resul tados obtenidos son
insatisfactorios en térwinos de rendimientos de inmovilizacidn y
actividad especifica y estan muy por debajo de los obtenidos en
nuitina y sus derivados. N ha resultado posible conseguir un
nivel aceptable de activacidn por hidrdlisis, obteni éndose
niveles de grupos aminag  libres por debajo de los recomendables;
empleand> condiciones de activecisn mas drasticas <e produce una
notable solubilizacidn del saporte 1o que no permite obtener un
catalirador  adecuado. Ello hace aconsejable descontinuar el
trabzxjo en este tipo de soportes; no obhstante se concluird sste
trabajo variand> razones E/S para el caso del derivado nylon-
glutaraldehido-palietilenimina-glutaraldehido-enzima y estudi and:o
la etapa de derivatizacidn del nylon  activado con glutaraldehido
a pH Acido (4) en lugar del  valon alcalinoe €3) actualmente
empleads.

F: Froduscitn de un ewtracte enzimélic. rvrudo, tomando  come base
la metocinlogia desarrallada en HMéwico.., Se entrega resultados
obtenidos en la permeabiliracian velular con alcohol iscamilicea y
recuperaridn de 1a lartaca por di fusisn., Ge estudid el eferto de
la rardn  alcohol iscamilico-stYalan y lAs cinéticas  de
permeabiliracién y di fusidn, emee méetodo  alternativo  de
recuperacisn de lactasa e estudi’s la ruptura mecanica enn un
m>linille con perlas de  vidrio, entregandose los resultados
obtenidos  y haciendo un andlicas  womparative entre lao dos
alternativas estudi adas. Las cAararteristicas del extracto
obtenido hacen indispensable su purifiv v idn antes de someterlo a
inmoviliracidn, Se presenta en pate informe resultadas obtenidos
en ta purificacidn del extracto crudo enzimdtico hasta valores de




actividad especifica superiores a las 100 ui/mg proteina, que
hagan razconable intentar su inmovilizacién. N> habiende sido
posible reproducir la metodolegia de purificacién propuesta por
el grupe de trabajo en México, se exploré una metodologia
alternativa, empleando precipitacién fraccional con etanol y
sul fate de amonic. Los resultados muestran que es pesible
producir un preparade parcialmente purificade con actividad
especifica superior a las 100 ui/mg proteina, con el cual se ha
iniciado el estudio de inmovilizacidén en quitina (actividad H).

G: Dada la baja actividad especifica del crudo, que oscila entre
7 y 1€ ui/mg proteina,n> resulta justificable intentar su
inmovilizacién,’ sin someterlo a un proceéo previo de
purificacidn. En efecto, la caparcidad de inmoviiizacién de
proteina de quitina es del orden de S.a 10 mg/g (ver fiqura 12
del quinta informe de avance), 1o que unido a las pérdidas de.
expresién de actividad de la proteina inmovilizada, hace
virtualmente imposible catisfacer los requerimientos de actividad
especifica del catalizador, estimados del orden de 300 ui/g de
soporte. De los datos entregados, no resultaria factible obtener
ni siquiera 100 uwi/q de socporte. Esta actividad ha sido en
consecuencia eliminada y reemplacada por el estudioc de 1la
inmoavilizacidn en el preparado parcialmente purificado. El nivel

de purificacién se ha establecido de manera de paoder
razonablemente esperar 1los niveles de 300 ui/g. El factor minimo
de pureza requerid: ha sido estimadoe en 10, «con  valores de

actividad especifica en torna a 150 ui/mg proteina.

H: La transferencia de la informacidn obtenida en la optimizacién
de la inmovilizacidn de la lactasa comercial en quitina (punto D)
a la enzima parcialmente purificada dentro del marco del proyecto
se encuentra en progresc (la actividad est& programada para
finalizar en el tercer afc), Existe un cierto retrasc ocasionado
por la dificultad de disponer coportunamente de enzima puri ficada.
En el mezs de Junic se recibid un preparado purificado> proveniente
de Méwico que satisfacia las evigencias de pureza.
Desafortunadamente el preparado se recibid en malas condicicnes
segan se informa, 1o que impidid desarr~llar en esa ccasidn las
experiencias de inmovilirazidn, Con prelerioridad, sin embargo,
se iniciaron las pruebas de inmovilizacidn utilizando un
preparado  parcialmente purificado, prodoacido de acuerds A la
metodologia desarrallada que se sefiala en el punto F. Se reportan
los  resultados aobtenidrs  hasta 1 momento, 1os  que, aunque

promicsorics, deben on considerarae como preliminares.
I: Se entrega informacidn referente a una caractericacidn
cinética preliminar de la lactasa comercial inmovilizada en

quitina y estabilidad cperaricnal del catalizador,

J: El envic de un técnico chilens a Méxica, para entrenamients en
extraccidn y purificacidn de la enzima no pudo ser realizade al
no haberse dispuestc de 1os recursns originalmente considerados
para la actividad. En efecto, de la cifra de US$ 2100
cronsiderada, se dedujeron US$ 1600 corrvespondientes a los gastos




de la reunién de coordinacién realizada en CEIINGERI, Cuernavaca,
México, en 1983. Los restantes US$ 500 se entregaran en el tercer
page y estarian disponibles. A pesar de que esta cifrs es
insuficiente, existe la posibilidad del viaje de la investigadora
Andrea Ruiz er noviembre a CEIINGEBRI, con recursos externos al
proyecte, en cuyo caso se utilizaria el recurse de US$ 500 para

finenciar una extensidn de su estadia que permitiera cumplir con
esta actividad.




RESUL TADOS

D. OFTIMIZACION DEL FROTOCOLO DE INMOVILIZACION DE LACTASA
COMERCIAL EN QUITINA.

La actividad ha concluido satisfactoriamente y fue
completamente reportada en el Quinto Informe de Avance. Se obtuvo
una carga enzimadtica de 313 Ul/g conoun rendimiento de
inmovilizacidn  del 36.47%, que estA por sobre 1los valores
estable:-idos como aceptables.

Se entrega 1los resultados obtenidos en la inmovilizacidn de

lactasa comercial en un derivade de quitina parcialmente
deacetilad> (quitosanc). .

METODOLOSIA EXFERIMENTAL
Se empled quitosanc grado practico de SIGMA Chemical Co.

Sintesis del derivado quitosanoc—glutaraldehida

Se prepara una solucidn con el tampéin fosfato 0,05 M pH 7 y
glutaraldehidc al 1% v/v de una solucidn al 5% v/v. 5 ml de esta
sclucidn se contactan con 250 mg de quitosanos (757 de grupo amino
libre). Se deja agitanda durante 16 horas a temperatura ambiente.
Luegc se lava en un embudo Burkiner hasta que no de reaccidén con
el reactiv: de Lowry (el glutaraldehido da reaccidn positiva con
el reactivey de Lowry por 1o tants puede ser utilizado para
cuantificar el glutaraldehids unido por diferenciald.

Inmovilizacidn de lactasa en guitosanco

Se pesan 100 mg de gquitosancs y se contactan diferentes unidades
de actividad lactasi_.a (12, Z5 y 30 pl) y e le agr=ga Uml de
tampin de trabajo 09.05 M, pH 7. Se deja agitand:c lentamente
dur ante 1f hrras a temperatura de 15°0, lueqo se filtra y se lava
con agua desiconizada. En el filtrado y las  aguas de lavadao se
mide a:ctividad lactésica y concentracidn de proteina por el

método de Lowry.
Fara la inmovilizacidn de lactasa en quitosanoc—glutaraldehidos, se
sigue el misma procedimiento anterior, utilizando como soparte el

derivado quitosana-qglut avaldehido.

€1 ensayo de actividad enzimdtica para la enzima soluble e
inmovilicada es el siquiente.

Método enzimdtico para medir actividad de lactasa soluble

Se preincuban a 40°C durante 2 minutos, 4.735 ml de lactosa 20 g/l
preparada en el tempdn de trabajo. A continuacidn se le agregan
250 pl de lactasa (1:250), también preparada en el tampsn de
trabajo y se realiza 1A reaccidn enzimAtica.




Cada minute se saca alicuotas de 1 ml y se vicorten en tubos que
contienen NaOH 2N, con el cual se detiene 1la reaccién. Se

cuantifica la glucosa liberada segun el métode de glucostat (kit
Ne® 510-A, Sigma Chemical Co.)

Método para determinacidn de actividad de la enzima inmovilizada

La medida de la actividad de la encima inmxvilizada se realiza en
el interior de una «celda de vidrico conectada a un  bafo
termostatizado, donde se ajusta la temperatura en el interiocr de
la celda a 40°C, La concentracidn de lactosa es de 20 o 200 g/l y
se agregan $.75 ml y 0.25 ml de tampin de trabajo para cbtener un
volumen final - de S5 ml, manteniend: una agitacidn-constante en el
ensay~. Se toman alicuotas de 1 ml cada T minutos hasta los &, ya
que en este vangos de tiempos de ensayo la liberacidén de glucosa es
lineal. E]l resto del ensay: es semrjante al descrito en el punto
anteriocr. )

FESULTADOS
Lxs resultados obtenidos  en la inmovilizacidn de lactasa
comercial en quitosano se resumen en la Tabla 1.

JAELA 1. INMOVILIZACION DE LACTASA COMERCIAL EN QUITOSAND.

ACTIVIDAD ACTIVIDAD 7 INMOVIL. FFOTEINA FROTEINA 7Z INMOVIL.

CONTACT. INMOVIL ENZIMA CONTACT. INMOVIL. FREOTEINA
Ul/g Ul/a ’ ma/q mg/q
256 61 z3.8 0,854 0.6 70.3
S05 4 1B.6 1.68 1.1 €5.5
1010 134 19.2 3.36 0.36 Z28.5
20173 137 3.8 €.723 0.49 7.2
Los resultadas  aobienidos, aungque claramente infericores a los
abtenidan  con quitina, son interesantes,  habiéndose obtenido
cargas ~eroanas a las 00 wi/g, con rendimientos  del crden del
Z07%. Mo obstante, o1 costo del qguilosano es significativamente

mayor que el de la quitina y el catalizador resultante es menos
estable por cuante no o utiliza aglutaraldehido como agente de
entrecrutamiento. Cuand:s se utilics glutavaldehido para preparar
el derivad> quitosancs-glutaraldehido, s obtuve rendimientos no

suppricrec al Z Z,existiends un alts percentaje de la actividad
que  no ep  epupresa. Eato podria atribuirse a inactivacidn
Drovoe ada al reancsionar el arupe aldehidao libre del

glutaraldehid: con el grupas -5H del sitic active de la enzima,




tal como se ha detectado en el casc de la enzima scluble donde se
ha medid> un tiempo de vida media encimatica de siete nminutos.en
presencia de glutaraldehido. Sin embargo, este fenémenc no se ha
observado en el case de quitina, donde la pérdida de actividad

durante el procese de irmovilizacidn estd dentro de margenes
razonables.

Aunque ann se encuentran en proaresco experiencias de
inmovilizacién de la enzima comercial con el derivado quitosano-—
alutaraldehido, puede anticiparse que este tipo de catalizador
dificilmente competird con la enzima inmovilizada en quitina-—
glutaraldehido, en cuyo cass no se realirarian experiencias de
inmovilizacidn de la lactasa purificada en este tipo de derivadno.

E. INMOVILIZACION DE LACTASA COMEFRTIAL EN NYLON. .
El, nylon ha sido empleandos come soporte de referencia y esta
siend> evaluado tanto en Chile comr Venezuela. Los resultados
obtenidos en la inmovilizacidn de la enzima comercial son
insatisfactorios, como queda de manifiests en el Apéndice 1 que
contiene los  resultados reportados por el grupo de trabajo de la
Universidad de Concep:idn, trabajands <on derivados de nylon en
polvo, empleands glutaraldehido como activador y polietilenimina
—om> agente amplificador.

Adn resta por investigar el efecto el efecto de la variable E/S a
distintos tiempos de contactos y 1a Activacidn con glutaraldehido
a pH acido 4), Si no se obtuviera mejoras significativas en el
rendimient: y actividad especifica del ratalirador obtenido, se
daria por concluida la inmovilizacidn en nylon, descartandolo
com> soporte,

F. EXTRACCION DE LACTASA DE ELUYVEROMYCES FEAGILIS.

Se presenta 1los resultados obtenidos en Ya extraccidn de lactasa
de células de K.fraqilis, haciend: un  andlisis comparativo entre
la ewtraccidn por  permeabilizacidin con alcohol  ismamilico y
difusidn y la extraccidén par disrup.idn mec&nica en un malilnillo
de bolas. lLa permeabiliracion rom alcohol Jisoamilico se utilira
como procedimients de referencia , estA basado en el trabajo
desarrollado por  los  dinvestigedores mexicanos, si bien se han
modi fi-ado algunas condicicnes con el prophsite de disminuir el
vonaumes de aloobol tssamilicre.,

METODOLOGIA EXFEFIMENTAL

Froduc-idn de la enzima

Células de Kluyveromyces fraqgilis obtenidas en cultivo por lotes
son cosechadas en fase de crecimients  exponencial, centri fugadas
y lavadas, segin el procedimientsc previamente reprrtado. ‘




Determinaci4n de actividad de la-tasa

Se mide scbre Z.27 mM de ONFG a <10°C y pH 6.6 con t>mpén fosfato
0.1 M Mg*= 1 mM, Mn*2 O.1 mM).

Determninacidn_de actividad de lactasa en células

Previo a la reaccidén con ONFPG las células son permeabilizadas con”
alcchol iscamilico, seann el procedimientc descrito mas adelante.

Determinacin de proteinas

Se miden a través del método propuesta nor Lowry 9 col.

Fermeabilizacién =2lular

Se contactan las células con aloohal isosamilico en presencia de
tampin fosfato 0.1 M, pH 6.6, 0.1 mM MNCls, 0.5 mM MgS0. y 1mM

de diticeritrital. La mezcla se agita a ZOO rpm a temperatura
ambiente.

Extra-cidén de lactasa por molienda

Se efectia en un moline Riospec refrigerado -argade con perlas de
vidrio de 0.5 mm. Se estudian distintas concencracicones

celulares, A través del tiempo se mide la actividad y prateinas
en el sobrenadante.

Extraccidn  de lactasa por permeabilizacidn :bas células
permeabilizadas se someten al procedimiento descrito en la fig.l.

CELULAS FEFMEARIL.!I7ADAS
(suspensiin en fase acunsa)l
CENTFIFUSACTON
(resucpensidn pellet)

v
CENTFIFUGATTON
(recucpensidin pellet)

aLmacEnAMTENTO 7 0r
ftdifusion 1actasa intrarelnlar)

CENTEIFUGAC TON
l (subreonadante)
CEHIDN

Figura 1t : Frocedimientos de ewtraccidn de lactasa por
permeabilizacidn,




FRESULTADOS

Fermeabilizacidn

En la Tabla 2 se aprecia el efecto de la concentracidén de alcchel
iscamilicce (AI) y el tiempo de contacto en la permeabilizacidén
celular a1 actuar sobre 0.5 g/l de levaduras.

Fara concentraciones mencres al 0.02% v/v ne se obtuvo
permeabilizacidn. Con concentraciones de Al de 0.04, 0,12 y 0,167
v/v resulté la misma permeabilizaciin que con 0.02 y 0.08 7% v/v.
Se estudi® la permeabilizacidn para concentracicones de células
mayores (hasta 200 g/l1) cbteniéndoc e la misma actividad
especifica que se aprecia en los resultados de la tabla Z.

TABLA 2 : EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ALCOHOL ISOAMILICO Y
TIEMFO DE AGITACION EN LA FERMEARILIZACION

Actividad Especifica (ui/g de células)#10—>

ATCL V/VD 0.0 0,08 0.2 (Pt
Altml/ma células) 0.0 0. 16 0.4 0.48

Tiemps (min)

0 =z 1.3 Z.9 .8
5} ) 1.9 Z.7 -
10 .7 E | Z.8 R
S e JER zZ.8 -
=0 1.8 2.0 - -
30 1.4 2.0 2.9 2.8

Extraccidn por Fermeabilizacidrn

En 1a figura = cse muestra la cinética de difusiin de la enzima A
7° hacia el seno del liquide para levaduras permeabilizadas con
razones Al/células iguales a 0,04 ml/ma y 0.4 m]l/mg.

Estabilidad del Crudo

En la figura 2 se aprecia la estabilidad de los crudos obtenidos
por  permeshilicracidn para razones Al/células de 0,005 y 000
almacenardos a temperaturas de 10 y 700,

En la figura 4 se muestra el efecto de! diticeritritol sobre la
estabilidad del crudo enzimatico,

E-traccidn por molienda

En las fiquras 5, &, 7 y 8 se precentan las cineéticas de
extraccidn de ectividad y proteinas  por molienda con 200 m)l de
perlas de vidrio y concentraciones celulares de 20, 30, 40 y &0
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Figura 2 : Difusibn dc lactasa intracelular de K.fragilis

permcabilizadas con Al 0.01 ml/mg v 0.4 ml/mp.
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: Efecto del ditioeritritol sobre la estabilidad

del crudo enzimiatico almacenado a 7°C.
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@/1 respectivamente, - en una camara de 350 ml. Para moliendas
efectuadas con 150 ml de abrasivos se obtuvieron cinéticas
similares a las presentadas en las figuras 5 a 8, resultando el
maximo de extraccidén después de S minutos de disrupcién.

En la figura 9 se muestra el efecte de la concentracién de

células sobre la actividad extraida para 150 y 200 ml Jde
abras. vo.

En 73 figura 10 se aprecia el efects de la concentracién de
células en disrupcidn por molienda con 200 ml de perlas de vidrio
de 0.5 mm. Se pbserva una relacién lineal c.n la concentracién de

proteinas extraidas, 1o cual no se presenta con la actividad de
lactasa liberada.

tn la figura 11 se presenta una comparacidén del crudes cbtenids
por permeabilizacidn con solvente y por disrupcién celular.

Estudics de extraccién de lactasa por molienda que se encuentran
en ejecucidn permiten predecir que es posible obtener
rendimientos del  30%, zon una estabilidad del crudo del 1007  en
18 dias a 79 sin adicién de preservantes.

CONCLUSIONES

— La permeabilizacitn de FKluyvercmyces fraqgilis rcon Al es
extremadamente rapida, manteniéndose la artividad hasta loce 20
minutos de agitacisn.

= La actividad especifica tui/g «células) maxima, se obtiene a

partir de 0.4 m! Al/mg de <células manteniéndose dicho valor a
mayores razones Al/células.

- Disminuyend> los caostos de Al en 10 veces, es decir una
permeabilizacidn con 0.04 m] de Al/my de células se legra un 72%
de la actividad considerada comc ei 1007 de permeabilizacién.

= En Eluyvercomyces fraqilis permeahbilizadas con razones de 0.0 y
0.4 ml de Al/mg de =#4lulas, la lactasa intracelular difunde -asj
en un 1007 después de 1Z y 3 horas respectivamente de mantener
las células lavadas a S°oC.

- El «crude obtenido por permeahilizaridn para una rardn de
Al/células igual a 0.05 ml/mg es mas eslable que o] ~btenide con
concentraciones mayores de alcohel. E) diticeritritel estabiliza
la actividad enzimé&tica del crude.

- El volumen de abrasive en la vamara de molienda afecta la
extraccidn de actividad y proteinas, siends ésta mayor cuand:. las
perlas de vidrio o-upan 200 ml en ver de 150 ml.

-~ Fara los dos valdamenes de  abraci v ratudiados, se obhtuvo el
dptime de extraccidn enzimdtica cuands la concentracidn  de
levaduras fue de 20 g/1.
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men de abrasivo cn la extraccién por molienda
de lactasa de Kluyveromyces fragilis .
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RECUPERACION DE LACTASA

PERMEABILIZACION CON MOLIENDA CON ABRASIVOS
ALCOHOL ISOAMILICO

R = 70,3 % R=75%
v v
CRUDO CRUDO
86 Ul/ml 14.4 Ul/mg prot 73,8 UI/ml1 7.6 UI/mg prot

Figura 1i : Extraccién de lactasa por pcrmeabilizacién y

disrupcién celular.




- EXiste una relacién lineal entre las proteinas extraidas y la

concentracién celular presente en la camara de molienda, no
observandose el misme efecto con la actividad enzimatica.

= Bajo las condicicones de molienda estudiadas se obtienen
cinéticas de extraccién de proteinas y actividad seme jantes.

- El rendimientc de extraccién de lacrtasa es levemente superior
por molienda que por permeabilizacidn con alcohol isnpamilico.

- La extraccidn por permeabilizacidn es un método  de
permeabilizacién mads selective que 1a disvupcidn en molino con
abrasivo. -

- La extracciin por molienda es mas simple. que la extraccidn por
permeabilizacidn.

FURIFICACION DE EXTRACTO CRUDO DE K.fraqilis.
Dada 1a baja actividad especifica del extracte crudo enzimAtico,
se hizc indispensable su purificacidn como una etapa previa a la

inmovilizacidn, segin ce sefal® anterirrmente.

Se estudi$, como alternativa al procedimiento de purificacidén con

polietilenglicol  desarrcllads  por los investigadores mexicanos,
un procedimiento basado en precipitacisn fraccional fon solventes
orgdnicos  y con sales. Los  resultados obtenidos por  1os
investigadores mexicancs en la purificacidn de un  crudo
enzimatico clarificado por particién bifasica, empleanda
polietilenglical como agente  de precipitacidn, no han sido
posibles de reproducir en el caso de un crudo enzimAtice

clarificado por centrifugacién.

lLa estrategia de purificarién desarrcllada conciste en dos pasos
sucesivos de precipitacidn fraccicnal. En el primerc se utiliza
etancl a baja temperatura como agente  de precipitacisn, el que
fue selerccicnada entre otros solvenles wrgdnicos miscibles
tacetona, metancld con los que se 1e compard en evperiencias
preliminares. En el segundc pasa se emplea sul fato de amonio come
agente de precipitasi¢n, el que se adirfrirna a la fra-cisn
redisuelta obtenidn en la etapa anterior,

METODOLOSGIA EXFEFIMENTAL

La metodologia de cbtensisn del cruds clarificado es la siquiente
y aplica tanto al caso de precipitacidn fraccional con etanol y
sul fato de amoni o, < OMO al casn de precipitacien  con
prlietilenglival,

Obtenciin del crudo enzimatico

a. Propagacié4n : A partir de la cepa eon medic sd4lido se realiza
una propagacidin en medic Jiquida para  ohtener el indcule a




utilizar en el cultive en matraces.

b. Cultive en mastraces : Inoculande con células provenientes de
la etapa de propagacién se realiza el cultive en matraces a las
siguientes condiciones:

Temperatura = 20°C

Agitacién = 220 rpm

Volumen matracz = 2 litruos

Volumen de medio =1 litro

Tiemp: = hasta llegar al final de la fase
exponencial.

pH . = 4,2 (con tampdn citrato)

Composicidn del medic de cultivo (/1) :

Lactosa 10 B
(NH4) 250, L.53

KEaHFOL*3H-0 0.22

MgS0,* 7H0D 0. 286

Ext.levadura 7.5

En el cultivo en matraces se lleva un contral de la concentracién
celular en el tiempo para determinar el tiemnc de cosecha de las
ceélulas, el que se hace coincidir con el tiempo al  cual la
actividad enzimatica especifica de las células alcanza su valer
dptim: (al final de la fase exponencial de crecimiento).

La propagacidn en medio liquido del indcule de los matraces se
realiza en el mism> medio de cultive vy a las mismas condicicones
de pH y temperatura.

=. Separacidn de las ceélulas : Las células rcosechadas del cultive
en matraces <e separan mediante centrifugacidn a €000 rpm peor S
min a una temperatura de 4°7. Las células separadas son )avadas =
veces «con tampdin fosfatoa. Finalmentre <e obtiene un pellet de
células librec de impurecas.

d. Las células lavadas se resuspenden en tampin fosfato pH €.6
hasta una concentracisn celular de aproximadamente Z0 a/l.

2. Fermeabilizacidn : Se adiciocnan en un matraz de aford de =50
ml, 12,5 ml de alcchal jecamilico y la  suspensisn celular hasta
alcanzar el nivel de aforao, Esta mescla se agita por 20 seq en
forma manual. La temperatura de 1a mesclea de permeabiliracisn se
manticne a aprovimadoemerte | 200,

f. Decantacidn : Fara ceparar el alvohol ijeoamilico se introaduoce
la mercla de permeabilizac. 4n en un embuds de decantacidn, drinde

se separa la face AL WG A que rontiene }as células
permeabiliradas.

9. La faee aruosa, conteniendoe adn alcohol isocamilico, se
centrifuga por 10 min a €000 rpm. Se bata el scobrenadante y el
pellet <e lava 1 vex con tampdn fosfato pH €.6.

T 5 -



h. Las células permeabiliradas lavadas, provenientes de un
volumen de 125 ml de la fase acucsa de permeabilizacién, se
resuspenden en 400 ml de tampén fosfato pH 6.6. Con esta dilucién
se cbtiene un crude enzimaAtico con aproximadamente 7 g/1 de

proteinas. La difusién de 1la enzima se realiza a 7°C por un
tiempo de 1S5 horas.

i. Al finalizar la difusién de la enzima se separa el pellet por
centrifugacidn a 6000 rpm por 10 min. El scobrenadante corresponde
al crudo enzimatico que tiene las siguientes carvacteristicas :

Actividad = 60-70 ui/ml (medida con 2.7 mM de ONF)

Froteinas = app. 7 mg/ml (Lowry con albamina de boving como
referencia)

La metodoelogia seguida para la purificacidn por precipitacidn
fraccional con etancl y sul fato de amonio es la siquiente:

Furifi-caci4n del crudo enzima&tico

a. Frecipitacidn _con _etancl : Se adicicnan 100 ml  de crude
enzimatico en un vaso precipitads en un bafc de hiele con sal
tapp.—-2Z0°%). PBajo aqgitacién se adiciona al crudo, dejando
escurrir por las paredes del vasz, 100 ml de etancl 395% el que se
encuentra en un bafio a las mismas condicicnes que el bafe en que
se encuentra el crudo. La temperatura durante la precipitacién es
de 0-3°C y el tiempco de adicién del etancl es de 3-4 min. Al
finalizar 1a adicién del etanaol s ajusta la temperatura a ©°C,
Se centrifuga a 0°C a 10,000 rpm por B minutos.

b. Se bota el sobrenadante y el precipitado se resuspende en 15-
1007 del volumen inicial del crudo. Se homogeniza y si quedan
particula no disueltas se centrifuga a 10.000 rpm  por 10 minagtos
y se re-upera el socbrenadonte.

Z. La precipitacidn con sul fate de amonio se lleva a cabo con 100
m! del purificado con etancl, bajo agitacidn en bafic de hiele a
ZvI. Se adicicona el sulfato de  amonio Jentamente, hasta =u
concentracidén final equivalente al  70% de saturacidtn a 0. S

centrifuga a 10,000 rpm por 10 min y se bota o] sobrenadante.

d. Se resuspende el precipitads en tampsn fosfato pH €. 6
La metodalogia seguida para la precipitacidn  fraccieonal «on
prlietilenglico) fue 1a siguiente:

43 wl de crudo fueron mezclados con 70 @l de agua y 17 ml de
polietilenglical €000 al  50%. Se llevd la mezcla a zO°C y se
ajusti el pH a 6.0 con Acido foasfaric, diluides (volumen de anmiA
mas acidoe diluido = 27 ml). Luegr s« dej* agitando pear 20 min v
24°C y postericrmente se centrifug® por 40 minutos a 6000 rpm y
S°C. El precipitads formade se rediec)vid (parcialmente) en 25 m)
de tampin. Finalmente sp centrifugs a 8000 rpm por S minutos [pAara
eliminar el precipitade no redisuelto.




RESULTADOS

Se realiz® un estudic preliminar de precipitacién con distintas
concentracicnes de etancl (72 V/VY, cobteniéndose los resultados
que se presentan la Tabla 3 :

TABLA 3 PRECIPITACION DE EXTRACTO CRUDO DE LACTASA A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ETANOL.

ETANOL (% V/V) U/m} mg/ml U/mg R (/) F.P.
0O 24.6 7.0 3.5 100 1
20 0 0.2 0 0O 0O
30 3.9 0.3 11.7 14.2 3.3
40 9.7 0.3 3.3 39.4 3.2
S0 18.9 0.3 €£2.0 76€.8 18
60 Z20.5 1.2 17.1 83.8 4.9

F o rendimientso
FF = factor de purificacidn

Fuede wbeervarse que la encima presipita casi completamente a UL YA
V/V de etanal, y que el gruesx de la artividad se recupera entre
el 20 y S0 7% V/V de etancl, sienda posible cbtener una
purificacisn sustantiva <on un rendimients aceptable.

Evperiencias preliminares de precipitacidn <on sul fato de amonieoy,
mostraron que la lactasa pre-cipita casi  <completamente a  un 70 7
de salurarién de la sal., En 1a Tahla 4 «@ muestran los resultadeos
de precipitacisn fracvional con etanad al S0 72 V/V y sul fat«. de
ameniee al 70 % de saturacidn, de  avuerda a la metodologia
propuesta., -

Se precenta los resultads  ohtens o con dios crudos  de distinta
calidad (Z4.6 y 1.9 ui/ml crrrespondientes a 3.0y 7.7 wmi/mg
proteina respectivamented,  Fuede  obheesvarse  que el fa-taor de
purificarian shtenidi  no varjia significalivamente con lao calrdard
inicial del <crudo. La precipitaridn entrega factaorec e

purificacidn del crcden de 14, mientrac que la precipitacidn «on
sul fato de  amonin  da  una pureca adicional rer-sana a . N
mbstante, el rendimiento disminuye de aprosimadamente un 70 a0 Qo
% oaun 40 a 5% % con el paso adiciconal  de calade con sulfat.. de
amonic, por 1o que e discutible 1a ronvenmienraa de inchinry ecte
sequndn paso de pw ificascidn, aunque favorece la rediaclur can del
precipitads para su postericor inmovilisacidn,




TABLA 4 FRECIPITACION CON ETANOL Y SULFATO DE AMONIO

ETAPA U/ml ma/ml U/mg R (%) F.P.

CRUDD 24.6(54.9) 7.1(7.1) 3.5(7.7) 100100 1C)

ETANDL 22.3(90.4) 0.45(0.86) 49.6(105.2) 74.7(82.4) 14.2(13.7)

S.AM. 24.80140.9) 0.24(0.69) 103.4(204.2) 55.4(42.8) 29.5(26.5)

El gradc: de reproducibilidad de 1os resultados no ha sido
enter amente satisfactorio, abteniéndose variaciones
significativas dependiend> de la velocidad de adicidn del etancd
y el control de la temperatura de operacidn (factores de
purificacidn inferiores a 1los reportados en la Tabla 4, del orden
de S5 a 8, se han obtenido con adicidn rapida de etanol que
permite un mejor contral de la temperatura de operacidén). Este
Mltimo aspecto parece ser crucial para la reproducibilidad de laos
resultados por 1o que los  experimentos recientes se han
desarraollado con adicidn lenta y estricto control de temperatura,
me jor Andose 1a reproducibilidad.

Les resultados obtenidos en la precipitacidn  fraccional con
polietilenglicnl, de acuerd: a la metodologia indicada, se
presentan en 1la Tabla %, para dos crudos de calidad diferente
(B.7 y 5.7 ui/smg prateina resperctivamente?

TABLA 5 FFECIFITAZION CON FOLIETJILENGL ICOL

ETAFA U/ml mg/ml U/ma F.F.
CRUDO 121.5 ¢6£5.5) 13.7 (11.1) 8.3 (5.9} 1 1)
FFT 182.3 (101.2) 6.0 (4.3 20.7 (23.5) 2.4 (3.9

FFT: fraccidn precipitada redisuelta

Los resultadus  abtenidos son signi ficativamente inferiores a los
obtenidos por el agrupo de  trabajo wmexicanc, donde se reportan
factorez de purificacidn de) orden de 10, Lae diferencias podrian
debercse a la diferente colidad del  rcrodo, coms consecuencia del
distinto precedimientry de ~eparacidn de 1o fragmentos celulares.




H. TRANSFERENCIA DE LA INFORMACION ORTENIDA EN LA INMOVILIZACION
DE LACTASA COMERCIAL EN QUITINA A LA INMOVILIZACION DE .
LACTASA FRODUCIDA FARCIALMENTE PURIFICADA.

En el mes de junic se recibiercn dos wmuestras de preparado

enzimaticoe purificado preparade por el grupo de investigadores

mexicancs. Desafortunadamente,el preparado se recibié en malas
condiciones, dado el lapso de tiemp> que el preparado permanecid
sin refrigeracidn y la ausencia de preservantes. Ello se

desprende claramente de 1os resultados de la Tabla 6.

TABLA €. CARACTERISTICAS DE FPREFARADD DE LACTASA PARCIALMENTE

FURIFICADO. *

FREF. 1 PREF. 2
Actividad medida (ui/ml)~ 1244 1093 )
Actividad declarada fui/mla® 2253 ZBZE
Frocteinas (mg/ml) 16 18
Froteina dec-larada (mg/ml) 1z 16
Act.especifica (ui/mg proteinas) 77 €1
Actividad especifica declarada 192 176
Contex microbiclédgico total (mo/mld 2.34%10° 2.05%10%

a : medida sabre lactosa Z0 g/1 a 40°:, pH 6.6
: actividad medida en México, aparentemente empleands ONFG
como sustrato.
medida por Lawry
medida por métods de Breed

. Fostericrmente, en 21 mes de Septiembre, se recibi¥d wuna nueva
muestra de lactasa parcialmente purificada. Esta vez el preparadao
lleg’ en buena=z condiciones, con las siaunientes caracteristicas:

Actividad ¢ 770,65 ui/ml (en lactocea 70 /1, S0 y pH 6€.6)
Froteinas @ 9.7 ma/ml (Método de Liwrvy com albdamina bovina o oma
referencian

l.a actividad de la lactazs medida crn DM ee 1.2 veres superinr
a la medida con lactoea, com 1o cual = obliene una actividad de

4.2 uwi/ml valar muy cercans a)l repartados para esta muestra de
970 uvi/ml.

Al momend o e iniciar las pruebhas de inmewviliracidn de esta
enzima 0 obheervd que la actividad encrimatica de la misma habsa
disminuidz> significativamente a un €07 del valor  inirial
repaortads. Se realicaron pruebas preliminares de inmovilizacidn,
n>  obhstante se considera que la eatabilidad del preparadao
enzimdtiro e= ann insuficiente.

METODOLOGTA EXFEFIMENTAL

Frevirm al estudic de inmovilizacridn de la lactasa parcialmente
purificade, debid ponerse en  ejecncidn un método para producir

Pr— - iw‘l




qQuitina de calidad adecuada a la inmovil
producto crudo que se adquiria de la empr esa
S.A. no se estd produciends actualmente.
se serala a continuaci én.

CAFARAZUN CRUSTACEOS

' AUTOCLAVE
S0 min.

COCCION'

121 °c,

FEMOJO anH 0.1 N
T amb. hor as

~
y

/
TAMIZADO

EXTFACZION 1
HC1 € N
T amb. Z horas

-

FILTREACION

LAVADO

EXTFACCION 2
FOH S N
1Z1°, 2 horas

-t

FEMOJ

Soec,

|

FEMOJO AC.ACETICO 1%
SOeC, 30 min,

NaCl 1%
20 min.

LLAVADD

SElADO

izacién,

ya que el
nacional BIDAUSTEAL
El esquema de produccién




El rendimientca cobtenido es del orden del 18%Z. El productoe

cbtenidc es de alta calidad, obteniérdose escamas libres de
pigmentacién, de proteinas y carbonato.

La metocdlcgia de inmovilizacién en quitina es la siguiente:

- A 1.25 g de quitina se le adicionan 25 _ml de acido acético S%
v/v y se incuban a S0°C durante 30 minutos. En esta etapa se
produce una hidrélisis Acida parcial de la quitina cbteniéndose
como resultads un aumentos de la reactividad de 1la quitina frente
al reactiv> bilfuncional utilizado en la siguiente etapa.

— A la quitina hidrolizada parcialmente se le retira el Acido
presente, a través de lavad>s sucesiveos oon agua destilada. Luego
se adicionan 0.5 m]l de Acido acrético, 0.8 ml de alutaraldehido al
257 y 4.2 ml de agua destilada y se incuba la mezcla por 16 horas.
a temperatura ambiente. En esta etapa se produce la activacidn
del coporte con el reactive bifuncional glutaraldehido.

— Se eliminan 1los reactivos de artivacidn mediante lavados
sucesivos con agua destilada. Ge adicivonan 7.5 ml de solucidn
enzimatice a pH B.5 (tampin fosfato 0.1 M) y una concentracidn de
1 mM de dticeritrital utilizade como estabilizante enzimatico. Se
intuba a 4°% por 16 horas.

— Fara eliminar la enzima remanente en solucidn y la enzima
adsorbida a) soparte se realizan lavados sucesivos con tampdn
fosfato pH 6.6, NaCl 0.5 M pH 6.6 y tampsn fosfato pH €.6.

- El almecenamiento de la enzima inmovilirada se realiza A 4°0 en
tampan fosfate 0.1 M a pH 6.6 con 1 mM de diticeritritol comso

estabili-ante.

Experiencias de inmovilizacidn

Utilizand: el protocola descrita anteriormente se realizaraon
pruebas de inmoviliracidn con la lactaen evtraida de célnlas de
F.fragilic ¥y -on una lactaca comercial del miems origen flLactozym
Z000L de NOVOY en quitina purifisada a poartir de capararones de
camar ones  con el precedimiento deccrits anteriormente.  Se
realizaron  ademds pruebas de inmevilicracidn con la  lacstasa

evtraida cde k. fraqilis purificada a travér de dos procedimientos
di ferentes.

Fara Jac e'priencins realiradas vone el fin de compararv la
lactasa e-traida de t.fragilis ¢ la Jactasa comercial, las
caracteristicas de 1us preparados encrimdticos utilizados fueron
Jas siguientes,

A partir de Jas célula= de K.fragilis =z=e realizéd la extraccidn de
la enzima mediante permeabilizacidn e éstas con  Alcoho)
iscamsilicrae y el evtracte encimadticeo obtenide luego purificado por
precipitaciones cucesivas con etancl y sulfato de amonio.




El preparadoe enzimatico asi cobtenid> tenia las siguientes
caracteristicas:

Actividad : 160.7 (ui/ml) (medida en lactosa 20q/1,40°, pH 6.6)

Froteinas : ©0.55 mg/ml (determinada por el wmétode de Lowry
utilizandc albuminas bovina como proteina de referencia)

Actividad especifica : 295 (ui/mg proteina)

Las caracteristicas de la enrima comercial utilizada son una
actividad de 4880 (ui/ml?>» y una actividad especifica de 325

(ui/mg de proteina), medidas de la wmisma forma que para el
preparad> anterior.

Fara las experiencias realizadas para comparar las lactasas de
K.fragilis obtenidas a través de diferentes metodologias de
purificacidn se utilizaron preparados enzimaticos con las
caracteristicas sefialadas a continuaci dn.

Caracteristicas de lactasa purifi:c-ada mediante precipitacidn con
etancl

Actividad : 457.5 (ui/ml>
Froteinas @ 5.6 (mg/ml)
Actividad especifica : 81.7 (ui/mg proteina)l

Caractericticas de lacltlasa purificada mediante precipitaciones
surcesivas etancl-sul fato de amonio

Actividad : 415.8 (ui/ml>
Froteinas : 4.2 (mg/ml?

Actividad especifica : 33 (ui/mg pratesnad

En las experiencias realicades para comparar la enzima extraida
de F.fraqilis -on la lactasa comevcilal se contactaron 964 y 487
ui de la lactasa de levaduras y J7€ ui der la enzima comercial.

En las ewperiencias realirada= para comparar las dos metodolaqgs as
de purificacién de la lactasa de Jlevadura se contactaron 1017 y
37 ui de la enzima precipitada ~on etonal y con etancl-cul fatao
de amnio respectivamente.

Fara cada ewperiencia de inmewvili, cidn roo determingd la actividad
entimatica y la cantidad de prateina contactadas, la proteina
remanente en solucidn después de 1a inmovilizacidén y la actividad
del catAlizador de enzima inmovilizada obtenido., La actividad
enzimiti-a se midid utilizand,, Jal.aa coms sustrato (20 y T0O0
g/l para la entima scluble e inmovilirsada respeclivamente, (0% y
PH E£.6). La concentracidn de prateinas sp determing a travie del
métcdrer de Lowry utilizands  albidmina de  bovipo como proteina de
referencia.




RESULTADOS

En las pruebas de inmavilizacidn realizadas para comparar la
enzima comercial con la enzima cobtenida de células de K.fraqilis,
se ocbtuvieron los resultados entregades en la Tabla 7 .

TABLA 7 INMOVILIZACION DE LACTASA FURIFICADA EN BGUITINA

ACTIVIDAD ACTIVIDAD FREOTEINA FROTEINA
CONTALCTADA INMOVILIZADA CONTALCTADA INMOVILIZADA
ul Z (x%) ma mg
857 €1.8 2.2 1.45
429 S0.32 1.6% 0.86
867 (*5 100 3.1 1.43

(#3 : Evperiencia realirada con la enzima comercial

(##) : Se entrega com: porcentaje de la madxima actividad
inmovilizada abtenida correspondiente a 1. de la experiencia con
la enrima comercial.

Dad:w.e 1o wvalores de las cargas enzimAticas de los catalir-adores
obtenidie con la enzima de levaduwra y la enzima comercial se
consider s adecuads e) grade de puwrificacisn de 1la enzima obtenida
a partir de las células de levadura parn realizar las restantes
pruebeos de inmovilicasidn de la encsima.

En la Takla 88 se entregan 1o recuvltados obtenidos en 1as

experiencias de i1nmovilicacidn  de la la:ctasa de levadura
purifir-ada mediante las dos metodalonsas diferentes utilizadas.

TARLA B INMOVILIZACION DE LACTASAS DE F.Fragilis FURIFICADAS

Metod. . e A-tividad N tividad Froteina

prourd fae e dr, rontactada inmavi 1izada contactada
NI Guovi /g tmg?

Ftanc) 1O 127.3 10,1

Etancl ~-su] fato
de amonio a7 ) I R 10,1




De 1los resultados de la Tabla B ce puede
metodelogia de purificacién no afecta a la carga
catalizader de enzima inmovilizada obtenido.
resultados es que se selecciond la
por precipitacién con etanol para realizar

concluir que la
enzimatica del
En base a estos
metodelogia de purificacidn

las pruebas de

inmovilizacién destinadas a optimizar el protocoloe de
inmovilizacidn de la lactasa de K.fragilis en quitina. -

I. CARACTERIZACION CINETICA FRELIM’NAR Y ESTARILIDAD OPERACIONAL
DE LACTASA COMERCIAL INMOVILIZADA EN QUITINA.

METODOLOGIA )

Caracterizarcidn cinética

Se realicd una caracteritacidn cinética preliminar de la enrima

comercial inmovilizada en quitina utilizands lactosa como
sustratc, 409 y pH 6.6,

Se determin® la velocidad inicial de reaccién del catalizador
para concentracicones de sustratoc en el rangs de 10-150 a’/l y
posteriormente, utilizand: el métods de linealizacidén
inversos de Lineweaver Burlk sz determind el
de afinidad enzima-custrata de 1la ecuacisn
Menten (km).

de los
valor de la ronstante
cinética de Mircrhaelis

Estabilidad ops=-acicnal

Se realizaron pruebas para delrrminer 1a estabilidad de la

lactasa comercial inmovilizada en quitina en la operaciisn de

reactores  continucs de columna empacada, a las siguientes
condiciones

Enzima : Lactaza NOVO (Lactorym 2000L)  jpmovilizada en quitina,
con una actividad de 161 ‘ui/g) medida en laztosa 200g/1 a 4000 y
PH 6.6

Sustrato : Solucidn de lectrsa de ronecentrarcidn 100a/1 en tampin
fosfats 0.1 M pH 6.6, con jones Mg*= | aM y Mn*2 0,1 mi.
Temperatura ce ectoediaren O temperaturas de coperacidn,
temperatura ambtiente (IO-TTO0Y 3 dner

Flujos de operacidén @ para cada temperatara se utilizés an flujo
estimado para cotener una conversisn ini-ial tedrica del 9%5%. Los
valores utilicadzs  fueron de O.6L0m) /min para 40°C y O.18ml /min
para temperatura ambionte,

Dimensiunes del reactor @ se vtilisd un reactor de columna con un
diametro de T <m y una zltura mayra o 1a altura alcanzada por la
enzima inmavilitada darante 1a oper ar idn.

Carga enzimadtica del reactor : Pn cada ewperiencia se utilizo una

.




carga de 2.2 @ de enzima inmivilizada de las caracteristicas
sefialadas anteriormente.

La operacidén del reactor se realic® con flujo ascendente del
sustratce. La temperatura se controlé mediante la circulacién de

agua a la temperatura de operacidn a través de la chaqueta del
reactor.

Durante la operacidn del reactor se tomaron muestras en el
tiemp=, a las que se les determin® la concentracién de glucosa
mediante el método colorimétrico enzimAtico glucostat (kit NeS10-
A, Sigma Chemical Co.). Con el valor obtenido en estas
determinacicnes y las relaciones estequiométricas de la reaccidn
de hidr&licis de la laztosa, se determind® el agrado de conversidn
en funcidn del tiempo.

FESULTADODS

Caracterizacidn cinética

En la aradfica de inverscs de Lineweaver Burk de la figura 12 se
entregan Jlos resultadose obtenides en la evaluacidn cinética
preliminar del catalizador. De la <orrelaciédn lineal de los
invereoe de la confentracidn de ~actrat.. y velowidad inicial de
eacoidén =  obtuve un valer de I'm de 13,6 mM (S55.32 g/12 para laA
lactasa 1nmovilizada en quitines, valer que corresponde a
aproximadamente 10 veo s el valor  sbienido para la enzima
soluble. F=te valor de Pm es apavende o edria estar indicands la
presencia re restricacicmes difusi-anades de consideracidn.

Estabilidad operacional

En las figuras 12 y 14 se grafican las grados de conversidn,

ewprecsados coms porcentaje del  araldee de conversidn mAximo,
wbtenidos en funcidn del tiemps de cpevvae 140 del reactor para las
temperaturas estudiadas, T0O-T5°00 y A0°% respectivamente.

De la regrecsidn lireal del Jog(i¥ del grad.. de conversidn maximo)
vercsus trempn de operacidn se obtnvie: oy 1os siquientes tiempos
cde virda media 12 hovras pares 0% o 20 dijas para ZS°r,
coneiderando coms tiempo de vy da muvdie al tiempn de operacidn il
cuwal s Laene un SOY de Ja o conver i s ral,
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Figura 12

b ok W & 1 L

1/5 (g lactosa/1) !

: €fecto de la concentracibén de lactosa sobre

la velocidad inicial de reaccibén de 1a lac-
tasa comercial inmovilizada en quitina. (40°C
pH 6.6)
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Figura 13 : Estabilidad opecracional de 1a lactasa co-
mercial inmovilizada cn quitina a tempera
tura ambiente (20-25°C).




$ de la conversidén mixima

Figura 14
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Estabilidad opcracional de la lactasa co-
mercial inmovilizada en quitina a 40°C.




APENDICE 1.

INMOVILIZACION DE 8-GALACTOSIDASA DE KLUYVEROMYCES
FRAGILIS SOBRE NYLON.

Uno de los materiales seleccionados como soporte, por diversas razones.
(costo, disponibilidad, buenas propiedades mecanicas y estabilidad quimica)
{ue nylon.

En Chile se dispone sin restricciones de nylon 6 en particulas de tamafio
aproximado 05 x 0.2 cm.

Aunque la disponibilidad de malla de nylon es menor que para las
particulas, tamblen se contempla inmovilizar la enzima sobre ella porque
experiencias previas indican que es posible inmovilizar sobre esta forma de
nylon. )

Se considera la inmovilizacion de #-Galactosidasa de K. fragilis en forma
covalente a nylon en particulas y malla de nylon de acuerdo al siguiente
esquema de reacclones:

NY-GLU-PEI-GLU------cu--- > NY-GLU-PEI-GLU-EMZIMA

Las reacciones involucradas pueden resumirse a continuacién:

1.- Pre-hidrélisis acida (H') del nylon para exponer mayor cantidad de
grupos amino reactivos.

2.- Unién de Glutaraldehido (GLU) a {os grupos amino expuestos en ¢l nylon.
3.- Reaccion del complejo anterior con Polietilenimina (PEI) como elemento
de entrecruzamiento con el giutaraldehido para lograr mayor superficie de
enlace disponible a la enzima.

4.- Activacién final con Glutaraldehido (GLU) el cual reaccionara finalmente
en forma covalente con la enzima,

Las condiciones experimentales de eslas cualro etapas son las mismas
descritas en Informe Proyecto FONDECYT 89-0288 de Dicilembre 1989.




INMOVILIZACION DE 8-GALACTOSIDASA A NYLON EN PARTICULAS

a) MOLIENDA del NYLON.

Las particulas disponibles (0.5 x 0.2 c¢m) debieron ser reducidaz en :u
tamafio mediante molienda ya que por un lado ¢llas deben preszntar una
superficie que sea capaz de unir una cantidad adecuada de enzima v por otro
lado al ser usagas en un reactor deben permitir su empleo sjn prohlemas de
compactacién y caidas de presién.

La molienda del nylon en particulas se realizé.en un molino de martillo. A
partir de 200 g de nylen se ohtuvieron fas siguisntes fracolones.

Tamafio particuta u gramos 2
> 500 B2 3 41}
500 - 315 58.3 29.1
315-250 57 iy
<250 15 X
TOTAL 160.6 003

La eficiencia del proceso de molienda fue de umn v A% Por <l tamano de
particula y el rendimientc obtenido se conlinudra trabajande =n 1as =1Apas
posteriores con la fraccion de tamafo 500 - 315 v, que &5 la QUc 1135 g
acerca con un rendimiento aceptable ( 29% ) a un tamafio de particula
adecuado para fines practicos.El molino empleado da un bajo rendisiienty en
1a fraccion de interés, pero no se dispone de otro molino en 13 Universidad
de Concepcidn que sea capaz de moler las particulas de nvien qus zon
extremadamente duras.

La fracclén » 500 u fue sornetida a una segunda molienda sity mavor <o, va
que el rendimiento en la fraccion de interés ( 315 - S00 u ) en ecta seghnda
etapa fue muy escafo




b) PRE-HIDROLISIS del NYLON.

En est: etapa se considera un tratamiento acido del nylon ( fraccion 315 -
500 u ) para hidrolizar uniones amida secundarias, que liberaran grupes
amino y carboxilicos transformando al nylon en un Soporte con mavor
nimero de grupos funcionales disponibles para ser activados posteriormente
e inmovilizar 1a enzima de interés covalentemente a él.

De acuerdo a experiencias previas de hidrélisis de nylon en polvo { HC: 35
M y temperatura de 509C durante tiempos cortos de 2 - 6 horas) qu2 n:
dieron una cantidad de grupos amino libres que permitieran unir un2
cantidad adecuada de enzima se ensayaron condiciores de hidrolicic mac
drasticas.

En base a los resultados obtenidos anteriormente { FONDECYT Ine &w ) +—
decidié ensayar 1as siguientes condiciones. BRI 35 M ( 20 mi/g de uviom Su
oC y tiemnos mayores que 2 -6 horas con agitacion mediants uns valiiis
giratoriz. A continuacion se exponen muestras asi tratadas.

HC135M
50 ¢C c,
Agit. con b =
varilla Frerup 414 Trecyp 30 2
cd e CIJ -
""l h]ljrulvb'w, | ’ '
-]
Yo(udn

0o - iAf:Iu

; e Ty g ar
Tresgp 296 creiap 2n v -
XL U I
- -
)

P




Durante Ia hidrélisis del nylon se pierde alrededor del 10R del material
porque parte de €1 se solubiliza y se elimina durante el lavado obtemendose
un liquido turbio que contiene un polvo muy fino no recuperable al filtrar

por papel.

Al ensayar condiciones de hidrélisis mas drasticas como HCl 4.17 M {40
ml/g nylon), 50 oC duraate 6 y 13 horas (agitacion con varilla) ¢i nylon 3¢
solubiliz6 cas1 completamente obteniéndose un polve muy fino con escaza
recuperacion (2.78 y 2.18).

HCl 4.17M -
50 ¢C

Agit. con
varilla

A las muestras de nylon hidrolizadas obtenidas no se les ha detsrminad::
contenido de grupos amino libres despues de la hdréliste La titulasion
acido-base en medio acuoso de los grupos amuno lbres no ha dado
resultados confiables, ya que muestras de nylon hidrolizadas en condicione:
muy dilerentes con respecto al tiempo, nio muestran dxrerenmc nofables &n
el contenido de grupos NHZ. Probablements esto se debe a gU= wi Uiia
reaccion de titulacion que ocurre en un medio neberogcneo. donde la
reactividad de los grupos titulables con el titulante e< demaziado j=nta.

La mayoria de los métados descritos en bibliografia pars cvantficsr Trup s
amino implican 1a solubilizacion de 1a muestra, 10 que en <3ic 2357 5o 22
aplicable.

Actualmente se esta ensayando un método para cuanniyar ks or .'r RO
lbres en medio no acnoso. Los grupos -COOH con = oivalenles 4 pe 21pte-
amino presentes en ¢l nylon.

Por razones practicas no se  pudo disponer de la varille giratonia para a25tos
las muestras de nylon duranite €l proceso de midrolisis por 1o que los

-




muestras que se hidrolizaron a continuacion fueron agitadas <con una barra
magneética.

Las condiciones de hidrélisis fueron HCl 3.5 M, 50 & , tiempos de & v 15
horas , agitacion con barra magnética.

HC135M

50 oC S

Agit._con » T oen T i

barra mag. 3 e T 1Sh B-
Nyl Fran e i
‘sin hidrolizer : . mgf ,,-'--P 23 .SIE‘.‘:!F’_S%S U

Comparando estas muestras con las anteriores tratadas en forma simitar, -0
exepcion de la forma de agitacion, se observa que las muestras agitadss <on
barra magnética presentan a simple vista un tamafio de particula infer1>r 1
las agitadas con varilla. Esto significa que la barra magnetica tiene un &f=.t
abrasivo sobre el nylon.

Debido 2 que la agitacion magnética posee un efecte sobre ¢l n"lnn qus ¥
reducir el tamafio de las particulas de éste a simple vista Jecidy
disminuir 1a temperatura d¢ hidrolisis a 0% mant::—-mendc- la.-, ttra;
condiciones ( HC1 3.5 M , agitacién con barra magnetica y iempos de % © 'y
15 horas).

HC1 3.5 M
40 oC
Agit. con o
barra mago. O 1 T L
rwbglt'. -__E.-v 5 e .,;. ac o4 -
= 4




Al observar estas tres muestras se ve que a las 1S horas de tratamiento
dcido se ha reducido ¢! tamafio de las particulas de nylon en forma visible y
la recuperacién de material despues de la hidrélisis es de un 76.7%.
Considerando que para el nylon hidrolizado durante 6 h no se redujo en
forma tan notoria el tamafio de las particulas , se emplea esta muestra de
nylon hidrolizado para continuar el proceso de inmovilizacion de la enzima.
El método para evaluar la disponibilidad de grupos reactivos en el nylon esta
slendo evaluado y con é! seran analizadas todas las muestrac de nylon
hidrolizado hasta ahora obtenidas.

¢) OBTENCION DE UN SOPORTE PARA INMOVILIZAR 8-GALACTOSIDASA A
PARTIR DE NYLON EN POLVO.

Siguiendo e} esquema experimental anteriormente descrito se obtiene a
partir de nylon molido (particula 500- 315 u ) e hidrolizado con HCl 3 M.
(40 ml/g de nylon ) a 40 2C con agitacién con barra magnehca““u'?l srf?o
para inmovilizar 8-Galactosidasa.

Efecto del brazo espaciador.

En primer término se evaluard el efecto que tiene sobre el proceso de
inmovilizacién 1a fongitud del brazo espaciador inmovilizando enzima eobre
los sigulentes soportes:

Nylon hidrolizado (HC1 3. S M, 40¢C, agitacion con barra magnética y t = 6 h)
al que se le adosa un brazo espaciador de diferente longitud:

Ny- GLU

Ny- GLU- PEI !

Ny- GLU-PEI-GLU




Ny-GLU  Ny-GLU- Ny-GLU-
PElI  PEIGLYU

ENZIMA Contactada
Ul/g soporte seco 3493 3493 3493
ENZIMA REMANEMTE
I 27122 2509,2 2584,0
2 717 718 74,0

ENZIMA INMOVILIZADA

Ul/g soporte seco 12,1 15,3 38,9
RI % 0,35 0,43 L1

ENZIMA PERDIDA
p 220 27,7 24,9

El tiempo de contactacién en estas experiencias fue de 6 horas, en presencia
de ditioeritritol para proteger a la enzima de la inactivacién. Las actividades
enzimaticas fueron medidas con lactosa (método Glicemia Enzimética).

De 1a tabla anterior se desprende que la cantidad de enzima que permanece
en el remanente es similar para todos los soportes y es alta. Esto significa
que la mayor proporcién de la enzima contactada { 10 mg/g soporte seco )
no es unida al soporte.

Para el soporte Ny-GLU-PEI-GLU es mayor la cantidad de enzima que se
expresa como actividad inmovilizada ( 38,9 Ul/g de soporte seco), por 1o
tanto puede afirmarse que la mayor longitud del brazo espaciador posee un
efecto beneficioso sobre 1a actividad que manifiesta la enzima inmovilizada.
Teniendo en cuenta estos resultados, deade fa mayor parte de la enzima
contactada permanece en la solucién remanente, se estd actualmente
obteniendo un soporte Ny-GLU-PEI-GLU 2 partr del nylon tratado con HCI
35M, 40 %, agitacién con barra magnética durante tiempo mas prolongado (
15 horas ) alin cuando este nylon es reducido a simple vista en su tamafic
molecular durante el pericdo de hidrélicis. Estos resultados afin no estan
disponibfes.

De los datos anteriores tambien se obzerva que el & de enzima perdida es
similar para todos 10s soportes. La enzima perdida no corresponderia a
enzima soluble que se inactiva durante el proceso de contactacion, va que se




hizo un experimento BLANCO en que se mantenia enzima soluble bajo las
condiciones de contactacién ( Temperatura, pH, agitacién, pero sin presencia-
de soporte ), no observindose para ésta, pérdida apreciable de su actividad.
rendimiento de inmovilizacién tiene valores muy bajos que
probablemente pueden ser optimizados variando fa razdm E/S
(Enzima/Soporte), experimentos que se harin a continuacién y que por lo
tanto no son incluidos en el presente informe.
Efecto del tlémpo Y PH de contactacion. )
. Se ensayaran los pH de 6.6 y 8.5 ( por ser compatibles con la estabilidad de
la enzima) durante la etapa de contactacién de Ia enzima con el soporte Ny- _
- GLU-PEI-GLU a diferentes tiempos ( 6, 15 y 20 horas ). El pH $.5 fue
seleccionado por favorecer la reaccion quimica que ocurre durante el process i
de union covalente de la enzima con los grupos aldehido del glutaraldehidc
___A Jow e e | e ___r.--_}__s»___'
L I i e 6 . pH € o
TIEHPO DE CONTACT. | 6h & asn | won | an | 5k | on
! . . . . e -
ENZINA CONTACTADA| _ | | R IR S
Ul/ g separteseco | -S43 3450 9N 3G 34931 3433
. EMZIMA PEMANENTE | I I R N B
- ul 02534 207 ey 3ir47] 299771 25808
| Coa | esal sos| 937 Ba7f 768
Ezmaioviizapal "} 0 b L |
Ui/ gsoporleseco | =~ 3891  236)  16.! A9.9| . 2030 127
_RE Ll oesl ol 1ozl 058 0.3
AN ST T _ B -
WL TE T T T daet e el s2| TThanl 2z
o I __J
) '

i, % Delos resultados de la tabla se desprende qus, tanto para pH 6.6 como para
w - ' pH 8.5 los mejores valores de carga enzimatica se logran con tiempos de
'\ contactacion de 6 horas, siendo en estos casos tambien mayor el rendimiento
de inmovilizacién.
El pH 8.5 de contactacion no favoreceria el proceso de inmovilizacion con
respecto al pH originalmente planteado ( pH 6.€ ).
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