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Figura 5.2. Cinética de inmovilización de ββββ-galactosidasa en Sepabeads HFA a pH 7.5 (A) y 8.5 (B). ◆◆◆◆ Proteína en 

el sobrenadante ■■■■ Proteína total en el gel ▲▲▲▲ Proteína covalentemente unida   
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En teoría, la adsorción iónica inicial de las proteínas al soporte debería tener un efecto 

protector contra los factores inactivantes del medio (por ejemplo el alto pH). La inmovilización 

covalente de la proteína adsorbida se lleva a cabo más rápidamente que si se hallara en solución, 

debido a la mayor proximidad de los grupos reaccionantes (Arroyo, 1998). Sumado a esto, la 

adsorción más rápida a pH 7.5 favorece la estabilidad de la enzima durante los estadios iniciales del 

proceso, cuando la proteína está todavía en la fase soluble. Basados en estas consideraciones, se 

diseñó un método alternativo para llevar a cabo la inmovilización en Sepabeads HFA y de esta 

manera lograr mayores rendimientos de inmovilización. La enzima se adsorbió a pH 7.5 y se 

inmovilizó covalentemente a pH 8.5 (protocolo 2). El resultado fue un incremento dramático en el 

rendimiento de inmovilización desde 52 a 100% (Tabla 5.8).  

 

Tabla 5.8. Dos protocolos alternativos para la inmovilización de β-galactosidasa en Sepabeads HFA. 

Protocolo pH de adsorción 
pH de unión 

covalente 

Rendimiento de 

inmovilización (%) 

Eficiciencia de 

inmovilización (%) 

1-Adsorción y 

unión covalente al 

mismo pH a 

 

8.5 

 

8.5 

 

52±6 

 

89±1 

2-Adsorción y 

unión covalente a 

distinto  pHb 

 

7.5 

 

8.5 

 

100±5 

 

83±7 

a- 24 h de incubación. 

b- 6 h de incubación a pH 7.5 y 18 horas de incubación a pH 8.5. 

Los resultados son la media de 9 ensayos ±SD. 

 

En línea con estas observaciones, la cinética del proceso de inmovilización (tanto en 

términos de proteínas o actividad) reveló que la adsorción inicial a pH 7.5 es un proceso rápido, 

mientras que la velocidad de unión covalente se incrementó significativamente a pH 8.5 (Fig. 5.3).  
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Figura 5.3. Cinética de inmovilización de β-galactosidasa en Sepabeads HFA (Protocolo 2). La enzima se incubó 

con el soporte a pH 7.5 durante 6 horas; luego, el pH de la suspensión se incrementó a 8.5 y la incubación se 

continuó por 18 horas adicionales. ◆◆◆◆ Proteína en el sobrenadante ■■■■ Total de proteínas en el gel ▲▲▲▲ Proteína 

covalentemente unida.  

 

Este hallazgo demostró que pueden obtenerse rendimientos cercanos al 100% con todos los 

soportes estudiados,  mediante la aplicación de protocolos adecuados. Las mejores condiciones para 

la inmovilización en estos soportes se resumen en la Tabla 5.9. En todos los casos los rendimientos 

y eficiencias de inmovilización alcanzados son muy altos.  

 
Tabla 5.9. Condiciones óptimas para la inmovilización de β-galactosidasa a 25ºC. 

 

Soporte pH Fuerza iónica  

(M) 

Rendimiento de 

inmovilización 

(%)
a 

Eficiencia de 

inmovilización 

(%)
 

Eupergit C 7.5 1.0 100±1 89±6 

Eupergit C 250 L 7.5 1.0 100±4 100±4 

Sepabeads EP 8.5 1.4 98±6 85±4 

Sepabeads HFA
b 

8.5 0.02 100±5 90±5 

a- Proteínas determinadas por el método de BC A. La incubación se llevó a cabo en 

amortiguador fosfato de potasio a 25ºC durante 24 h (Sepabeads HFA, Eupergit C, 

Eupergit C 250 L) o 48 h (Sepabeads EP).  

b- Protocolo 2. La carga enzimática aplicada fue de 30 mg/g de gel (Sepabeads EP, Eupergit C 

y Eupergit C 250 L) y 15 mg/g de gel (Sepabeads HFA). 

Los resultados son la media de 20 ensayos de inmovilización en cada caso. 
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5.1.2. Caracterización de los derivados obtenidos 

 
pH óptimo y estabilidad frente al pH 

 
Los efectos del pH sobre la actividad y estabilidad fueron analizados en forma comparativa 

entre la enzima soluble y los derivados. Los derivados usados con este propósito se prepararon a 

cargas aplicadas medias de 30 mg/g, bajo las condiciones óptimas descritas con anterioridad. En el 

caso de la enzima en solución se evidenció una curva típica en la relación actividad-pH, con un 

óptimo en pH 6.0. Los derivados en Sepabeads EP mostraron el mismo pH óptimo que la enzima 

soluble. En concordancia con lo reportado anteriormente para el derivado en Eupergit C (Hernaiz y 

Crout, 2000), éste presentó un pH óptimo en 5.5, evidenciando la influencia del microentorno en la 

determinación de las propiedades funcionales del catalizador. No obstante, el cambio o no de las 

condiciones óptimas depende de la combinación particular de enzima y soporte considerada. Entre 

muchos ejemplos, los biocatalizadores obtenidos por inmovilización de la dextranasa de 

Penicillium lilacinum en Eupergit C poseen las mismas condiciones óptimas que la enzima soluble 

(Aslan y Tanriseven, 2007b). A su vez en este trabajo de Tesis, como se verá más adelante, no hubo 

variación significativa de las condiciones óptimas de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa y D- 

xilosa (D-glucosa) isomerasa cuando se las inmovilizó en Eupergit C y Eupergit C 250 L.  

Los derivados en Sepabeads HFA exhiben su máximo de actividad a pH 5.5, al igual que los 

derivados en Eupergit C. La actividad de los derivados en el rango de pH 6.0-6.5 fue superior al 

70% de la actividad en el pH óptimo.  

Para todos los derivados considerados se observó un perfil similar de actividad con el pH 

cuando se trabajó con ONPG o lactosa. Tanto la enzima libre como sus derivados presentaron un 

nivel de actividad aceptable en el rango de pH de leche descremada y otros productos lácteos, el 

cual varía entre 6.0 y 6.5 (Bakken et al., 1992), así como de suero dulce (5.5-6.5).  

Los perfiles de estabilidad para la enzima soluble y los derivados en Sepabeads EP fueron 

similares en el rango de pH 4.0-6.0, con un máximo de estabilidad a pH 6.0. La comparación de los 

perfiles evidencia que cualquiera de los derivados presentan una estabilidad mayor frente al pH que 

la enzima libre, aunque es notable la diferencia existente entre los distintos derivados. Considerada 

la enzima soluble, esta presenta un pico estrecho de estabilidad en pH 6.0, coincidente con el 

máximo de actividad. Hacia ambos lados de la escala la caída es pronunciada, pero es más notoria a 

pH básico, destacándose que en 7.5 ya no presenta actividad apreciable. Sin embargo, la estabilidad 

de los derivados en Sepabeads EP se mantiene incluso por encima de este pH. Los derivados en 

Eupergit C y Eupergit C 250 L exhiben mejores estabilidades que los derivados en Sepabeads EP 



 

85 

 

en el rango 5.0-6.5, con un máximo de estabilidad en pH 5.5 y un pequeño descenso por encima de 

pH 7.0 (Fig. 5.4). Los derivados en Sepabeads HFA presentan un perfil de estabilidad similar a los 

derivados en Sepabeads EP. Sin embargo, en el rango 6.5-7.5 éstos últimos son más estables. Para 

los derivados en Eupergit C y en Sepabeads HFA la mayor estabilización se logra a pH ácido, en 

tanto que para aquellos en Sepabeads EP la estabilización es mayor a pH ligeramente alcalino, 

manteniendo importantes niveles de actividad luego de 24 horas de incubación a pH 7.5 (Fig. 5.4).  
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Figura 5.4. Efecto del pH sobre la estabilidad de ββββ-galactosidasa y sus derivados (24 h de exposición).  ���� Enzima 

nativa ���� Derivado en Eupergit C ���� Derivado en Sepabeads EP ���� Derivado en Eupergit C 250 L ���� Derivado en 

Sepabeads HFA.  

 

Temperatura óptima 

 

Se estudió el efecto de la temperatura sobre la actividad de las formas nativa e inmovilizada. 

La enzima libre y todos sus derivados exhiben un incremento exponencial de la actividad en el 

rango 20-45°C. Se ha reportado para ciertos biocatalizadores el incremento en la temperatura 

óptima como consecuencia de la inmovilización (Filho et al., 2008; Cerdobbel et al., 2010). No 

obstante su mayor estabilidad térmica, los derivados de β-galactosidasa de B. circulans presentados 

en este trabajo mantuvieron el mismo valor de temperatura óptima (45ºC) que su contraparte 

soluble.  
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Estabilidad térmica y estabilización 

 

Estabilidad térmica 

 

La enzima soluble mantuvo aproximadamente 15% de su actividad cuando fue incubada 

durante 32 horas a 50ºC, actividad residual levemente inferior a la que exhiben los derivados sin 

bloquear incubados en las mismas condiciones.  

 

Estabilización por bloqueo 

 

La modificación química de la enzima o el soporte es una estrategia muy empleada para 

conseguir altas eficiencias de inmovilización, sobre todo cuando se trata de enzimas inestables, y/o 

se busca incrementar la termoestabilidad del biocatalizador inmovilizado (Rodrigues et al., 2009b). 

Un tipo de modificación química del soporte es el bloqueo de grupos reactivos remanentes, el cual 

puede ser considerado a la vez como una modificación química del soporte y una herramienta 

potencial para modificar el microentorno de la enzima inmovilizada con fines diversos, entre ellos 

la estabilización térmica. En este trabajo, luego de la inmovilización, los grupos reactivos 

remanentes del gel se bloquearon con glicina 3 M durante 24 horas a temperatura ambiente o 2- 

mercaptoetanol 0.2 M durante 4 horas a 4ºC. Los derivados  bloqueados retuvieron el 100% de la 

actividad inmovilizada (Tabla 5.10). No obstante, la actividad de la enzima soluble se reduce 12% 

cuando se la incuba con 2-mercaptoetanol en las mismas condiciones. Estos resultados sugieren 

que la inmovilización tiene un efecto protector y minimiza la inactivación de la enzima durante el 

proceso de bloqueo (Mateo et al., 2007b; Rodrigues et al., 2008; Miranda et al., 2011). 
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Tabla 5.10. Efecto de tioles y glicina sobre la actividad de β-galactosidasa. 

Biocatalizador Condiciones Actividad residual (%) 

Fosfato de potasio 0.1 M pH 8.0, 4ºC, 4h 100 

0.2 M 2-mercaptoetanol en fosfato de potasio 

0.1 M pH 8.0, 4ºC, 4h 

88 

20 mM  DTT en fosfato de potasio 0.1 M pH 

8.0, 4ºC, 4h 

64 

 

 

 

 

β-Galactosidasa nativa 

Glicina 3 M pH 8.5, 25ºC, 24 h 100 

Fosfato de potasio 0.1 M pH 8.0, 4ºC, 4h 100 

0.2 M 2-mercaptoetanol en fosfato de potasio 

0.1 M pH 8.0,  4ºC, 4h 

100 

20mM  DTT en fosfato de potasio 0.1 M pH 

8.0, 4ºC, 4h 

100 

 

 

 

 

Derivados insolubles 

Glicina 3 M pH 8.5, 25ºC, 24 h 100 

 

Se determinaron las estabilidades térmicas de derivados obtenidos a distinta carga aplicada  

en soportes Eupergit C, Sepabeads EP, y Sepabeads HFA (Fig. 5.5).   

 

 

Figura 5.5.  Estabilidad térmica a 50ºC (32 horas de exposición) de derivados bloqueados en función de la carga 

aplicada. 

 

El bloqueo incrementa significativamente la estabilidad térmica de todos los derivados (Fig. 

5.6). En efecto, luego de 24 h de incubación a 50ºC la actividad residual de los derivados en 

Eupergit C bloqueados con glicina fue alrededor de 60% comparada con el 20% del 

correspondiente derivado sin bloquear. Los derivados bloqueados con glicina exhiben mayor 

termoestabilidad que aquellos bloqueados con β-mercaptoetanol (Fig. 5.7). 



 

88 

 

 

Figura 5.6. Influencia del bloqueo en la estabilidad térmica de los derivados ββββ-galactosidasa-Sepabeads EP y ββββ-

galactosidasa-Sepabeads HFA. ���� Enzima nativa ���� Derivado en Sepabeads HFA no bloqueado ���� Derivado en 

Sepabeads EP no bloqueado  ���� Derivado en Sepabeads EP bloqueado con glicina ���� Derivado en Sepabeads 

HFA bloqueado con glicina.  

 

Figura 5.7. Influencia del bloqueo y naturaleza del agente bloqueante en la estabilidad térmica de los derivados 

ββββ-galactosidasa-Sepabeads EP y ββββ-galactosidasa-Eupergit C. ���� Enzima nativa ���� Derivado en Sepabeads EP no 

bloqueado ����Derivado en Eupergit C no bloqueado ���� Derivado en Sepabeads EP bloqueado con β-

mercaptoetanol ���� Derivado en Eupergit C bloqueado con β-mercaptoetanol ���� Derivado en Sepabeads EP 

bloqueado con glicina ���� Derivado en Eupergit C bloqueado con glicina.  
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Las vidas medias a 50ºC en función de la carga aplicada se muestran en la Tabla 5.11. La 

enzima soluble tiene una vida media de 12 h, levemente inferior a la que exhiben los derivados sin 

bloquear incubados en las mismas condiciones. Las vidas medias de los derivados β-galactosidasa-

Sepabeads EP bloqueados directamente con glicina, sin tratamiento alcalino alguno (0 h) oscilaron 

entre  18 y 80 h, en función de la carga aplicada. Las estabilidades de los derivados β-

galactosidasa-Sepabeads HFA bloqueados con glicina fueron también elevadas; estos derivados 

muestran vidas medias en el rango 18-100 h. El moderado carácter hidrofóbico de los soportes 

acrílicos convencionales determina la ocurrencia de interacciones hidrofóbicas entre el soporte y la 

superficie de la proteína y esto puede afectar sus propiedades. Se ha sugerido que el bloqueo con 

glicina genera un microambiente hidrofílico que favorece la estabilidad de la enzima evitando las 

interacciones hidrofóbicas entre proteína y soporte (Mateo et al., 2007a; Alptekin et al., 2010).  

Los derivados bloqueados  β-galactosidasa-Eupergit C y β-galactosidasa-Eupergit C 250 L 

obtenidos a carga media poseen vidas medias muy superiores a las encontradas para los derivados 

bloqueados β-galactosidasa-Sepabeads EP (195, 197 y 21 h, respectivamente). Por otro lado, los 

derivados bloqueados obtenidos a baja carga exhiben vidas medias más altas (289 y 80 h para 

Eupergit C y Sepabeads EP, respectivamente), que aquellos obtenidos a cargas media y alta.  Este 

efecto podría explicarse por la mayor intensidad de unión covalente multipuntual en estos 

biocatalizadores (Mateo et al., 2007b; Torres y Batista-Viera, 2012a).  

Todos los derivados bloqueados permanecen completamente activos luego de 6 meses de 

almacenamiento a 4°C en amortiguador de actividad. El procedimiento de bloqueo no afectó 

significativamente la estabilidad frente al pH.  
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Tabla 5.11. Termoestabilidad de los derivados de β-galactosidasa a 50ºC en función de la carga enzimática 

aplicada, extensión del tratamiento alcalino post-inmovilización y bloqueo con glicina.  

 

Soporte 

Carga 

aplicada 

(mg/g de 

gel)
a 

Tratamiento 

alcalino
b
 (h) 

Rendimiento de 

inmovilización 

(%) 

Eficiencia de 

inmovilización 

(%) 

Vida 

media
c 

(h) 

0
d 

100 ± 1 93 ± 1 80 

8 --- 84 ± 1 63 3 

24 --- 61 ± 2 63 

0 100 ± 1 98 ± 3 21 

8 --- 83 ± 1 24 30 

24 --- 74 ± 2 37 

0 18 ± 1 81 ± 1 18 

8 --- 78 ± 1 18 

Sepabeads 

EP 

 

120 

 24 --- 63 ± 3 20 

1.5 

0 

8 

24 

100 ± 1 

--- 

--- 

95 ± 1 

81 ± 7 

68 ± 1 

100 

80 

67 

15 

0 

8 

24 

98 ± 4 

--- 

--- 

94 ± 1 

93 ± 3 

91 ± 1 

40 

49 

51 

Sepabeads 

HFA 

60 

0 

8 

24 

14 ± 1 

88 ± 1 

74 ± 1 

66 ± 1 

18 

18 

19 

0 100 ± 9 88 ± 1 289 

8 --- 85 ± 9 291 3 

24 --- 80 ± 1 301 

0 100 ± 1 96 ± 1 197 

8 --- 84 ± 3 271 30 

24 --- 74 ± 1 387 

0 31 ± 9 89 ± 1 90 

8 --- 64 ± 2 207 

Eupergit 

C 

120 

24 --- 57 ± 1 291 

 0 100 ± 4 100 ± 8 195 

30 8 --- 88 ± 5 268 
Eupergit 

C 250 L 
 24 --- 81 ± 8 385 

a- La masa de gel utilizada fue 300 mg por ensayo en un volumen total de 10 mL.  

b- La β-galactosidasa se inmovilizó en Sepabeads EP, Sepabeads HFA, Eupergit C o 

Eupergit C 250 L bajo las condiciones óptimas. Los derivados obtenidos se 

incubaron en amortiguador fosfato de potasio 1 M (Eupergit C y Eupergit C 250 L), 

1.4 M (Sepabeads EP) o 0.02 M pH 8.5 durante 0-24 horas antes de bloquear con 

glicina 3 M.  

c-  La cinética de inactivación de los derivados en batch a 50ºC se siguió por 1-54 h. La 

vida media de la enzima nativa (en concentración equivalente a los derivados obtenidos 

a carga aplicada media) fue de 12 horas bajo estas condiciones.  

d- Derivados sólo bloqueados. 

 

Estabilización por tratamiento alcalino 

 

Se ha sugerido que la unión covalente multipuntual incrementa la estabilidad 

conformacional y la rigidez de la estructura proteica, reduciendo la distorsión estructural por efecto 

de diversos agentes como el calor (Kuroiwa et al., 2005, Knezevic et al., 2006; Tardioli et al., 2006; 

Long et al., 2007; Li et al., 2008; Rodrigues et al., 2008). La correlación entre unión multipuntual y 
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estabilidad térmica ha sido estudiada en base al análisis del número de lisinas que participan en 

enlaces covalentes con el soporte para el caso de la inmovilización de proteasas en glioxil-agarosa 

(Pedroche et al., 2007). La mayor intensidad en la interacción covalente entre enzima y soporte 

podría no sólo incrementar la estabilidad del biocatalizador, sino además su propensión a la 

reactivación. Este fenómeno ha sido estudiado para las proteasas inmovilizadas en relación a sus 

aplicaciones en la purificación de enzimas de interés farmacéutico (Suh et al., 2005), pero también 

ha sido detalladamente estudiado en recientes reportes en la literatura (Rodrigues et al., 2009a; 

Rodrigues et al., 2009c; Miranda et al., 2011; Romero et al., 2012). La unión covalente 

multipuntual se ha explorado también para la inmovilización/estabilización de enzimas en soportes 

nanoestructurados y nanogeles (Kim et al., 2006b; Hong et al., 2007a). 

De hecho, uno de los factores que afectan la unión covalente multipuntual es la carga 

enzimática, ya que las cargas bajas permiten la formación de más enlaces covalentes por molécula. 

Muchos investigadores han estudiado la inmovilización de enzimas en soportes epoxi-activados, 

remarcando la mejora en estabilidad de los derivados frente a factores como pH, medios orgánicos, 

temperatura y condiciones de almacenamiento (Torres et al., 2008; Pramparo et al., 2010). El 

contenido relativamente alto de grupos reactivos en Sepabeads EP y Eupergit C frecuentemente 

brinda la posibilidad de que la unión covalente multipuntual sea intensa, si se trabaja en las 

condiciones de inmovilización apropiadas. Agregado a esto, se ha reportado que la incubación 

alcalina  previa al bloqueo de los derivados enzimáticos usualmente incrementa la estabilidad 

térmica (Mateo et al., 2007a; Grazú et al., 2010; Bolívar et al., 2010; Cowan y Fernández-Lafuente, 

2011). Con el objetivo de estudiar el efecto de la unión multipuntual sobre la estabilidad de la β-

galactosidasa de B. circulans (enzima monomérica), los derivados se expusieron a condiciones 

alcalinas (pH 8.5) durante  períodos de 8 o 24 horas (Fig. 5.8).  

 
Figura 5.8. Estrategias de estabilización post-inmovilización. Derivado 1: no bloqueado; Derivado 2: 

estabilización por bloqueo con glicina; Derivado 3: estabilización por tratamiento alcalino a pH 8.5 y bloqueo con 

glicina.  
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La estabilización en este caso también depende de la carga enzimática y de la duración de la 

incubación alcalina.  Mientras que el tratamiento estabilizante resultó muy efectivo en el caso de 

los soportes Eupergit C y Eupergit C 250 L en todos los casos, los derivados en Sepabeads EP y 

HFA exhibieron una débil estabilización sólo a cargas medias. La comparación de vidas medias 

mostró que los derivados en Eupergit C obtenidos a carga media resultaron los más estabilizados, 

con un incremento de 10 veces en sus vidas medias con respecto a los correspondientes derivados 

en Sepabeads EP. Los derivados obtenidos luego del tratamiento alcalino seguido por bloqueo se 

mostraron dos a tres veces más estables que los correspondientes controles (derivados sólo 

bloqueados), con un incremento total de 33 veces con respecto a la vida media de la enzima libre 

(Fig. 5.9). Para cargas aplicadas altas (120 mg/g de gel), los biocatalizadores inmovilizados en 

Eupergit C pudieron ser también estabilizados significativamente (vidas medias de 207 h y 291 h 

tras 8 y 24 h de tratamiento alcalino, respectivamente) [Tabla 5.11].  
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Figura 5.9. Estabilidad térmica de los derivados de ββββ-galactosidasa a 50ºC.  

 

No obstante, los derivados obtenidos a baja carga (inicialmente los más estables), 

exhibieron pobres niveles de estabilización al aplicar esta estrategia. Los derivados en Eupergit C 

250 L obtenidos a cargas medias tuvieron factores de estabilización similares a los encontrados 

para el caso de Eupergit C (Tabla 5.11). El grado de estabilización obtenido con este soporte 

moderadamente activado varía en función de la carga aplicada, como se mostró para Eupergit C. 

Para los derivados a alta carga en Eupergit C 250 L podría esperarse un comportamiento subóptimo 

en términos de estabilidad térmica. La menor intensidad de unión covalente multipuntual a alta 
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carga podría a su vez afectar negativamente la estabilidad térmica en comparación con los 

derivados a carga media. Por otro lado, podría esperarse una menor inactivación debida a la 

formación de uniones múltiples en el caso de este soporte menos activado (Hernaiz y Crout, 2000; 

Gómez de Segura, 2004; Bezbradica et al., 2009; Khan et al., 2012). 

El Sepabeads EP y el Eupergit C tienen un contenido similar de grupos epóxido (cerca de 

100 µmol/g de gel húmedo). Los diferentes grados de estabilización obtenidos durante el proceso de 

inmovilización/estabilización en Eupergit y Sepabeads podrían deberse a diferencias en el carácter 

hidrofóbico de estas matrices (Mateo et al., 2002; Mateo et al., 2003; Mateo et al., 2007a). El 

Sepabeads es levemente más hidrofóbico que el Eupergit. La presencia de una superficie hidrofóbica 

cercana a la proteína puede disminuir su estabilidad térmica y afectar otras propiedades que 

dependen de un correcto plegamiento (Mateo et al., 2002; Mateo et al., 2003; Ghazi et al., 2005; 

Mateo et al., 2007a). La mayor hidrofobicidad determina una interacción más fuerte con la enzima. 

En la mayoría de los casos, este problema puede resolverse mediante bloqueo con agentes 

hidrofílicos (como la glicina), pero el éxito de esta estrategia dependerá de la estructura particular de 

cada enzima. De hecho, la matriz Sepabeads muestra niveles de estabilización muy altos en gran 

número de casos (Mateo et al., 2007a; Mateo et al., 2007b; Çelem y Onal, 2009). La alta 

congruencia geométrica entre enzimas y soporte intensifica tanto la unión covalente multipuntual 

como las interacciones hidrofóbicas con efectos negativos sobre la actividad del biocatalizador. En 

buena parte de los casos estudiados hasta ahora, el bloqueo con agentes hidrofílicos o la 

derivatización de la matriz puede superar estas dificultades y resultar en una elevada estabilización 

térmica de los derivados, incluso cuando se aplica a enzimas multiméricas de termófilos (Fernández-

Lafuente, 2009; Barbosa et al., 2011; Cowan y Fernández-Lafuente, 2011). Asimismo, los 

protocolos de inmovilización pueden determinar diferencias en la estabilidad y otras propiedades de 

los derivados frente a distintos agentes (Abian et al., 2003; Cabrera et al., 2008; Vieira et al., 2011). 

En el caso particular de esta enzima, los beneficios de una alta congruencia geométrica que proveen 

las matrices Sepabeads no logran superar las limitaciones impuestas por los efectos negativos 

derivados de una mayor hidrofobicidad en comparación con otras resinas acrílicas epoxi-activadas, 

como Eupergit C. Recientemente se ha reportado un efecto desnaturalizante como consecuencia de 

la adsorción a resinas epoxi-activadas con base en la copolimerización de alil glicidil éter y 

etilenglicol dimetacrilato (AGE-EGDM) para el caso de la enzima α-quimotripsina (Thudi et al., 

2012).  
La duración del tratamiento alcalino (Fig. 5.10) también afecta la eficiencia de 

inmovilización, la cual refleja el porcentaje de enzima inmovilizada que permanece activa. Se ha 

comprobado que esto se relaciona directamente con la intensidad de unión covalente multipuntual 
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mediante el análisis de la concentración de péptidos producida por digestión controlada con tripsina 

de los derivados. Mediante este método se pudo observar que al aumentar el tiempo de incubación 

a pH 8.5, el tratamiento con tripsina de los derivados obtenidos genera menos péptidos libres, 

mostrando que existe un mayor número de enlaces covalentes entre enzima y soporte, los cuales 

evitan la separación de algunos de los fragmentos de la digestión proteásica. En base a este análisis 

se estimó que el número de enlaces proteína-soporte por molécula se multiplica por un factor de 2 y 

8 luego de 8 y 24 horas de incubación alcalina respecto al número de enlaces correspondiente a los 

derivados control sin tratamiento alcalino. La reducción de eficiencia observada luego del 

tratamiento alcalino indica un incremento de la inactivación debida a la formación de enlaces 

adicionales entre enzima y soporte (con el potencial de alterar la conformación de la proteína y en 

particular del sitio activo). Sumado a esto, el descenso en  eficiencia luego del tratamiento alcalino 

es más pronunciado para aquellos derivados obtenidos a cargas aplicadas media y alta, para los 

cuales la chance de formación de más uniones covalentes es más alta (Tabla 5.11). Estos resultados 

refuerzan nuevamente la hipótesis de la existencia en este caso de unión covalente multipuntual.  

 

8 horas de 

tratamiento 

alcalino

24 horas de 

tratamiento 

alcalino

 
Figura 5.10. Efecto esperado de la duración del tratamiento alcalino sobre el proceso de unión multipuntual. 

 

Para el caso de los derivados en Sepabeads EP a cargas baja e intermedia, la presencia de 

uniones covalentes multipuntuales es sugerida por la reducción en la eficiencia de inmovilización 

de los derivados luego del tratamiento alcalino post-inmovilización. La gran estabilidad térmica de 

los derivados a baja carga refuerza esta hipótesis de estabilización, debido a la probable 
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intensificación de la unión covalente multipuntual en estas condiciones. Esto condice con el 

hallazgo de que los derivados a cargas media y alta están menos estabilizados, pero el tratamiento 

alcalino incrementa en mayor grado la estabilidad térmica de estos derivados. Los derivados en 

Sepabeads HFA, por su parte, exhiben mayores termoestabilidades que los derivados en Sepabeads 

EP. La adsorción inicial previa a la unión covalente en soportes heterobifuncionales de este tipo se 

da via interacciones iónicas y no hidrofóbicas, y posiblemente en orientaciones distintas a las que 

ocurren en los soportes convencionales, lo cual puede explicar las diferencias observadas (Mateo et 

al., 2007a).  

La estabilización térmica alcanzada para los biocatalizadores β-galactosidasa-Eupergit C a 

través de la unión covalente multipuntual fue al menos comparable a la reportada para la formato 

deshidrogenada de Candida boidinii y la alcohol deshidrogenasa de hígado equino inmovilizadas 

en soportes glioxil-agarosa (Bolívar et al., 2006; Bolívar et. al., 2007), y para la β-galactosidasa de 

Bacillus circulans inmovilizada en sílica macro-mesoporosa químicamente modificada (Bernal et 

al., 2012). Sin embargo, el factor de estabilización logrado en este trabajo es menor que la 

estabilización de 260 veces a 55ºC obtenida por inmovilización de carboxipeptidasa A en glioxil-

agarosa y al obtenido para otras proteasas en el mismo soporte (Tardioli et al., 2003; Cabrera-

Padilla et al., 2009; Galvão et al., 2009) y a su vez inferior a la estabilización de entre 300 y 600 

veces obtenida para la celobiasa inmovilizada en amino-epoxi-agarosa (Vieira et al., 2011), la 

glucoamilasa previamente aminada con etilendiamina e inmovilizada en soportes glioxil-agarosa 

altamente activados (Tardioli et al., 2011), la D-aminoácido oxidasa de Trigonopsis variabilis 

inmovilizada en Sepabeads EA mediante entrecruzamiento con glutaraldehído, y la glutaril acilasa 

en soportes amino-epoxi-Sepabeads activados con glutaraldehído (López-Gallego et al., 2004; 

López-Gallego et al., 2005), respectivamente.  

 

Parámetros cinéticos 

 

La Km de la enzima libre y la Km aparente de los derivados de carga media en Eupergit C y 

Sepabeads EP fueron determinados a 30°C, 40°C y 50°C, utilizando lactosa como sustrato, 

asumiendo una cinética de Michaelis-Menten y empleando para el cálculo la linealización de 

Eadie-Hofstee (Tabla 5.12). Los valores de Km son más altos para los derivados que para la enzima 

soluble (71 mM para derivado en Eupergit C y 60 mM para derivado en Sepabeads EP, frente a 25 

mM para la enzima soluble a 30°C), y decrecen con el incremento de temperatura. Se han reportado 

resultados en la literatura, reafirmando el hecho de que la afinidad de la enzima por su sustrato es 

afectada por el tipo de soporte y la accesibilidad del sustrato al sitio activo, de modo que la 
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eficiencia de inmovilización en general disminuye, tanto en ambientes acuosos como en solventes 

orgánicos (Arica y Hasirci, 1993; Hernaiz y Crout, 2000; Karboune et al., 2005; Petkar et al., 

2006). Como se esperaba, Km disminuyó con el incremento de temperatura. Cuando la temperatura 

se incrementa de 30ºC a 50ºC, Km decrece aproximadamente 3 veces para los derivados en Eupergit 

C, mejorando por tanto la afinidad por lactosa de los mismos. Los derivados en Eupergit C fueron 

estabilizados, lo cual permite realizar lactolisis a 50ºC, y este hecho representa una ventaja 

considerando la aplicación de estos biocatalizadores. Se ha reportado que la inmovilización de la β-

galactosidasa de E. coli en Eupergit C 250 L produce un cambio en la especificidad respecto a 

ONPG y lactosa, aumentando la actividad frente al sustrato natural (Pessela et al., 2007).  

No se encontró diferencia significativa en los valores de Vmáx a 30°C, si bien las Vmáx para 

los derivados en Eupergit C a 40°C y 50°C son aproximadamente 1.3-1.4 veces más bajas que para 

la enzima soluble. Los derivados en Sepabeads mostraron valores de Vmáx regularmente más bajos 

que los hallados en el caso de los derivados en Eupergit C. Tanto Km como Vmáx presentan valores 

en el mismo orden de magnitud para la enzima libre e inmovilizada, con independencia del soporte 

utilizado, comportamiento que ha sido reportado en el caso de esta enzima inmovilizada en 

Eupergit C (Hernaiz y Crout, 2000), así como de la actividad fructosiltransferasa de la preparación 

Pectinex Ultra SP-L en el mismo soporte (Tanriseven y Aslan, 2005; Aslan y Tanriseven, 2007a), y 

más recientemente para las enzimas lipooxigenasa e hidroperóxido liasa coinmovilizadas en 

Eupergit C y Eupergit C 250 L-IDA (Hall et al., 2008), y la L-aminoacilasa de Aspergillus melleus 

inmovilizada en esferas macroporosas de la resina hidrofílica poli (glicidilmetacrilato-co-

etilenglicol dimetacrilato) [poli (GMA-co-EGDMA] (Vaidya et al., 2012).  

 

Tabla 5.12. Parámetros cinéticos de ββββ-galactosidasa soluble y sus derivados en Eupergit C y Sepabeads EP para 

lactosa como sustrato. 

 

Biocatalizador 
Temperatura 

(ºC) 

Km 

(mM) 

Vmax  
(µµµµM/min) 

30 25 0.48 

40 16 0.82 Enzima nativa 

50 12 1.68 

30 71 0.42 

40 45 0.57 
Derivado en 

Eupergit C 
50 24 1.28 

Derivado en 

Sepabeads EP 

30 

40 

50 

60 

43 

29 

0.31 

0.42 

1.11 

 

Tanto la enzima libre como sus derivados  son inhibidos por D-galactosa cuando se trabaja 

con mezclas conteniendo niveles variables de lactosa y galactosa iniciales (0-500 mM). La D-

galactosa se ha descrito como inhibidor competitivo de la enzima (Mozaffar et al., 1984). Por su 
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parte, en este trabajo se constató que la glucosa se comportó como inhibidor no competitivo. Los Ki 

calculados para galactosa y glucosa fueron 24 mM y 74 mM a 50ºC, respectivamente, en el caso de 

los derivados en Eupergit C (Figura 5.11). Se ha reportado que la β-galactosidasa de Thermus sp. 

T2 inmovilizada en boronato-epoxi-Sepabeads y quelato-epoxi-Sepabeads muestra un aumento 

significativo de sus Ki para galactosa y glucosa (Pessela et al., 2003). La comparación de las Ki de 

la enzima soluble (36 mM) y los derivados β-galactosidasa-Eupergit C (74 mM) y β-galactosidasa-

Sepabeads EP (86 mM) muestra un efecto similar únicamente en relación a la glucosa.   
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Figura 5.11.   Efecto de galactosa y glucosa sobre la actividad de derivados β-galactosidasa-Eupergit C.  

  
Efecto de iones divalentes sobre la actividad de los derivados 

 

Se determinó el efecto de iones divalentes seleccionados (Ca2+, Mg2+, Mn2+ y Co2+) sobre la 

actividad lactasa de la enzima soluble y sus derivados (Fig. 5.12). En ninguno de los casos la 

actividad se ve afectada a la concentración de Co2+ empleada (1 mM), en tanto que la misma 

aumenta ligeramente en presencia de una concentración de Mn2+ de 20 mM. Asimismo se verificó 

un leve descenso de la actividad en presencia de 20 mM Mg2+, excepto en el caso de los derivados 

en Eupergit C 250 L. Los iones Ca2+ (8 mM), Mg2+ (20 mM) y Mn2+ (20 mM) reducen la actividad 

de los derivados en Sepabeads HFA.  Este efecto puede atribuirse a que, debido a su naturaleza, la 

matriz Sepabeads HFA se comporta como un intercambiador iónico. 
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Figura 5.12. Efecto de iones metálicos sobre la actividad lactasa de la enzima soluble y de sus derivados.  

 

 

5.1.3. Aplicaciones 

 

Hidrólisis de lactosa 

 

Las reacciones se llevaron a cabo en bio-reactores en batch con lactosa 4.6% en 

amortiguador de actividad y lactosueros ajustados a pH 6.0 como sustratos y a una temperatura de 

25ºC. Los porcentajes de lactolisis alcanzados a 25ºC dependieron del sustrato empleado. Los 

mayores niveles de conversión se obtuvieron cuando se utilizaron lactosueros de queso Mozzarella, 

los que a su vez presentaron cinéticas más rápidas que los otros sustratos ensayados (Fig. 5.13). En 

este caso, los máximos grados de conversión se obtuvieron empleando la enzima soluble, y sus 

derivados en Eupergit C y Sepabeads HFA. Tras seis ciclos sucesivos, los grados de hidrólisis 

permanecieron por encima del 70% para todos los derivados.  
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Figura 5.13. Grados de lactolisis alcanzados en 3 h en procesos en batch a 25ºC, con cantidades equivalentes de ββββ-

galactosidasa soluble e inmovilizada. 

 

Los derivados en Eupergit C y Eupergit C 250 L fueron los que exhibieron las mayores 

estabilidades térmicas. Esta mayor termoestabilidad permitió estudiar su comportamiento durante 

su aplicación en procesos de lactolisis de sueros de quesería a mayores temperaturas. Las 

reacciones se llevaron a cabo en bio-reactores en batch con lactosa 4.6% en amortiguador de 

actividad y lactosueros ajustados a pH 6.0 como sustratos y a una temperatura de 50ºC. Los 

porcentajes de lactolisis alcanzados dependieron del sustrato empleado (Fig. 5.14), y se encontraron 

entre 77-97%. Las conversiones más altas se obtuvieron empleando sueros de Mozzarella, para los 

cuales los derivados también exhibieron cinéticas más rápidas que con otros sustratos.  

Figura 2. Lactolisis con  ββββ-galactosidasa libre e inmovilizada al cabo de 90 minutos de incubación
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Figura 5.14. Lactolisis en batch a 50ºC con ββββ-galactosidasa soluble e inmovilizada. Sustratos: ���� lactosa 4.6% ���� 

suero de queso Pratto ���� Suero de queso Mozzarella. El tiempo de incubación fue de 90 minutos. 

 

Los derivados insolubles de β-galactosidasa en los cuatro soportes estudiados (Eupergit C, 

Eupergit C 250 L, Sepabeads EP y Sepabeads HFA) fueron reusados en procesos en batch sobre 

suero de queso Mozzarella a 50ºC. Luego de 6 ciclos, la hidrólisis de lactosa permaneció por 

encima del 75% para todos los derivados (Fig. 5.15).  
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Figura 5.15. Reuso de los derivados de ββββ-galactosidasa en procesos en batch a 50ºC con suero de Mozzarella. 

 

Los derivados en Eupergit C y Eupergit C 250 L exhibieron actividades residuales de más 

del 89% luego de cinco ciclos (Fig. 5.16).  
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Figura 5.16. Actividades residuales de los derivados de ββββ-galactosidasa en Eupergit C y Eupergit C 250 L al cabo 

de sucesivos usos.  

 

Los valores de conversión alcanzados con los derivados desarrollados en este trabajo fueron 

más altos que los reportados empleando la β-galactosidasa de Aspergillus oryzae, tanto en forma 

soluble como adsorbida en ZnO y nanopartículas de ZnO, para los cuales se obtuvieron grados de 

hidrólisis de 61%, 68% y 81% luego de 9 horas en procesos en batch (Husain et al., 2011); y 

similares a los obtenidos con la β-galactosidasa de K. lactis inmovilizada en tiolsulfinato-agarosa 

(Ovsejevi et al., 2004). 

Otra alternativa considerada en el desarrollo de reactores con β-galactosidasa inmovilizada 

fue la hidrólisis de lactosa en suero en reactores operando en modo continuo. Con este propósito, los 

derivados se empacaron en reactores en columna, los cuales se alimentaron en modo continuo con 

una variedad de sueros de quesería (Goya, Danbo, Mozzarella, Pratto, Manchego) a diferentes 

temperaturas (30ºC, 40ºC y 50ºC). La hidrólisis de lactosa se incrementó desde 59% a 30ºC hasta 

más de 80% a 50ºC con los derivados en Eupergit C (Tabla 5.13).  
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Tabla 5.13.  Porcentajes de lactolisis alcanzados operando en modo continuo a pH 6.0 en función del derivado 

utilizado, el sustrato y la temperatura.  

                           
 

Sustrato
 Biocatalizador

 Temperatura 

(ºC) 

Lactosa Goya
  

Danbo Mozzarella Pratto 

30 59 59  61 79 61 

40 79 81  79 91 81 
Derivado en 

Eupergit C 
50 90 89  91 98 93 

Derivado en 

Eupergit C 

250 L 

30 

40 

50 

49 

71 

81 

51 

79 

80 

 

50 

69 

82 

60 

80 

91 

59 

78 

90 

Porcentajes de lactolisis alcanzados a una velocidad de flujo de 0.3 mL/min. El sustrato 

correspondiente se recirculó durante 3 horas.  

 
El bio-reactor empacado con el derivado β-galactosidasa-Eupergit C también fue reusado; 

los niveles de conversión alcanzados luego del segundo y tercer ciclo fueron 95% y 76%, 

respectivamente (Fig. 5.17). Los mismos son independientes del sustrato empleado.  
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Figura 5.17. Reuso de los derivados de ββββ-galactosidasa en procesos en columna con suero de Mozzarella como 

sustrato. 

 

Estos resultados son comparables con reportes previos de la literatura. La β-galactosidasa de 

Bacillus circulans inmovilizada en Duolite ES-762 llevó a cabo la hidrólisis de lactosa con niveles 

de conversión del 70% en reactores del tipo tanque agitado en modo continuo (Nakanishi et al., 

1983; Mozzafar et al., 1985). La β-galactosidasa de A. oryzae inmovilizada en un reactor de lecho 

empacado mostró valores de hidrólisis de 80% en suero, en tanto que la β-galactosidasa de 

Saccharomyces fragilis inmovilizada produjo una hidrólisis de lactosa del 50% en 3 horas en un 

reactor de lecho empacado con recirculación (Panesar et al., 2010). Por su parte la β-galactosidasa 

de K. lactis inmovilizada en CPC-sílica (silanizada y activada con glutaraldehído) y agarosa activada 

con agentes cianilantes mostró una conversión de lactosa del 90% en minireactores de lecho 

empacado (Giacomini et al., 1998). Una hidrólisis del 86-90% en permeado de suero se obtuvo al 
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trabajar con la β-galactosidasa de K. fragilis inmovilizada en vidrio poroso silanizado modificado 

con glutaraldehído, tanto en batch como en un reactor de lecho empacado con recirculación de 

sustrato (Panesar et al., 2010). 

 

Influencia de la relación derivado/sustrato sobre la lactolisis 

 

Se estudió el efecto de la relación derivado/sustrato para el derivado β-galactosidasa-

Eupergit C, manteniendo constante la concentración de sustrato y empleando cantidades variables de 

derivado (50-250 mg). En el rango ensayado el comportamiento es lineal, correspondiendo mayores 

velocidades de reacción a mayores cantidades de derivado (Fig. 5.18). 
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Figura 5.18. Lactolisis de suero de queso Mozzarella con derivado ββββ-galactosidasa-Eupergit C para distintas 

relaciones derivado/sustrato. El volumen de sustrato ofrecido se mantuvo en 10 mL. Las masas de derivado 

empleado fueron  ���� 250 mg ���� 100 mg ���� 50 mg.  

 
 
Efecto de agentes sanitizantes 

 

 Se estudió la estabilidad de los derivados de β-galactosidasa en Sepabeads EP, Eupergit C y 

C 250 L frente a distintos agentes sanitizantes de uso industrial. Se emplearon derivados que fueron 

utilizados en numerosos ciclos de reuso a 50ºC con lactosuero de queso Mozzarella, con 

actividades remanentes en el entorno del 50% respecto a la inicial. Ambos tipos de derivados 
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mostraron perfiles similares en los ensayos. A continuación se describen los resultados para los 

derivados en Eupergit C. 

Empleando peróxido de hidrógeno a concentraciones entre 0.05% y 0.1% se observa una 

recuperación de actividad en el entorno de 10%, rindiendo el derivado 3 usos adicionales sin 

descenso significativo de su actividad (Tabla 5.14). 

 
Tabla 5.14. Efecto de agentes sanitizantes sobre la actividad de los derivados en Eupergit C. 

 

Usos post-

sanitización 

Tego 

Diocto 

0.1%  

Tego Diocto 

0.3%  

Tego Diocto 

0.5% 
H2O2 0.05% H2O2 0.1% 

H2O2 

0.1% y 

Tego 

Diocto 

0.3% 

Presanitizado 49 49 49 49 49 49 

Primer ciclo 69 72 76 56 61 69 

Segundo ciclo 61 69 72 59 53 66 

Tercer ciclo 64 68 62 49 46 60 

 
Empleando Tego-Diocto a concentraciones entre 0.1% y 0.5 % se observa una recuperación 

de actividad en el entorno de 20%, rindiendo el derivado cuatro usos adicionales antes de que la 

actividad caiga de manera apreciable. Con una concentración de 0.5% del detergente se consigue la 

recuperación de actividad mayor, de 26% (Tabla 5.14). 

El empleo secuencial de ambos agentes (peróxido 0.1% y Tego-Diocto 0.5%) conduce a una 

recuperación de actividad menor que la obtenida con el detergente, evidenciando un posible efecto 

de inactivación del derivado por el peróxido (Tabla 5.14). 

Se ensayó un tratamiento alternativo, empleando NaOH 0.05 M a 30 ºC por 15 minutos, 

resultando un tratamiento demasiado agresivo para el derivado, que exhibió menor actividad luego 

del mismo. 

 

Estudios preliminares de escalado de procesos de lactolisis 

 

Empleado en condiciones de operación en procesos en batch a escala de laboratorio, el 

derivado β-galactosidasa–Eupergit C se usó en la hidrólisis de lactosa (50 g/L) en soluciones 

amortiguadoras y permeados de lactosuero, alcanzando altos grados de conversión. Empleando una 

cantidad de derivado con una actividad equivalente a 2,5 U para producir la hidrólisis en 300 mL de 

una solución de lactosa (50 g/L) en amortiguador fosfato de sodio 0,1 M a pH 6,0 y a 50ºC, al cabo 

de 72 horas se alcanzó una conversión del 92%.  

Por otra parte, en un ensayo de similares características usando permeado de suero de 

quesería, se ensayó una cantidad de derivado con una actividad equivalente a 2,5 U para producir la 
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hidrólisis en 300 mL de permeado (50 g/L de lactosa), ajustado a pH 6,0 y a una temperatura de 

50ºC, alcanzándose luego de 72 horas de operación una conversión del 77%. Al cabo de dicho 

tiempo de operación, la actividad residual se ubicó en aproximadamente el 40% de la actividad 

inicial. 

Como pudo observarse, bajo las condiciones de operación ensayadas, el derivado β-

galactosidasa–Eupergit C mostró un promisorio comportamiento, resultando por tanto interesante 

poder evaluar su aplicabilidad a escala industrial. En una primera instancia, el mayor inconveniente 

para esta utilización radica en el tamaño de partícula del soporte. Por tal motivo, buscando mejorar 

su adaptabilidad a diferentes escalas y configuraciones de trabajo, sin disminuir su estabilidad 

operacional, se analizaron dos posibles estrategias para emplear el derivado: atrapar las partículas 

del derivado β-galactosidasa–Eupergit C dentro de una membrana de diálisis adecuada para 

permitir la realización de la reacción de hidrólisis, o entrampar las partículas de derivados β-

galactosidasa–Eupergit C en esferas de alginato de calcio.  

La estrategia del confinamiento por una membrana se desarrolló encerrando una 

determinada cantidad del derivado β-galactosidasa–Eupergit C (entre 9,0 y 14,0 U) en el interior de 

una membrana tubular de diálisis de 1000 Da de tamaño molecular de corte nominal. Se ensayó la 

hidrólisis de lactosa en alícuotas de 300 mL de solución de lactosa en amortiguador fosfato de 

sodio 0,1 M, de permeado de lactosuero y leche descremada, todas convenientemente ajustadas 

para mantener el tenor inicial de lactosa (50 g/L), el pH en 6,0 y la temperatura en 50 °C (Torres et 

al., 2009). 

Empleando una cantidad de derivado con una actividad equivalente a 10,0 U para producir 

la hidrólisis en un sistema batch con 300 mL de una solución de lactosa (50 g/L) en amortiguador 

fosfato de sodio 0,1M a pH 6,0 y a 50 ºC, al cabo de 20 horas se alcanzó una conversión del 90%.   

En ensayos similares, empleando una cantidad de derivado con una actividad equivalente a 

9,0 U y 9,3 U para producir la hidrólisis en 300 mL de permeado y leche descremada (5 g/L de 

lactosa), ambos ajustados a pH 6,0 y a una temperatura de 50 ºC, se obtuvieron para 20 horas y 14 

horas de operación conversiones del 88% y del 53%, respectivamente. 

A su vez, pudo observarse que la presencia de la membrana de diálisis afectó de forma poco 

significativa los niveles de conversión alcanzados, evidenciando que no existe un efecto de 

concentración del inhibidor galactosa en un sistema como el descrito, en relación al batch control 

sin membrana de diálisis. 

Por otra parte, la actividad remanente tras el uso del biocatalizador en este sistema estuvo en 

el entorno del 50-70%. De este modo fue posible realizar un ciclo adicional de reutilización, donde 
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los niveles de conversión alcanzados resultaron comparables al primer uso, a diferencia del batch 

control sin membrana de diálisis desarrollado en paralelo. 

No obstante los buenos resultados obtenidos con el confinamiento del biocatalizador β-

galactosidasa–Eupergit C en una membrana de diálisis, su aplicabilidad a escalas mayores depende 

de las membranas tubulares disponibles comercialmente, las que incrementan considerablemente su 

costo a medida que aumenta el diámetro de la misma. 

 

Entrampado en alginato de calcio y configuraciones de reactor empleadas 

 

Son múltiples las aplicaciones de los hidrocoloides en la industria. Como matrices de 

inmovilización se han empleado tanto para el entrampamiento directo de enzimas solubles, 

inmovilización por adsorción física o más recientemente para la inmovilización covalente, 

mediante el empleo de agentes entrecruzantes que forman puentes entre enzima y soporte (por 

ejemplo el glutaraldehído). En el caso del alginato, una de las matrices hidrocoloides más utilizadas 

y estudiadas, sus características permiten combinarlo con muchos otros polímeros de interés como 

soporte de inmovilización (Silva et al., 2012). No obstante, en general los mayores inconvenientes 

del alginato se refieren a la pérdida de enzima cuando se trata de métodos no covalentes 

(entrampamiento o adsorción física), o el descenso de la eficiencia de inmovilización cuando se 

trabaja con reactivos entrecruzantes que llevan a la inactivación de una fracción más o menos 

importante de la enzima efectivamente inmovilizada.  

Durante las pasantías realizadas en el marco de esta Tesis en el Instituto de Desarrollo 

Tecnológico para la Industria Química (INTEC, Santa Fe, Argentina), se ha desarrollado en 

colaboración con el Grupo de Tecnología de los Alimentos y Biotecnología de dicho instituto, una 

nueva estrategia para intentar una estabilización térmica y mecánica adicional de la enzima 

mediante el entrampado del derivado enzimático β-galactosidasa-Eupergit C en partículas de 

alginato de calcio (Fig. 5.19). La estrategia de entrampado de la enzima inmovilizada 

covalentemente, proporciona nuevas aplicaciones para estos derivados enzimáticos, eliminando la 

pérdida que resulta del entrampamiento directo de la enzima en alginato, y los inconvenientes 

relacionados con el reducido tamaño de partícula del biocatalizador en resinas acrílicas comerciales 

(Torres et al., 2007). Una estrategia similar ha sido reportada recientemente en el caso de la 

dextranasa y dextransacarasa coinmovilizadas en Eupergit C (Olçer y Tanriseven, 2010).  
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Figura 5.19. Microscopía electrónica de barrido del biocatalizador ββββ-galactosidasa-Eupergit C entrampado en 

alginato de calcio a 60x (a) y 200x (b).  
 

La estrategia de entrampamiento del derivado β-galactosidasa–Eupergit C en perlas de 

alginato de calcio se desarrolló realizando algunas modificaciones al procedimiento descrito por 

Yadav y Jadhav para el entrampado de lipasa preinmovilizada en sílica mesoporosa hexagonal 

(Mammarella y Rubiolo 1996; Yadav y Jadhav 2005). Se prepararon diversas soluciones acuosas 

de alginato de sodio al 4% (p/v), a la que se incorporaron bajo agitación vigorosa, cantidades 

preestablecidas del derivado β-galactosidasa–Eupergit C de manera de formar una serie de 

suspensiones uniformes.  

Usando una bomba peristáltica, a cada una de esas suspensiones se las hizo gotear, a través 

de una aguja hipodérmica, sobre una solución 0,1 M de CaCl2 (Fig. 5.20).  

Derivado 

Suspensión de derivado 

en alginato de sodio

Derivado entrampado 

en alginato de calcio

Alginato 

de sodio

 
Figura 5.20. Entrampamiento de derivados β-galactosidasa-Eupergit C en partículas de alginato de calcio.  

 

El calibre de la aguja hipodérmica y la regulación del caudal de goteo permiten variar el 

tamaño final de la partícula de biocatalizador entre 2 y 4 mm. A medida que se produce la 
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gelificación, las esferas van perdiendo su apariencia traslúcida para tornarse semiopacas. Las 

esferas de biocatalizador fueron extraídas del baño gelificante después de 1 hora, lavadas con agua 

destilada y colocadas en agua destilada en refrigerador a 4 °C (Torres et al., 2009). 

Para analizar la efectividad del proceso de entrampamiento, se realizó la observación por 

microscopía electrónica de barrido de los biocatalizadores obtenidos, sometiéndolos previamente a 

un proceso de deshidratación por liofilización. Por tratarse de hidrogeles con más del 90% de agua 

en su composición, el proceso de liofilización afectó sustancialmente la forma y tamaño de las 

partículas pero posibilitó realizar la observación microscópica para verificar la incorporación 

completa y efectiva del derivado β-galactosidasa–Eupergit C en la matriz de alginato, lo que 

impide su liberación al medio de reacción (Fig. 5.19). 

La resistencia mecánica del hidrogel puede variar con las condiciones a que es sometido 

durante la reacción (tiempo-temperatura) y al contacto del mismo con el medio reaccionante, 

factores que pueden producir efectos de hinchamiento y debilitamiento de la estructura del soporte 

con la subsecuente pérdida de la enzima inmovilizada. Por lo cual se realizó un análisis 

comparativo del cambio operado en el biocatalizador, cuando es mantenido en condiciones 

similares a las de reacción, contrapuesto al de un control mantenido en agua a 4 °C, que no 

experimenta cambios en su apariencia, ni liberación de calcio. Sobre los mismos se realizó un 

seguimiento del aspecto macroscópico visual de las partículas, así como un seguimiento de la 

pérdida de calcio (mediante el uso de un kit colorimétrico), el cual es el agente responsable del 

mantenimiento de la estructura de la matriz del gel.  

En vistas de la posible liberación de calcio desde la partícula de alginato al medio, se realizó 

un estudio de la cinética de liberación de calcio correspondiente a 200 mg de derivado entrampado 

incubados en amortiguador fosfato de sodio 0,1 M a una temperatura de 50 ºC y pH entre 5,5 y 8,0 

y se siguió por un período de 24 horas. No se evidenció liberación de calcio durante las primeras 9 

horas para ninguno de los pH ensayados. Tras 24 horas de incubación todas las muestras exhibieron 

deformaciones de las partículas de alginato, siendo las más afectadas las esferas que se colocaron 

en pH 7,5 y 8,0, donde se obtuvieron los valores más altos de liberación de calcio. El control 

(perlas de alginato de calcio en agua destilada) no presentó deformaciones ni liberación de calcio 

después de 24 horas, evidenciando el efecto de secuestro de Ca2+ por parte del fosfato del 

amortiguador (Torres et al., 2009). 

Se realizó un ensayo similar, pero colocando las partículas en amortiguador suplementado 

con cloruro de magnesio entre 0,025 y 0,1 M, para pH 6,0 y 7,5. Después de 24 horas las esferas 

colocadas a pH 6,0 no mostraron deformación ni liberación de calcio para ninguna de las 

concentraciones de cloruro de magnesio empleadas. Las partículas  que se mantuvieron en pH 7,5 
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mostraron deformación y liberación de calcio; sin embargo, para una concentración de cloruro de 

magnesio de 0,1M no se evidenció deformación y la liberación de calcio resultó menos importante.  

Asimismo, se siguió la liberación de calcio a lo largo de los ensayos de lactolisis llevados a 

cabo con el biocatalizador en lecho empacado (realizados con permeado a pH 6,0). Después de 48 

horas de operación la liberación de calcio se ubicó en menos del 20%, verificándose sólo un ligero 

incremento del volumen de la partícula, sin cambios significativos en sus propiedades funcionales. 

A continuación, se estudió la influencia de la carga de derivado β-galactosidasa–Eupergit C 

entrampado en las partículas de gel sobre el grado de hidrólisis obtenido. Para tal fin se prepararon 

biocatalizadores de 3,0 mm de diámetro, con cargas de 10, 20 y 30 mg de derivado β-

galactosidasa–Eupergit C por mL de alginato. Los biocatalizadores obtenidos se empacaron en un 

reactor tubular de 57,8 mL de volumen total y una relación L/D de 340/14, equipado con camisa 

calefactora y baño de recirculación. Empleando una bomba peristáltica, el reactor fue alimentado 

en reciclo total con 300 mL de permeado (50 g/L de lactosa) ajustado a pH 6,0, manteniendo un 

caudal constante de alimentación de 30 mL/h y una temperatura de operación de 50 ºC. 

Para cargas de 10 mg/mL, después de 80 horas de operación se alcanzó una conversión del 

85%, mientras que para cargas de 20 mg/mL y 30 mg/mL la conversión final alcanzada fue de 

84%, al cabo de 50 y 32 horas de operación, respectivamente. 

Como pudo observarse, no se evidenciaron diferencias significativas respecto al grado de 

conversión alcanzado, por tanto se concluyó que el entrampamiento no produjo un efecto de 

concentración del inhibidor galactosa en las cercanías de la enzima. Asimismo, analizando el 

tiempo de operación necesario para alcanzar el máximo grado de hidrólisis puede observarse que 

existe una relación prácticamente lineal entre este parámetro y la carga de derivado, lo que 

evidencia que la incorporación de cargas diferentes al entrampado no involucra una modificación 

en la resistencia a la difusión del sustrato.  

Por otra parte, a medida que aumenta la carga del derivado β-galactosidasa–Eupergit C en el 

biocatalizador, para alcanzar un mismo nivel de conversión se los debe mantener en condiciones de 

reacción por menos tiempo. Esta relación prácticamente lineal entre la actividad recuperada y la 

carga de derivado, evidencia que el modelo de desactivación térmica adoptado representa 

adecuadamente este proceso en las condiciones de operación escogidas (Torres et al., 2009). 

Asimismo, para analizar el grado de resistencia a la difusión que experimenta el sustrato 

cuando el derivado β-galactosidasa–Eupergit C es entrampado en una matriz de 4% de alginato, se 

realizaron ensayos de hidrólisis en el mismo reactor que se usó anteriormente, con biocatalizadores 

de diferentes tamaños. Para tal fin se prepararon biocatalizadores de 2,0, 3,0 y 3,5 mm de diámetro, 

todos con cargas de 30 mg de derivado β-galactosidasa–Eupergit C por mL de alginato. Para todos 
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los tamaños de biocatalizador ensayados se alcanzó el mismo grado de conversión (84%), variando 

en todos los casos el tiempo necesario para ello y la actividad remanente del biocatalizador. Este 

nivel de conversión obtenido en permeado es comparable al alcanzado con la β-galactosidasa de 

Penicillium notatum inmovilizada en vidrio poroso silanizado modificado con glutaraldehído en 

reactores de tipo batch y lecho fijo (Szczodrak, 1999). Por su parte, Rhimi et al. (2010b) han 

reportado la utilización de la β-galactosidasa de Streptococcus lactis LMD9 inmovilizada en 

alginato en la hidrólisis de lactosa en leche y sueros de quesería.  

Analizando el tiempo de operación necesario para alcanzar el máximo grado de hidrólisis 

puede observarse que existe una relación prácticamente lineal entre este parámetro y el tamaño de 

la partícula de biocatalizador, lo que evidencia la uniformidad del proceso difusivo y de la 

distribución del derivado β-galactosidasa–Eupergit C en el interior de la partícula de biocatalizador, 

pudiéndose por tanto suponer que el proceso se realiza en estado estacionario. 

Por otra parte, comparando los tiempos de operación necesarios para alcanzar un mismo 

grado de hidrólisis, usando una misma carga de derivado β-galactosidasa–Eupergit C entrampado 

en alginato de calcio y sin entrampar, se observa que el entrampamiento introduce una resistencia 

adicional al proceso difusivo que representa un incremento de alrededor del 20% en dichos 

tiempos. 

A fin de analizar las condiciones de reutilización de los biocatalizadores producidos por 

entrampamiento, se procedió a comparar la calidad de la superficie externa de los mismos antes y 

después de utilizarlos en ensayos de hidrólisis hasta alcanzar el máximo de conversión posible con 

solución de lactosa (50 g/L) en amortiguador fosfato de sodio 0,1M y permeado diluido (50 g/L de 

lactosa), ambos ajustados a pH 6,0 y sometidos a una temperatura constante de 50 ºC. Este análisis 

se realizó a través de la observación por microscopía electrónica de barrido de muestras de 

biocatalizadores sometidos previamente a un proceso de deshidratación por liofilización. Por 

tratarse de hidrogeles con más del 90% de agua en su composición, el proceso de liofilización 

afectó sustancialmente la forma y tamaño de las partículas pero posibilitó realizar la observación 

microscópica para verificar que el aspecto superficial del biocatalizador no cambia durante el 

proceso de operación, ni se verifican depósitos importantes de sustancias extrañas cuando se 

emplea solución de lactosa o permeado de suero de quesería (Figura 5.21).  
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Figura 5.21. Microscopía electrónica de barrido del biocatalizador ββββ-galactosidasa-Eupergit C entrampado en 

alginato de calcio luego del uso con lactosa (a) y permeado de lactosuero (b).  

 

Esta verificación permite evitar la necesidad de la implementación de un proceso profundo 

de limpieza o reactivación de la superficie del biocatalizador previo a su reutilización, con la 

consecuente disminución de tiempos muertos y costos extras que conspirarían con su aplicabilidad 

industrial (Torres et al., 2009). 

En función de estos resultados, se sometió el derivado β-galactosidasa–Eupergit C 

entrampado en una matriz de alginato al 4% a un ciclo de reutilización hasta alcanzar el máximo 

grado de hidrólisis posible, usando permeado diluido (50 g/L de lactosa), ajustado a pH 6,0 y a una  

temperatura de operación de 50 ºC. En dicho ensayo se alcanzó una conversión máxima del 83%, 

comparable al 84% obtenido durante la primera utilización, pero necesitando para ello un mayor 

tiempo de operación del reactor (50 horas). La desactivación ocurrida en esta nueva aplicación fue 

similar a la sufrida en la primera oportunidad. 

Por tanto, dado el buen desempeño que mostraron los biocatalizadores producidos por el 

entrampamiento del derivado β-galactosidasa–Eupergit C en una matriz de alginato de calcio, 

sumado a la posibilidad de producir con el equipamiento disponible en el laboratorio, un 

escalamiento casi continuo del mismo para tamaños entre 1,1 y 5,5 mm, se planificaron diferentes 

ensayos usando como sustrato solución de lactosa, permeado y leche descremada y variando los 

caudales de alimentación del reactor.  

Se desarrollaron nuevos ensayos con el derivado entrampado en un reactor de lecho 

empacado a 50°C, empleando caudales de alimentación de 20 mL/h y 30mL/h y usando solución de 

lactosa, permeado y leche descremada como sustratos, ajustados a pH 6,0 y con el mismo tenor 

inicial de lactosa (50 g/L). Empleando el menor caudal de alimentación se obtuvieron conversiones 

máximas de 86% para lactosa y 84% para permeado y leche descremada luego de 24 h de 

operación, mientras que para un caudal de alimentación mayor se obtuvieron conversiones 

b a 
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máximas similares (alrededor del 84%) para todos los casos luego de 32 h de operación. Además de 

la diferencia en el grado máximo de hidrólisis obtenido con distintos sustratos alimentando el 

reactor con el caudal más bajo ensayado (20 mL/h), se observó en todos los casos una menor 

actividad residual del biocatalizador (alrededor del 50%) en comparación con la obtenida en todos 

los casos para el proceso a mayor caudal (alrededor del 60%). 

La comparación del desempeño alcanzado con el derivado β-galactosidasa–Eupergit C sin 

entrampar y entrampado en una matriz de alginato al 4% se puede observar en la Figura 5.22. Los 

resultados demuestran una mayor estabilidad operacional de los derivados entrampados, 

probablemente debido a que la temperatura real en el interior de la partícula sea menor que en el 

seno del líquido circundante en los reactores de lecho fijo (Torres et al., 2009). Los niveles de 

conversión obtenidos con lactosa (50 g/L) resultaron comparables a aquellos obtenidos con 

permeados en el caso de este sistema, incluso durante la reutilización del bio-reactor. Cabe señalar 

que la inactivación del biocatalizador fue mayor en el caso de la operación con leche descremada y 

permeados (Fig. 5.22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 5.22. Comparación de los niveles de conversión alcanzados y actividad residual de derivado ββββ-

galactosidasa–Eupergit C libre y entrampado utilizado sobre diferentes sustratos.  

 

En el caso de los reactores de lecho expandido y particularmente fluidizado, se observa una 

reducción en la vida media del biocatalizador, así como una disminución de la velocidad de 

conversión, que resulta de las condiciones operativas (caudales necesarios para estos diseños, 

mayor exposición del derivado a condiciones inactivantes). Se ha reportado el uso de la lipasa de 
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Candida rugosa inmovilizada en Sepabeads EP en reactores de tipo batch y lecho fluidizado 

(Damnjanović et al., 2012). Durante la síntesis de geranilbutirato con esta lipasa, se reporta una 

mayor productividad en lecho fluidizado, acompañada sin embargo con un menor nivel de 

conversión (79%), en tanto que en batch el nivel de conversión alcanzado es aproximadamente del 

100%.  

En los sistemas en batch los niveles de conversión alcanzados con lactosa fueron superiores 

a aquellos obtenidos con permeado. En el caso del sistema en lecho empacado se obtuvieron 

conversiones comparables operando con lactosa y permeado.  

En condiciones operativas, la vida media aparente de los biocatalizadores entrampados 

presenta dos zonas claramente diferenciadas. Por encima de 40ºC la misma disminuye con el 

aumento de temperatura. En contraposición, por debajo de 40ºC la vida media en condiciones 

operativas presenta la tendencia opuesta. Esto podría relacionarse con la transición en las 

propiedades viscoelásticas de la matriz de alginato que se produce en el entorno de los 45ºC 

(Gombotz y Wee, 1998). Por otra parte, a 40ºC la vida media del biocatalizador aumenta con el 

incremento de la carga entrampada y evidencia una disminución con ésta a 50ºC.  

En cuanto al comportamiento de la velocidad de lactolisis en función de la carga 

entrampada, se observó que existen dos zonas diferenciables que corresponden a cargas 5-20 y 20-

35 mg/mL de alginato. En la primera la velocidad cae cuando se aumenta la carga. Por su parte, 

entre 20-35 mg/mL de alginato se verifica el fenómeno inverso (Torres et al., 2009). 

En relación a la vida media de los derivados entrampados el comportamiento es dual. En 

tanto que a temperaturas inferiores a 45ºC la vida media aumenta con el incremento de la carga, a 

50ºC la tendencia es la inversa. Cuando se sometió a esferas de biocatalizador usadas a 40ºC y 50ºC 

a un tratamiento de entrecruzamiento con glutaraldehído (0.1%, 36 h), previo a su reutilización a 

las mismas temperaturas, la vida media aumentó con el incremento de la carga para todos los casos, 

demostrando una vez más la gran versatilidad del glutaraldehído utilizado como agente 

estabilizante, como ha sido reportado previamente en el marco de otros procesos de inmovilización 

(Betancor et al. 2006a; Betancor et al., 2006b; Sisak et al., 2006). A su vez se verificó que el 

tratamiento no afectó de forma significativa la actividad. Sin embargo, el tratamiento con 

glutaraldehído de los derivados utilizados a 40ºC, modificó la resistencia mecánica y las 

condiciones de hidratación de la partícula, como pudo verificarse mediante la observación 

microscópica. Por su parte, este cambio no se observó a 50ºC.   

Como se ha señalado anteriormente, la vida media aumenta con el incremento de la carga 

entrampada a 40ºC y disminuye con ésta a 50ºC en el caso de los derivados entrampados sin 

entrecruzar. El tratamiento con glutaraldehído, posterior a la exposición a temperaturas de 40ºC y 
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50ºC, determina que esta diferencia en el comportamiento de la vida media desaparezca. Sin 

embargo, el efecto combinado de temperatura y glutaraldehído modifica en algunos casos la 

resistencia mecánica de la partícula. En tanto que a 40ºC hay cambios en textura y resistencia 

mecánica, este efecto no se observa luego del reuso a 50ºC. 

La gran versatilidad del alginato de calcio y las variadas geometrías posibles para el 

biocatalizador entrampado permiten su uso en diversas configuraciones de reactor. A esto se suma 

que la estabilización térmica del biocatalizador derivada de la unión covalente y entrampamiento 

puede contribuir al diseño de nuevos procesos o aplicaciones. En este trabajo, el entrampamiento en 

alginato se ha utilizado para generar biocatalizadores con la estabilidad operativa necesaria para 

emplearse en reactores a mayor escala que los mini-reactores con que se desarrollaron los estudios 

a nivel de laboratorio durante las etapas de inmovilización de enzimas y estabilización en soportes 

acrílicos.  

 

5.2. Producción y purificación de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa 

 

Durante la segunda fase de este trabajo, se han llevado a cabo tareas relativas a la 

producción y purificación de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa de E. faecium DBFIQ E36, 

permitiendo la obtención de una preparación de dicha enzima, la cual fue posteriormente 

caracterizada. Posteriormente, tras la producción, purificación y caracterización de la L-arabinosa 

(D-galactosa) isomerasa (LAI), los derivados obtenidos por inmovilización en Eupergit C y 

Eupergit C 250L, se evaluaron teniendo en cuenta sus condiciones óptimas, parámetros cinéticos y 

estabilidad frente a distintos agentes físicos y químicos. En este marco se desarrollaron estudios 

funcionales empleando los derivados obtenidos anteriormente en una variedad de condiciones 

operativas, y combinando su empleo con derivados de β-galactosidasa, ya sea inmovilizando ambas 

enzimas en diferentes partículas o coinmovilizándolas, para la transformación de lactosa. Se ha 

evaluado a su vez el efecto de la operación en dos reactores en secuencia, o en un único reactor, 

para cada una de las combinaciones posibles. 

 

5.2.1. Producción de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa y preparación del extracto crudo 

 
Las etapas de producción y preparación del extracto enzimático se realizaron en 

colaboración con el Grupo de Tecnología de los Alimentos y Biotecnología del Instituto de 

Desarrollo Tecnológico para la Industria Química (INTEC, Santa Fe, Argentina) en el marco de 

una pasantía realizada por este doctorando. En un trabajo previo realizado por este grupo, se 
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seleccionaron 29 cepas bacterianas con capacidad de metabolizar el azúcar L-arabinosa. Para ello, 

se diseñaron diversos medios de cultivo convenientemente modificados para la fermentación de L-

arabinosa (inductor) por las diferentes cepas, y teniendo en cuenta además que la D-glucosa, D-

manosa y D-fructosa pueden actuar como represores en el caso de muchos microorganismos 

(Heath, 1958; Chakravorty, 1964). De todas ellas, Enterococcus faecium DBFIQ E36, una bacteria 

aislada de leche de vaca, fue la que mostró la mayor capacidad para fermentar dicho azúcar. El 

cultivo de la misma se realizó de acuerdo con De Mann et al. (1960).  

 

5.2.2. Purificación 

 

Para la selección de las estrategias de purificación se tuvieron en cuenta las características 

de otras L-arabinosa (D-galactosa) isomerasas y aldo-ceto isomerasas en general, y los métodos 

referidos en la literatura para la purificación de estas enzimas, en virtud de no existir reportes sobre 

la purificación/caracterización de la enzima de E. faecium en particular. Las L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasas reportadas suelen tener estructura homodimérica u homotetramérica 

(raramente hexamérica) con PM en el entorno de los 100 KDa (dos subunidades de 50-60 KDa) o 

360 KDa (cuatro subunidades). El ion manganeso es un activante en la mayoría de los casos y a su 

vez favorece la estabilidad de la proteína, pero a concentraciones muy altas se transforma en 

inhibidor. Los iones cobre y hierro en general son inhibidores. En cuanto a los demás iones 

divalentes los efectos son variables. Los puntos isoeléctricos se ubican en general entre 5.0-5.8, en 

tanto que los pH óptimos se encuentran en el rango de 7.0-8.0. En relación a la temperatura óptima, 

las L-arabinosa (D-galactosa) isomerasas de organismos similares presentan temperaturas óptimas 

en el rango de 35-55ºC, si bien no todas tienen buena estabilidad a estas temperaturas (Rhimi y 

Bejar, 2006).   

El extracto crudo obtenido a partir de la sonicación, lisis y posterior centrifugación se sometió 

a una primera etapa de precipitación salina con sulfato de amonio al 85% de saturación, que permitió 

la recuperación de casi el 93% de las proteínas del extracto, aunque solamente un 70% de la 

actividad total. El porcentaje de recuperación de actividad se reduce drásticamente al bajar el 

porcentaje de saturación en sulfato de amonio.  

Este comportamiento podría justificarse en el hecho de que las L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasas en general son enzimas que presentan gran cantidad de residuos cargados y polares, y 

una baja proporción de aminoácidos hidrofóbicos (Manjasetty y Chance, 2006; Prabhu et al., 2010). 

Esto está en concordancia con el comportamiento de la enzima en estudio durante una 
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cromatografía de interacción hidrofóbica. Así, a partir del precipitado salino resuspendido en el 

amortiguador de actividad (fosfato 0.1 M pH 7.0), se realizaron dos cromatografías de interacción 

hidrofóbica en modo batch, la primera con la resina Phenyl-Sepharose y la segunda con Octyl-

Sepharose. En ambos casos, si bien hubo adsorción parcial de las proteínas del extracto, no se 

observó adsorción cuantitativa de la enzima de interés.  

Intercambio iónico 

Como resultado de los primeros estudios de purificación, se desarrolló una estrategia preliminar 

de purificación de la enzima (protocolo 1), consistente en una primera etapa de precipitación salina, 

seguida de desalado por gel filtración en Sephadex G-25 y dos pasos de intercambio iónico, el 

primero empleando un intercambiador aniónico débil (DEAE-Sepharose) y el segundo uno fuerte 

(QAE-Sephadex) [Fig. 5.23].  

 

 
Figura 5.23. Estructura de las resinas de intercambio utilizadas. 

 

Como segundo paso se realizó una cromatografía en DEAE-Sepharose en modo continuo. La 

fracción con mayor actividad enzimática se obtuvo luego de la elución con NaCl 0.4 M con factor 

de purificación de 5 frente al precipitado solubilizado (Fig. 5.24 y Tabla 5.15). 
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Tabla 5.15. Purificación de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa por intercambio iónico (Protocolo 1) y 

cromatografía de afinidad (Protocolo 2). 

 

Protocolo Fracción 
Volumen 

(mL) 

Conc. de 

proteínas 

(mg/mL) 

Prot. 

Tot. 

(mg) 

Actividad 

(U/mL) 

Actividad 

Total 

(U) 

Actividad 

específica 

(U/mg) 

P 
R 

(%) 

Extracto 

original 
437 0.775 339 3.8x10

-4 
0.17 5.0x10

-4 
1 100 

S.A. 85%, 

gel filtrado 
100 0.619 62 1.1x10

-3 
0.11 1.8x10

-3 
3.6 65 

DEAE-

Sepharose 
6 1.4 8.4 1.2x10

-2 
7.2x10

-2 
8.6x10

-3 
18 42 

1 

QAE-

Sephadex 
6 0.480 2.9 8.5x10

-3 
5.1x10

-2 
1.7x10

-2 
34 30 

Extracto 

original 
73 0.775 57 3.8x10

-4 
2.8x10

-2 
4.9x10

-4 
1 100 

S.A. 85%, 

gel filtrado 
16 0.619 10 1.1x10

-3 
1.8x10

-2 
1.8x10

-3 
3.6 65 2 

L-arabitol-

agarosa 
2 0.0125 0.025 5.0x10

-3 
1.0x10

-2 
0.4 755 36 

S.A. Precipitación salina con sulfato de amonio. 

 

Además, se evidenció que a altas concentraciones de NaCl (0,9 M NaCl) ciertas fracciones 

poseían actividad L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa, lo que sugeriría la presencia de agregados 

poliméricos formados por varias unidades de esta enzima, tal como ha sido reportado por Zhang et 

al. (2007). 

Se aplicaron 5 mL de la fracción con mayor actividad proveniente del intercambio en DEAE-

Sepharose previamente desalinizada, a una resina QAE-Sephadex. Debido a que esta resina es muy 

susceptible a cambios de volumen cuando se varía la fuerza iónica del medio, este nuevo paso 

cromatográfico se efectuó en modo batch. Al finalizar ambos pasos de purificación, se obtuvieron 

fracciones entre 30 y 40 veces más puras que el precipitado solubilizado gel-filtrado (Tabla 5.15). 

Por lo tanto, la combinación de los dos tratamientos cromatográficos de intercambio iónico 

propuestos, resultaron ser efectivos para la obtención de fracciones parcialmente purificadas de la 

enzima.  
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Figura 5.24. Diagrama de elución de la cromatografía en DEAE-Sepharose en modo continuo. La línea punteada 

indica el gradiente lineal de NaCl entre 0,1-1,0 M en amortiguador de actividad utilizado para la elución. 

 

Por otro lado, al estudiar la pureza de las diferentes fracciones obtenidas por SDS-PAGE (Fig. 

5.25), se observa que a medida que se obtuvieron fracciones más purificadas algunas bandas 

desaparecen mientras que otras se hacen más intensas. Observando la fracción eluída con 0,4 M 

NaCl durante la cromatografía en QAE-Sephadex (Carril 6 en Fig 5.25), pudo notarse la presencia 

de cinco bandas principales, de las cuales, teniendo en cuenta lo reportado por JØrgensen et al. 

(2004) y Lee et al. (2005a), la banda que se encuentra alrededor de los 50 KDa, correspondería a la 

proteína de interés. Asimismo, dado que ésta es la única banda que ha aumentado en intensidad, se 

corroboraría la relación de actividades específicas mostrada en la Tabla 5.15. 

 
Figura 5.25. PAGE-SDS de diferentes fracciones parcialmente purificadas en base al Protocolo 1 (mediante intercambio iónico 

en DEAE-Sepharose en modo continuo y posterior intercambio en QAE-Sephadex en batch). Carriles: 1- Extracto original; 2- 

Precipitado salino al 85%, desalado; 3- Fracción 15 de la cromatografía de intercambio iónico en DEAE-Sepharose; 4- 

Fracción 20 de la cromatografía de intercambio iónico en DEAE-Sepharose; 5- Fracción resultante de la elución con 0.1 M 

NaCl de la cromatografía en QAE-Sephadex; 6- Fracción resultante de la elución con 0.4 M de NaCl de la cromatografía en 

QAE-Sephadex; 7- Fracción 10 de la cromatografía en DEAE-Sepharose; 8- Marcadores de peso molecular. 
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Cromatografía de afinidad 

Como segunda estrategia de purificación se han empleado azúcares análogos al sustrato o 

producto e inhibidores competitivos ya estudiados para estas enzimas, como ligandos de afinidad, 

con el objetivo de lograr fracciones de mayor pureza en esquemas de purificación menos 

complejos.  

Los geles de agarosa epoxi-activados son muy adecuados como matrices para cromatografía 

de afinidad debido a la gran estabilidad de los enlaces que se generan entre matriz y ligando. 

Diversos ligandos pueden ser unidos covalentemente a esta matriz epoxi-activada, entre los cuales 

se encuentran múltiples azúcares y polioles (Clouet et al., 1986). En este trabajo, los compuestos D-

arabinosa (análogo estructural del sustrato), L-ribitol (análogo del producto) o L-arabitol (inhibidor 

competitivo de la enzima) se inmovilizaron covalentemente en agarosa epoxi-activada. La síntesis 

del bioadsorbente L-arabitol-agarosa se muestra esquemáticamente en la Fig. 5.26.  

Los bioadsorbentes sintetizados en base a D-arabinosa y L-ribitol no arrojaron resultados 

satisfactorios cuando se aplicaron a la purificación de la enzima. En el caso del bioadsorbente D-

arabinosa-agarosa, si bien logró adsorber específicamente ciertas proteínas, no retuvo aquellas 

proteínas con actividad L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa. Por otra parte, al emplear un gel L-

ribitol-agarosa ninguna proteína del extracto resultó adsorbida. Por el contrario, el bioadsorbente L-

arabitol-agarosa se utilizó con éxito para la purificación de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa.  

La L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa se purificó a homogeneidad en una estrategia de dos 

pasos (protocolo 2) empleando una primera etapa de precipitación con (NH4)2SO4 al 85% de 

saturación seguida por cromatografía de afinidad en L-arabitol-agarosa (Fig. 5.27). Los resultados 

se muestran en la Tabla 5.15.  

Para el caso del L-arabitol la agarosa epoxi-activada utilizada poseía un grado de activación 

de 43 µmol de grupos epóxido por gramo de gel escurrido, valor obtenido por titulación de acuerdo 

a la metodología que se describió en Métodos. El nivel de activación se seleccionó para permitir la 

inmovilización de una cantidad adecuada de ligando con vistas al proceso cromatográfico a llevar a 

cabo.  
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Figura 5.26. Síntesis del bioadsorbente L-arabitol-agarosa. Procedimiento general (izquierda) y representación 

esquemática de las reacciones (derecha).  
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Figura 5.27. Diagrama de elución correspondiente a la purificación de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa por 

cromatografía de afinidad (Protocolo 2). Las flechas indican el agregado de distintas concentraciones de L-

arabitol como eluyente. 

Luego del paso de cromatografía de afinidad en L-arabitol-agarosa, se recupera el 99% de la 

actividad de la fracción aplicada, con factores de purificación entre 710 y 755 veces en relación con 

el extracto libre de células inicial. Se verificó por electroforesis nativa la presencia de una sola 

banda en la fracción del eluído con actividad L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa. La 

electroforesis PAGE-SDS realizada a la fracción purificada reveló una única banda 

correspondiendo a un PM de 55 kDa (Fig. 5.28). A la misma fracción se le efectuó un 

isoelectroenfoque, resultando un punto isoeléctrico de 3.8 (Fig. 5.28). Este pI es uno de los más 
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bajos reportados para este tipo de enzimas, incluso considerando las L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasas producidas por el género Lactobacillus, las cuales en general presentan pI ácidos 

(Muddada, 2012). Consistente con la aparente presencia de una gran cantidad de residuos acídicos, 

la enzima requiere altas concentraciones de sulfato de amonio para su efectiva precipitación. La 

electroforesis 2D verificó que la fracción purificada de acuerdo al protocolo 2 arrojó una sola banda 

en 55 KDa con un punto isoeléctrico de 3.80, ausente en el percolado.  

 

Figura 5.28. Monitoreo de la purificación de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa (Protocolo 2) por 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) e isoelectroenfoque de la enzima purificada.   

 

5.2.3. Espectrometría de masas 

La correspondiente espectrometría de masas MALDI-TOF reveló en el eluído de la 

cromatografía de afinidad un perfil que podría corresponder a una proteína tetramérica, con 

monómeros de 56 KDa. El mapeo peptídico con tripsina no permitió la identificación de la 

proteína. No obstante por análisis de homología en base a los resultados, puede considerarse 

emparentada con la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa proveniente de E. faecium DO (Larimer y 

Land, 2005).  

5.2.4. Caracterización de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa nativa 

En cuanto a la caracterización bioquímica de la enzima purificada, su temperatura óptima se 

sitúa en los 50 °C (Figura 5.29). Sin embargo, se obtuvo más del 90 % de la máxima actividad en el 
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rango 45-55ºC. Fuera de ese rango, las actividades decrecen rápidamente. Esta curva con forma de 

campana es típica de una enzima proveniente de un organismo mesófilo termotolerante (Chouayekh 

et al., 2007). A su vez, la enzima mantiene una actividad residual superior al 60% luego de 8 horas 

de incubación a temperaturas en el rango 20-40ºC.  
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Figura 5.29. Efecto de la temperatura sobre la actividad de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa. 

 

La Figura  5.30 muestra que la actividad enzimática es máxima en el rango de pH 7,0-7,5 y 

decae suavemente hacia pH más alcalinos, de forma que a 9,5 la enzima mantiene 

aproximadamente el 70% de su actividad máxima. Sin embargo, a rangos de pH más ácidos, la 

actividad decae abruptamente. Rhimi et al. (2010b) han reportado un comportamiento inverso, 

donde la enzima recombinante de Lactobacillus sakei 23K, es muy activa (igual o mayor al 80% de 

la actividad máxima) en el rango de pH 3,0-8,0, presentando un máximo de actividad en el rango 

5,0-7,0, lo que demuestra la amplia variedad de organismos productores de la enzima que pueden 

ser de interés tecnológico. Además, la enzima purificada en este trabajo conserva más del 60% de 

su actividad luego de 6 horas de incubación en un rango de pH 6.5-8.5, siendo más estable en el 

intervalo 7.0-8.0. 
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Figura 5.30. Efecto del pH sobre la actividad de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa. 

 

De acuerdo a la literatura, diferentes iones metálicos, preferentemente divalentes, ejercen efectos 

activantes o desactivantes sobre la actividad enzimática y dichos efectos varían dependiendo del 

origen de la enzima. En virtud de esto, se decidió estudiar la influencia de diferentes cationes a una 

misma concentración (1 mM) sobre preparaciones purificadas de la enzima. La Tabla 5.16 muestra 

las actividades relativas en relación al control (consistente en una preparación dializada en 

presencia de EDTA, por lo que se considera libre de cationes). 

De todos los iones divalentes, el Mn2+ resultó ser el más eficiente activador de la enzima seguido 

del Co2+. De hecho, ambos cationes suelen ser activadores de las L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasas, aunque el Mn2+ suele ser cofactor de las enzimas provenientes preferentemente de 

organismos mesófilos (Patrick y Lee, 1968), mientras que el Co2+ activa enzimas provenientes de 

organismos termófilos e hipertermófilos (Kim et al., 2002; Kim y Oh, 2005; Lee et al., 2004). 

Además, pudo comprobarse un efecto sinérgico entre el Mn2+ y el Co2+ siendo máximo cuando la 

relación Mn2+/Co2+ es 3/1. Al mismo tiempo, el catión Mg2+, el cual ha sido reportado como 

activador (Rhimi et al., 2010a), no ejerció el mismo efecto en nuestra preparación enzimática. El 

Ba2+ inhibió completamente la actividad enzimática, resultados que coinciden con lo reportado por 

Cheng et al. (2010a). Luego de analizar la bibliografía sobre la temática (Lee et al., 2005a y 2005b) 

se aprecia que el resto de los cationes se comporta en forma dispar en los distintos casos, no 

pudiéndose extraer datos concluyentes por comparación.  
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Tabla 5.16. Efecto de diferentes iones metálicos a una concentración 1 mM sobre la actividad L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasa a 50 °C y pH 7.0. 

Suplementado con: 
Actividad relativa 

(%) 

Control
a 

100 

CoCl2 1323 

MgCl2 31 

CaCl2 96 

SrCl2 150 

SnCl2 154 

ZnCl2 342 

BaCl2 0 

CuCl2 154 

NH4Cl 96 

MnCl2 1746 

CoCl2 0,25 mM + MnCl2 0,75 mM 2746 

CoCl2 0,75 mM + MnCl2 0,25 mM 2565 

CoCl2 0,5 mM + MnCl2 0,5 mM 2731 

a- La preparación purificada de la enzima fue dializada en presencia de 

EDTA 10 mM. 

 

Se determinó la concentración de Mn2+ para la cual la actividad enzimática es máxima (Figura 

5.31). La concentración óptima de este catión resultó de 0.3 mM.  
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Figura 5.31. Efecto de diferentes concentraciones de Mn

2+
 sobre la actividad de L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasa. 



 

125 

 

Se estudió el efecto de los iones Mn2+ y Co2+ sobre la estabilidad de la enzima, donde sólo el 

primero tuvo un efecto significativo.  

Por último, asumiendo una cinética de Michaelis-Menten, se procedió a la determinación de los 

parámetros cinéticos. De esta manera, se determinaron velocidades de reacción a diferentes 

concentraciones iniciales de D-galactosa para las condiciones óptimas del ensayo enzimático. Para 

realizar dicho cálculo, se empleó la técnica de linealización de Eadie-Hofstee.  

De esta manera, luego de la regresión lineal, donde el coeficiente de correlación de Pearson 

arrojó un valor de 0,9998, los parámetros cinéticos obtenidos a 50ºC fueron: Vmáx = 7,92x10
-4 µmol 

min-1 mg-1 y Km = 34,37 mM. La constante de Michaelis, Km, arrojó valores sólo comparables con 

la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa de A. cellulolyticus ATCC 43068 (Cheng et al., 2010b) que 

presenta una Km de 28,9 mM. En general, el valor de Km para la mayoría de las L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasas caracterizadas hasta la fecha, se ubica entre 55 y 400 mM para D-galactosa. 

Estos resultados incrementan aún más la potencialidad tecnológica de la enzima con vistas a ser 

empleada en la bioconversión de D-galactosa a D-tagatosa. Por último, otros estudios cinéticos 

indican que esta L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa no resulta inhibida por su producto, la D-

tagatosa, lo cual resulta consistente con la baja efectividad del bioadsorbente L-ribulosa-agarosa en 

la purificación de la enzima.  

En cuanto a la estabilidad de la enzima frente al proceso de liofilización, la fracción liofilizada 

retuvo el 91% de la actividad original.  

 

5.3. Inmovilización/estabilización de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa 

 

 

La L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa purificada por cromatografía de afinidad fue 

inmovilizada en soportes acrílicos epoxi-activados haciendo uso de la estrategia descrita con 

anterioridad. Se seleccionaron los soportes Eupergit C y Eupergit C 250 L en base a los estudios 

previos llevados a cabo con β-galactosidasa. No obstante, como se ha mencionado anteriormente, 

las características intrínsecas de cada enzima y las características del soporte pueden modificar de 

manera importante los parámetros de inmovilización y propiedades de los derivados obtenidos. La 

carga aplicada fue de 4.1 mg de proteína/g de gel y la inmovilización se realizó durante 24 horas a 

25ºC en amortiguador fosfato de potasio 1 M pH 7.5, obteniéndose rendimientos de inmovilización 

máximos (100%) y eficiencias de inmovilización en el entorno de 90%.  

Se estudió el efecto de dos técnicas de estabilización post-inmovilización, similares a las 

aplicadas en los estudios sobre β-galactosidasa, mediante: i) el bloqueo de grupos epóxido 
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remanentes con glicina 3 M; ii) tratamiento alcalino a pH 8.5, buscando favorecer la unión 

multipuntual, y posterior bloqueo con glicina. Se determinó la eficiencia de inmovilización  y 

estabilidad térmica de los derivados sometidos a ambos tratamientos (Tabla 5.17).  

 

Tabla 5.17. Inmovilización y estabilización de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa en Eupergit C y Eupergit C 

250 L. 

Soporte 
Incubación a 

pH 8.5 (h) 

Proteína 

aplicada 

(mg/g de gel) 

Rendimiento de 

inmovilización (%) 

Eficiencia de 

inmovilización (%) 

Vida 

media 

(h) 

0 4.1 100 ± 1 89 ± 3 65 

7 ---------- ----------- 81 ± 3 214 
Eupergit 

C 250 L 
28 ----------- ----------- 73 ± 6 308 

0 4.1 100 ± 1 71 ± 6 95 

7 ---------- ----------- 59 ± 3 330 
Eupergit 

C 
28 ---------- ---------- 51 ± 3 379 

La inmovilización de LAI se realizó incubando 1.8 U de la enzima (0.40 U/mg) con 1 g del 

soporte correspondiente en amortiguador fosfato de potasio pH 7.5 durante 24 h. La cinética de 

inactivación de los derivados en batch a 50ºC se siguió por 1-54 h. La vida media de la enzima 

nativa (en concentración equivalente a los derivados obtenidos) fue de 6 h bajo estas 

condiciones. Los resultados son la media de triplicados ± SD. 

 

Los derivados bloqueados retuvieron más del 70% (Eupergit C) y casi 90% (Eupergit C 250 

L) de su actividad inmovilizada en todos los casos, y sus estabilidades resultaron mayores que las 

correspondientes a la enzima nativa y sus derivados no bloqueados (Torres y Batista-Viera, 2010). 

Los derivados con mayor termoestabilidad fueron aquellos sometidos a tratamiento alcalino durante 

períodos más largos (28 h), y se constató una reducción concomitante de las eficiencias de 

inmovilización. Se comprobó asimismo una mayor estabilización como resultado del tratamiento 

alcalino que en el caso de similares derivados de β-galactosidasa. Esta estabilización permitiría a los 

derivados trabajar incluso a temperaturas mayores, favoreciendo el aumento del cociente 

tagatosa/galactosa.  

 

5.3.1. Caracterización de los derivados de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa 

 

 

pH óptimo y estabilidad frente al pH 

 
 

Los efectos del pH sobre la actividad y estabilidad de los derivados fueron analizados en 

forma comparativa con la enzima soluble. Los derivados usados con este propósito se prepararon 

bajo las condiciones descritas con anterioridad. En el caso de la enzima en solución se evidenció 



 

127 

 

una curva típica en la relación actividad vs. pH, con un óptimo en pH 7.0, como se ha visto (Fig. 

5.30). Los derivados en Eupergit C y Eupergit C 250 L presentan un pH óptimo en el rango 7.0-7.5, 

mostrando mayores actividades que la enzima soluble a pH por debajo de 6.5, lo cual puede deberse 

a efectos del  microentorno (Fig. 5.32). Martín et al. (2003) han reportado aumentos de actividad 

relativa a pH alcalinos para la ciclodextrin glucosiltransferasa de Thermoanaerobacer inmovilizada 

en Eupergit C.  
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Figura 5.32. Efecto del pH sobre la actividad de LAI y sus derivados. ���� enzima nativa; ���� derivado LAI-Eupergit 

C; ���� Derivado LAI-Eupergit C 250 L. 

 

Los perfiles de estabilidad para la enzima soluble y los derivados en Eupergit C y Eupergit C 

250 L presentan un máximo de estabilidad en el rango de pH 7.0-7.5. La comparación de los 

perfiles evidencia que ambos derivados presentan una mayor estabilidad que la enzima libre en el 

rango de pH 6.5-8.5. Asimismo, la estrategia de estabilización basada en tratamiento alcalino 

mostró ser estabilizante también en este rango. Los derivados en Eupergit C 250 L exhiben 

estabilidades ligeramente superiores que los derivados en Eupergit C (Fig. 5.33).  

No existieron diferencias apreciables en relación al sustrato sobre el que se trabajó, 

encontrándose similares perfiles tanto para D-galactosa como para L-arabinosa. 
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Figura 5.33. Efecto del pH sobre la estabilidad de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa y sus derivados (24 horas 

de exposición). ���� Enzima soluble  ���� Derivado LAI-Eupergit C 250 L sin tratamiento alcalino ���� Derivado LAI-

Eupergit C 250 L con 24 horas de tratamiento alcalino  ���� Derivado LAI-Eupergit C sin tratamiento alcalino ���� 

Derivado LAI-Eupergit C con 24 horas de tratamiento alcalino.  

 

Temperatura óptima 

 

Como se ha visto, la temperatura óptima de la enzima se sitúa en los 50 °C (Figura 5.29). Los 

derivados presentan en general actividades mayores que las de la enzima soluble a temperaturas por 

encima de 55ºC. Para los derivados en Eupergit C y Eupergit C 250 L, se obtuvo más del 90 % de la 

máxima actividad en el rango entre 55ºC y 60ºC (Fig. 5.34).  
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Figura 5.34. Efecto de la temperatura sobre la actividad de derivados de L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasa, en comparación con la enzima nativa (soluble).  
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Estabilidad térmica 

 

Los derivados en Eupergit C resultaron los más estables en el intervalo. Las 

termoestabilidades de los derivados bloqueados con glicina son claramente superiores a las 

correspondientes a la enzima nativa y los derivados no bloqueados (Tabla 5.17). Las diferencias se 

hacen más notorias al aumentar de 7 a 24 horas el período de incubación a 50ºC.  

Una combinación de tratamiento alcalino a pH 8.5 durante 7-28 horas y bloqueo mejora aún más la 

estabilidad térmica de los derivados. La Figura 5.35 muestra las actividades residuales de los 

derivados LAI-Eupergit C 250L y LAI-Eupergit C estabilizados en estas condiciones, luego de 30 

horas de exposición a 60ºC. Se ha reportado la inmovilización de la L-arabinosa isomerasa de B. 

licheniformis en Eupergit C y su aplicación para la conversión de L-arabinosa en L-ribulosa (Zhang 

et al., 2009a; Zhang et al., 2010a). La vida media de este biocatalizador fue de 212 h a 55ºC. No 

obstante, la enzima de Bacillus licheniformis presenta alta especificidad de sustrato para la L-

arabinosa, no siendo de elección para realizar la bioconversión de D-galactosa. Recientemente se ha 

reportado que la inmovilización de la mencionada enzima en vidrio activado con grupos 

aminopropilo mejora tanto su actividad como su estabilidad (Zhang et al., 2011).  
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Figura 5.35. Estabilidad térmica (30 h de exposición a 60ºC) de los derivados de L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasa (LAI) en Eupergit C (EC) y Eupergit C 250 L (EC250L) sometidos a tratamiento alcalino (TA) y 

bloqueados con glicina. Los derivados control fueron sometidos a un único tratamiento estabilizante mediante 

bloqueo con glicina. 
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Como puede observarse los derivados sometidos a tratamiento alcalino durante más tiempo 

son aquellos que conservan la mayor actividad, siendo siempre mayor la estabilidad de los 

derivados obtenidos en Eupergit C. Sin embargo estos derivados son los de menores eficiencias de 

inmovilización. Los datos de eficiencia de inmovilización y estabilidades térmicas apoyan la 

hipótesis de la formación de uniones adicionales estabilizantes entre enzima y soporte durante el 

tratamiento a pH 8.5, las cuales ejercen efectos negativos sobre la actividad expresada en los 

derivados. Los niveles de estabilización térmica de esta enzima son superiores a los obtenidos con la 

β-galactosidasa de B. circulans, lo cual puede tener relación con la naturaleza multimérica de la L-

arabinosa (D-galactosa) isomerasa. Por ejemplo, la glutamato deshidrogenasa trimérica de Thermus 

thermophilus inmovilizada en glioxil-agarosa y con un tratamiento post-inmovilización a pH 10 

presenta estabilidades 1.5-3 veces superiores a la enzima inmovilizada sin tratamiento alcalino 

(Bolívar et al., 2009a). Este método de estabilización es al menos tan efectivo para enzimas 

multiméricas como la adsorción física y posterior entrecruzamiento con dextrano funcionalizado 

con grupos aldehído, método mediante el cual se inmovilizó la timidina fosforilasa de E. coli (Serra 

et al., 2011). En el caso de la referida glutamato deshidrogenasa se ha demostrado el efecto 

estabilizante adicional, producto de la unión covalente multipuntual de cada subunidad, tanto en 

soportes epoxi-activados como en soportes epoxi-amino de bajo grado de activación (Bolívar et al., 

2009b). Por su parte, las lipasas de Pseudomonas fluorescens y Thermomyces lanuginosus 

inmovilizadas en Toyopearl AF-amino-650M mostraron factores de estabilización en relación a las 

enzimas solubles de alrededor de 5 y 30 veces, respectivamente (Mendes et al., 2011).   

Para algunas enzimas multiméricas, como la catalasa de Thermus termophilus, la 

estabilización alcanzada por inmovilización depende fuertemente de la concentración de enzima, 

siendo mayor para altas concentraciones, como consecuencia de una menor posibilidad de 

disociación de las subunidades en estas condiciones (Hidalgo et al., 2003). El fenómeno de 

disociación de subunidades se ha descrito a su vez para las formas solubles de muchas L-arabinosa 

(D-galactosa) isomerasas, que como se ha visto, pueden formar agregados multiméricos de distinto 

número de subunidades (Zhang et al., 2007). La ausencia de proteínas en el sobrenadante luego de 

la inmovilización y durante el uso de los derivados de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa de E. 

faecium, indicaría que las subunidades permanecen unidas al soporte. Sin embargo, esta 

metodología no revelaría la existencia de disociación cuando la misma se produce en el soporte, ya 

sea en el momento de la unión (unión covalente de subunidades separadas) o posteriormente, lo cual 

también podría afectar la estabilidad térmica. No obstante, en nuestro caso, dada la relativamente 

baja concentración de proteínas presente en las fracciones purificadas, la carga aplicada fue la 

máxima carga posible con la que pudo trabajarse. Si bien esta enzima no es particularmente sensible 
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a la liofilización (lo cual es positivo desde el punto de vista de su almacenamiento), y este método 

permite concentrar el extracto aplicado, el beneficio de este procedimiento en cuanto a aumentar la 

carga enzimática del mismo podría no traducirse en mayores niveles de estabilización. Por otra 

parte, como también se ha estudiado en este trabajo para el caso de la β-galactosidasa, el nivel de 

estabillización térmica obtenido a baja carga es elevado.  

 

Parámetros cinéticos 

 

La Km de la enzima libre y la Km aparente de los derivados en Eupergit C  y Eupergit C 250 L se 

determinaron a 30°C, 40°C y 50°C, utilizando D-galactosa como sustrato, asumiendo una cinética 

de Michaelis-Menten y empleando para el cálculo la linealización de Eadie-Hofstee (Tabla 5.18). 

Los valores de Km son más altos para los derivados que para la enzima soluble. Como se esperaba 

Km disminuyó con el incremento de temperatura. Los derivados en Eupergit C mostraron valores de 

Km y Vmáx regularmente más altos o bajos, respectivamente, que los hallados en el caso de los 

derivados en Eupergit C 250 L, lo cual podría explicarse en base al mayor tamaño de poro de este 

último soporte, facilitando el acceso del sustrato al sitio activo de las moléculas de enzima, en 

particular a aquellas inmovilizadas en toda la superficie interna del soporte. Resultados similares 

han sido reportados para la β-glucosidasa TnBgl 1A de Thermotoga neapolitana inmovilizada en 

Eupergit C y Eupergit C 250 L (Khan et al., 2012). Este efecto ha sido observado también en el caso 

de la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada en esferas macroporosas de la resina hidrofílica 

poli (glicidilmetacrilato-co-etilenglicol dimetacrilato) [poli (GMA-co-EGDMA] con distintos 

tamaños de poro (Miletic et al., 2009) y la polifenol oxidasa de Agaricus bisporus inmovilizada en 

esferas macroporosas del copolímero de poli (alilglicidil éter-co-etilenglicol dimetacrilato) [AGE-

co-EGDMA] (Vaidya et al., 2007). En polímeros de butilmetacrilato y glicidilmetacrilato 

funcionalizados se han observado efectos similares (Chen et al., 2009). Sin embargo, al menos en el 

caso de la mayor parte de las lipasas inmovilizadas en Eupergit C y Eupergit C 250 L y sus 

variantes amino-Eupergit C y amino-Eupergit C 250 L, no obstante contener niveles similares de 

enzima inmovilizada, la actividad expresada en derivados en Eupergit C 250 L es menor, lo cual 

puede estar relacionado con que la mayoría de la superficie del soporte Eupergit C 250 L es interna 

y genera limitaciones difusionales que llevan a que las moléculas de enzima inmovilizadas en el 

interior de la partícula sean menos eficientes en su actividad hidrolítica (Knezevic et al., 2006).  

El reducido valor de Km a 50ºC (en el entorno de 35 mM para la enzima nativa y 40 mM 

para sus derivados en Eupergit C 250L) contrasta con los valores de Km reportados en literatura para 
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la mayoría de las L-arabinosa (D-galactosa) isomerasas caracterizadas hasta la fecha (55 a 400 

mM).  

 

Tabla 5.18. Parámetros cinéticos de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa soluble y sus derivados en Eupergit C y 

Eupergit C 250 L.  

 

Biocatalizador 
Temperatura 

(ºC) 

Km 

(mM) 

Vmax  
(nM/min) 

30 100 10 

40 70 40 Enzima nativa 

50 34 80 

30 170 1 

40 120 35 
Derivado en 

Eupergit C 
50 50 60 

Derivado en 

Eupergit C 250 L 

30 

40 

50 

127 

100 

40 

3 

45 

70 

 

Tanto la enzima libre como sus derivados no fueron inhibidos por tagatosa cuando se trabajó 

con mezclas de partida conteniendo niveles variables de este monosacárido (0-500 mM). Por su 

parte, el L-arabitol se comportó como un inhibidor competitivo de la enzima (Ki de 6.8 mM).  

 

5.3.2. Isomerización de D-galactosa 

 

Los derivados de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa en Eupergit C y Eupergit C 250 L se 

aplicaron en batch usando D-galactosa 100 g/L en amortiguador de actividad como sustrato en un 

rango de temperaturas de 30-60ºC. A su vez se estudió el efecto del pH sobre la isomerización de D-

galactosa en el rango 5.5-8.0.  

El porcentaje de conversión en D-tagatosa alcanzado fue de 26% a 30ºC y de 45% a 60ºC, 

verificándose escasa variación con el pH de trabajo en el entorno de 7.0 (Tabla 5.19). Se ha 

reportado un nivel de conversión del 32% a 30ºC utilizando la L-arabinosa isomerasa de E. coli 

inmovilizada en agarosa activada con bromuro de cianógeno en un sistema en columna con 

recirculación (Kim et al., 2001). Por otra parte, se han reportado conversiones de 46-48% a 60ºC 

trabajando con un reactor de lecho empacado con una forma mutante de la L-arabinosa isomerasa 

de Geobacillus stearothermophilus expresada en E. coli e inmovilizada en alginato (Kim et al, 

2003b; Ryu et al., 2003; Jung et al., 2005). Otras enzimas mutantes del mismo género han sido 

caracterizadas, destacándose que algunas formas permiten obtener una mayor relación 

tagatosa/galactosa, una conversión más rápida o un descenso en el pH de trabajo (Kim et al., 2006a; 

Oh et al., 2006a; Oh et al., 2006b). Una enzima proveniente de Geobacillus se ha empleado con 

éxito tanto para la producción de L-ribulosa como de D-tagatosa (Yeom et al., 2008). 
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Recientemente se ha reportado que la L-arabinosa isomerasa del extremófilo Anoxybacillus 

flavithermus permite obtener conversiones del 60% a 95ºC (Li et al., 2011). El genoma, proteoma y 

fisiología de este microorganismo se ha descrito previamente (Saw et al., 2008). 

 

 

Tabla 5.19. Influencia de la temperatura sobre el equilibrio en la reacción de isomerización D-galactosa/D-

tagatosa catalizada por L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa a pH 7.0 y 7.5. 

 

Conversión (%)
a 

Temperatura 

(ºC) 
Enzima libre 

pH 7.0      pH 7.5 

Enzima inmovilizada
b 

pH 7.0               pH 7.5 

30 26          25 25                       24 

40 34          34 37                       39 

45 35          39 41                       42 

50 41          43 42                       45 

60 45          45 43                       45 

a- Conversión expresada como porcentaje de tagatosa.    

b- Derivado en Eupergit C 250 L. 

 

5.3.3. Biotransformación de lactosa 

 

Proceso secuencial 

 

Se analizaron las posibilidades de desarrollo de un proceso conjunto de bioconversión de 

lactosa en suero de quesería mediante lactolisis y posterior isomerización de la D-galactosa, 

combinando el uso de β-galactosidasa y L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa solubles o sus 

derivados obtenidos mediante inmovilización covalente de ambas enzimas en soportes Eupergit C y 

Eupergit C 250 L (Fig 5.36).  

 

Figura 5.36. Uso de derivados de ββββ-galactosidasa y derivados de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa en procesos 

bi-reactor. 
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La β-galactosidasa y la L-arabinosa (D-glucosa) isomerasa solubles se utilizaron de manera 

secuencial haciendo uso de un primer reactor en batch con β-galactosidasa e incorporando el suero 

lactosa-hidrolizado (con tratamiento térmico previo para inactivar la β-galactosidasa) en un segundo 

reactor conteniendo L-arabinosa isomerasa (Torres y Batista-Viera, 2011). El proceso efectuado con 

las enzimas en solución a 50ºC arrojó valores de conversión de 89% para la lactolisis y 21% para la 

isomerización (Fig. 5.37).   
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Figura 5.37. Hidrólisis de lactosa en suero de Mozzarella a 50ºC con ββββ-galactosidasa soluble (Reactor 1) y 

posterior isomerización de galactosa con L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa soluble (Reactor 2). ���� glucosa ���� 

tagatosa. Un tratamiento térmico del producto del primer reactor a 100ºC durante 10 minutos aseguró la 

inactivación de la ββββ-galactosidasa previo a la operación del segundo reactor.  

 

Los derivados de β-galactosidasa en Eupergit C 250 L se aplicaron a la hidrólisis de lactosa 

en procesos en batch a 50ºC usando lactosa 4.6% y lactosuero de queso Mozzarella ajustado a pH 

7.0 como sustratos. El producto obtenido se incorporó a un batch conteniendo L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasa inmovilizada, el cual operó a la misma temperatura (Fig. 5.38). Dado que 

previamente se ha determinado que el pH óptimo de las enzimas difiere en una unidad, el pH de 

trabajo seleccionado (7.0) responde a un compromiso entre la actividad óptima de ambas enzimas, 

para evitar un ajuste de pH intermedio entre las reacciones de lactolisis e isomerización.  

Respecto a los resultados del procesamiento secuencial con ambas enzimas cuando se 

empleó suero de Mozzarella como sustrato, se obtuvieron grados de lactolisis cercanos al 89% y un 

cociente tagatosa/galactosa de un 43%, operando los reactores a 50ºC. En base a sus características 
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funcionales se seleccionó para posteriores aplicaciones el derivado en Eupergit C 250 L, tomando 

en cuenta tanto la actividad como la estabilidad de los derivados. 
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Figura 5.38. (A) Hidrólisis de lactosa en suero de Mozzarella a 50ºC con ββββ-galactosidasa (Reactor 1) y posterior 

isomerización de galactosa a la misma temperatura con L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa (Reactor 2), 

inmovilizadas en Eupergit C 250L. ���� glucosa ���� tagatosa (B) Perfiles de HPLC correspondientes a los puntos 

numerados en (A). (C) Mezcla de estándares y sus correspondientes tiempos de retención.  

 

El porcentaje de conversión en D-tagatosa obtenido fue de 25% a 30ºC y de 43% a 50ºC 

(representando 15% y casi 25% en términos de carbohidratos totales), trabajando tanto con lactosa 

4.6% como con suero de Mozzarella. Se ha reportado la producción de tagatosa  en un sistema 

continuo con la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa del termófilo Geobacillus stearothermophilus 

(expresada en E. coli) inmovilizada en perlas de alginato de calcio (Ryu et al., 2003). La conversión 

promedio en este sistema llegó al 48 % (p/p) a 60ºC cuando se trabajó sobre galactosa 300 g/L.  

Se estudió el efecto de la temperatura sobre la hidrólisis de lactosa y la isomerización de D-

galactosa. Los resultados muestran que el nivel de lactosa hidrolizada aumenta linealmente con la 

temperatura hasta 50ºC; la temperatura también aumenta el porcentaje de tagatosa obtenido en el 

equilibrio, verificándose aumentos significativos hasta los 45-50ºC (Fig. 5.39). En función de estos 

resultados, la temperatura de trabajo se fijó en 50ºC para los experimentos subsecuentes.  
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Figura 5.39. Porcentajes de conversión alcanzados durante las reacciones de lactolisis e isomerización 

secuenciales (400 minutos de reacción) a distintas temperaturas. 

 

Hasta el momento se han utilizado sistemas donde cada reactor de trabajo contenía sólo una 

actividad enzimática, de manera que se aseguró que en el segundo reactor conteniendo L-arabinosa 

(D-galactosa) isomerasa la operación se realizó en ausencia de β-galactosidasa (que fue inactivada o 

retirada por filtración, en el caso de las enzimas soluble e inmovilizada, respectivamente). De la 

comparación entre estos procesos estrictamente secuenciales realizados en dos reactores separados, 

y aquellos donde el suero lactosa-hidrolizado se isomeriza por el agregado del derivado de L-

arabinosa (D-galactosa) isomerasa en el mismo reactor una vez completado el proceso de lactolisis, 

se obtuvieron indicios de una diferencia en los niveles de conversión de sustrato, favoreciendo al 

segundo sistema donde la isomerización se realizó en presencia de β-galactosidasa (Fig. 5.40). Esta 

fue la base para los posteriores estudios en sistemas mono-reactor.  
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Figura 5.40. Hidrólisis de lactosa en suero de Mozzarella a 50ºC con ββββ-galactosidasa inmovilizada en Eupergit C 

250 L (Reactor 1) y posterior isomerización de galactosa con L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa inmovilizada 

en Eupergit C 250 L, con la etapa de isomerización desarrollada en un segundo reactor y en ausencia de ββββ-

galactosidasa (Sistema 1) o en el mismo reactor y en presencia de ββββ-galactosidasa (Sistema 2). ◊◊◊◊ glucosa (Sistema 

1) ���� glucosa (Sistema 2) ���� tagatosa (Sistema 1) ����tagatosa (Sistema 2).  

 

Uso simultáneo de los derivados 

 

Se evaluó el efecto de la operación en un único reactor de las enzimas β-galactosidasa y L-

arabinosa (D-galactosa) isomerasa, inmovilizadas individualmente en Eupergit C 250 L. Estos 

derivados se emplearon con suero de Mozzarella en procesos de hidrólisis de lactosa e 

isomerización de D-galactosa a pH 7.0 y 50ºC. (Fig. 5.41).  

 

Figura 5.41. Uso de derivados de ββββ-galactosidasa y de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa en procesos mono-

reactor. 
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Como resultado del procesamiento simultáneo del suero de Mozzarella con ambas enzimas 

se obtuvo una lactolisis completa, verificándose una aparente reducción en la inhibición por 

galactosa, en base al consumo de este sustrato por la actividad de la isomerasa (Fig. 5.42). En 

contraste, el procesamiento secuencial con ambas enzimas, en un sistema compuesto de dos 

reactores, arrojó grados de lactolisis cercanos al 89%. El cociente tagatosa/galactosa a 50ºC se 

mantuvo en 43%, para ambos casos.  
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Figura 5.42. Procesos simultáneos mono-reactor de hidrólisis de lactosa en suero de Mozzarella a 50ºC con ββββ-

galactosidasa e isomerización de galactosa con L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa, inmovilizadas 

individualmente en Eupergit C 250 L. ���� glucosa ���� tagatosa.  

 

Bajo las mismas condiciones las enzimas solubles operando en un único reactor arrojaron 

una producción de 23% de tagatosa (Fig. 5.43). Dado que este comportamiento para las enzimas 

solubles (y en particular para la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa, responsable de la producción 

de tagatosa) fue observado tanto en los procesos secuenciales como simultáneos, se puede especular 

que la menor estabilidad térmica de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa soluble es responsable 

de estos bajos niveles de conversión de galactosa en tagatosa, lo cual fue corroborado por la 

reducción en los niveles de lactolisis (Fig. 5.43).  
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Figura 5.43. Procesos simultáneos mono-reactor de hidrólisis de lactosa en suero de Mozzarella a 50ºC con ββββ-

galactosidasa soluble e isomerización de galactosa con L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa soluble. ���� glucosa ���� 

tagatosa. Se emplearon 31 U de ββββ-galactosidasa y 2.1 U de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa. 

 

Coinmovilización 

 

La coinmovilización de enzimas que catalizan reacciones consecutivas en diversos soportes 

es una estrategia que puede contribuir a la mejora de las condiciones operativas de los 

biocatalizadores aplicados a procesos específicos. Con este objetivo se han utilizado los más 

diversos soportes y protocolos de inmovilización (Atia, 2005). Como forma de reducir al mínimo 

los problemas difusionales durante el proceso de lactolisis e isomerización, conservando el 

beneficio de la aparente reducción de la inhibición por galactosa, las enzimas β-galactosidasa y L-

arabinosa (D-galactosa) isomerasa fueron coinmovilizadas en una misma partícula. Las enzimas se 

coinmovilizaron en Eupergit C 250 L, en amortiguador fosfato de potasio 1 M pH 7.5 y a 25ºC, 

empleándose para β-galactosidasa una carga aplicada de 30 mg/g de gel (carga determinada como 

óptima para esta enzima) y para L-arabinosa isomerasa de 4 mg/g de gel (carga máxima que 

posibilita la preparación enzimática purificada disponible). Los derivados obtenidos alcanzaron 

eficiencias de inmovilización y estabilidades térmicas comparables a aquellas de las enzimas 

inmovilizadas individualmente.  

Los derivados bienzimáticos resultantes se emplearon en procesos de hidrólisis de 

lactosa/isomerización de galactosa en suero de Mozzarella a 50ºC (Fig. 5.44).  
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Figura 5.44. Uso de ββββ-galactosidasa y L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa coinmovilizadas en procesos mono-

reactor. 

 

Como resultado, se mantuvieron muy buenos niveles de conversión respecto al sistema 

mono-reactor con enzimas inmovilizadas individualmente, reduciéndose el tiempo de reacción 

necesario para lograr las concentraciones de equilibrio (Fig. 5.45).  
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Figura 5.45. Operación de sistemas secuenciales (bi-reactor) y simultáneos (mono-reactor) con ββββ-galactosidasa y 

L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa inmovilizadas o coinmovilizadas en Eupergit C 250 L. Procesos 

secuenciales: ���� glucosa ◊◊◊◊ tagatosa. Procesos simultáneos con enzimas inmovilizadas individualmente: ���� glucosa 

���� tagatosa. Procesos simultáneos con enzimas coinmovilizadas: ���� glucosa ���� tagatosa. 

 

Se apreció una diferencia en las velocidades de los procesos simultáneos llevados a cabo con 

derivado coinmovilizado bienzimático y con una mezcla de derivados de cada una de las enzimas 

inmovilizadas separadamente, como se ve en detalle en la Figura 5.46. En efecto, las velocidades de 
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los procesos de lactolisis e isomerización fueron muy superiores con el sistema coinmovilizado. 

Asimismo, los procesos donde las enzimas actúan en un mismo reactor (sistemas simultáneos) 

presentaron mayores niveles de conversión tanto en términos de lactosa hidrolizada como de 

tagatosa producida. La productividad en tagatosa del sistema bi-enzimático secuencial es 

aproximadamente 8 g/Lh, en tanto que el aumento de productividad para los sistemas mono-reactor 

con enzimas inmovilizadas individualmente y coinmovilizadas es del 12% y el 25%, 

respectivamente, comparado con el sistema bi-reactor (Fig. 5.47).  
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Figura 5.46. Comparación de velocidades para procesos simultáneos con enzimas inmovilizadas individualmente 

y simultáneos con enzimas coinmovilizadas. 

 

 

Figura 5.47. Niveles de conversión (en términos de lactolisis e isomerización) (A) y productividades (en términos 

de tagatosa) (B), alcanzados con distintos sistemas mono-reactor con enzimas β-galactosidasa y L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasa inmovilizadas individualmente [Simultáneo] o coinmovilizadas en Eupergit C 250 L 

(Coinmovilizado), y bi-reactor (Secuencial).  
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Reuso de derivados de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa 

 

Se estudió la posibilidad de reutilización de los derivados de L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasa inmovilizada individualmente o coinmovilizada con  β-galactosidasa en Eupergit C 250 L 

a lo largo de varios ciclos de operación a 50ºC, empleando sueros de Mozzarella lactosa-

hidrolizados (proceso secuencial) o sueros de Mozzarella (procesos simultáneos) respectivamente, 

como sustratos.    

Los derivados L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa-Eupergit C 250 L inmovilizados y 

coinmovilizados mantuvieron cocientes tagatosa/galactosa entre 37-40% y 41-44%, 

respectivamente,  a lo largo de 6 ciclos de operación a 50ºC (Fig. 5.48). En términos de actividad 

residual, los derivados LAI-Eupergit C conservan actividades residuales en el entorno de 81% luego 

de 6 ciclos, en tanto que los derivados β-galactosidasa-LAI-Eupergit C 250 L exhiben actividades 

residuales del 90% luego del sexto ciclo de operación.  
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Figura 5.48. Reuso en reactores en batch a 50ºC de los derivados L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa-Eupergit 

C 250 L (LAI-Eupergit C 250 L) en procesos secuenciales y ββββ-galactosidasa-L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasa-Eupergit C 250 L (ββββ-galactosidasa-LAI-Eupergit C 250 L) en procesos simultáneos. La conversión se 

expresa como porcentaje de tagatosa. 

 

5.4. Inmovilización/estabilización de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa 

 

La D-xilosa (D-glucosa) isomerasa de Streptomyces rubiginosus (Hampton) fue 

inmovilizada en soportes acrílicos epoxi-activados haciendo uso de la estrategia descrita con 

anterioridad. Se seleccionaron los soportes Eupergit C y Eupergit C 250 L en base a los estudios 

previos llevados a cabo con β-galactosidasa. La inmovilización se realizó durante 24 horas a 25ºC 
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en amortiguador fosfato de potasio 1 M pH 7.5, obteniéndose rendimientos máximos (100%) y 

eficiencias de inmovilización de 91% (Eupergit C) y 98% (Eupergit C 250 L).  

Posteriormente se exploraron las posibilidades de estabilización térmica de estos 

biocatalizadores mediante dos estrategias post-inmovilización: i- bloqueo de los grupos oxirano 

remanentes con glicina 3 M; ii- tratamiento alcalino durante 7 o 24 horas a pH 8.5 (para favorecer la 

unión multipuntual enzima-soporte) y posterior bloqueo con glicina, estrategia similar a la empleada 

en el proceso de estabilización de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa. Se determinó la eficiencia 

de inmovilización y la estabilidad térmica de los derivados sometidos a ambos tratamientos. (Tabla 

5.20).  

Los derivados en Eupergit C 250 L sometidos al proceso de bloqueo [estrategia i] retuvieron 

98% de su actividad inmovilizada, en tanto que los derivados en Eupergit C retuvieron en el entorno 

de 90% de su actividad. Sus vidas medias a 50ºC fueron de 210 y 230 h respectivamente, 

claramente superiores a las correspondientes a la enzima nativa (vida media de 23 h) y sus 

derivados no bloqueados. Los derivados más termoestables fueron aquellos sometidos a tratamiento 

alcalino durante 24 horas antes del bloqueo [estrategia ii], con vidas medias de 491 y 554 h a 50ºC 

para Eupergit C 250 L y Eupergit C, respectivamente. Si bien la eficiencia de inmovilización se 

reduce en ambos casos, las actividades inmovilizadas son superiores en los derivados insolubles en 

Eupergit C 250 L, probablemente debido a la mayor intensidad de unión multipuntual en el caso del 

soporte Eupergit C, más activado. En tanto que la β-galactosidasa de B. circulans es monomérica, la 

D-xilosa (D-glucosa) isomerasa de S. rubiginosus posee cuatro subunidades idénticas, lo cual podría 

ser la base de las diferencias en estabilidad que se obtienen al utilizar esta estrategia combinada para 

la estabilización de ambas enzimas.  

 

Tabla 5.20. Inmovilización y estabilización de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa en Eupergit C y Eupergit C 250 L. 

Soporte 
Incubación a 

pH 8.5 (h) 

Proteína 

aplicada (mg/g 

de gel) 

Rendimiento de 

inmovilización (%) 

Eficiencia de 

inmovilización (%) 

Vida 

media 

(h) 

0a 1.9 100 ± 1 98 ± 1 210 

7 ---------- ----------- 91 ± 1 360 
Eupergit C 

250 L 
24 ----------- ----------- 84 ± 1 491 

0 1.9 100 ± 1 91 ± 1 230 

7 ---------- ----------- 79 ± 1 389 Eupergit C 

24 ---------- ---------- 66 ± 1 554 

La inmovilización de GI se realizó incubando 5.8 U de la enzima con 1 g del soporte 

correspondiente en amortiguador fosfato de potasio 1 M pH 7.5 durante 24 h. La vida media (a 

50ºC) de la enzima nativa (en concentración equivalente a los derivados obtenidos) fue de 23  h 

bajo las mismas condiciones. Los resultados son la media de triplicados ± SD. 

a- Derivados sólo bloqueados.  
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5.4.1. Caracterización de los derivados de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa 

 

 

pH óptimo y estabilidad frente al pH 

 
Los efectos del pH sobre la actividad y estabilidad fueron analizados en forma comparativa 

entre la enzima soluble y los derivados. En el caso de la enzima en solución se evidenció una curva 

típica en la relación actividad vs. pH, con un óptimo en pH 7.5 y un descenso marcado a pH ácidos. 

Los derivados en Eupergit C presentan un pH óptimo en 7.5 y mayores actividades que la enzima 

soluble a pH por debajo de 6.0, lo cual puede deberse a diferencias de microentorno (Fig. 5.49). La 

enzima inmovilizada conserva más del 75% de su actividad entre pH 5.0-8.5. No obstante, la 

enzima libre sólo presenta una actividad relativa en el entorno de 40%  para estos pH. Demirel et al. 

(2006) y Rhimi et al. (2007) reportan un pH óptimo de 7.5 para los derivados D-xilosa (D-glucosa) 

isomerasas del género Streptomyces entrampados en varios geles, en particular alginato.  
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Figura 5.49. Efecto del pH sobre la actividad de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa y sus derivados. ���� Enzima 

nativa ���� Derivado en Eupergit C. 

 

Los perfiles de estabilidad para la enzima soluble y los derivados en Eupergit C y Eupergit C 

250 L fueron similares. No obstante, la comparación de los perfiles evidencia que considerado 

cualquiera de los derivados, éstos presentan una ligera estabilización frente al pH (Fig. 5.50). La 

estrategia de estabilización basada en tratamiento alcalino no resultó efectiva en lo que refiere a 

estabilidad frente al pH.  
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Figura 5.50. Efecto del pH sobre la estabilidad de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa y sus derivados. ���� Enzima 

nativa ���� Derivado en Eupergit C ���� Derivado en Eupergit C 250 L. 

 

Temperatura óptima 

 

Se estudió el efecto de la temperatura sobre la actividad de la forma nativa y los derivados 

de la enzima. La enzima libre y todos sus derivados exhiben un incremento continuo de la actividad 

en el rango 40-70°C. La temperatura óptima para la D-xilosa (D-glucosa) isomerasa inmovilizada 

en Eupergit C y Eupergit C 250 L fue de 60ºC, confirmando reportes previos (Tükel y Alagöz, 

2008). La enzima de S. phaeochromogenes presenta una temperatura óptima de 80ºC (Strandberg y 

Smiley, 1971); no obstante, las temperaturas de operación seleccionadas en general están por debajo 

de la temperatura óptima, dado que el aumento de temperatura, si bien incrementa el nivel de 

producción de fructosa, favorece también reacciones secundarias que llevan a la generación de 

subproductos (Chou et al., 1976). En las aplicaciones reportadas en este trabajo, los derivados GI-

Eupergit C y GI-Eupergit C 250 L se utilizarán en combinación con otros derivados enzimáticos y a 

una temperatura de 50ºC.  

 
Estabilidad térmica 

 

En la literatura existen múltiples reportes de la estabilización térmica de enzimas 

particularmente sensibles por inmovilización en Eupergit C. Para citar algunos ejemplos, la 

termoestabilidad de los derivados de la nitrilo hidratasa inmovilizados en Eupergit C y 

posteriormente entrecruzados con 1-etil-3-dimetil amino propilcarbodiimida (EDAC) para 

estabilizar su estructura oligomérica, se distingue de la de la enzima soluble a 60ºC (con vidas 

medias de aproximadamente 50 minutos para la enzima soluble y 330 minutos para los derivados) 

[Chiyanzu et al., 2010]. Pero la estrategia también es útil para el caso de enzimas muy estables 
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frente a la temperatura, como el caso de la (R)-hidroxinitrilo liasa de Prunus pseudoarmeniaca cuya 

vida media a 50ºC es de aproximadamente 30 horas, incrementándose a casi el doble  por 

inmovilización en Eupergit C 250 L y más de tres veces cuando se la inmoviliza en Eupergit C 

(Tükel et al., 2010). La lipasa de Candida rugosa inmovilizada en Eupergit C y Eupergit C 250 L 

retiene más del 70% de su actividad luego de una hora de incubación a una temperatura de 70ºC 

(Othman et al., 2008). Se ha reportado que la inmovilización en Eupergit C, Eupergit C 250 L y 

GAMM (matriz similar a las anteriores) provee alta estabilidad a esta enzima, incluso a 

temperaturas superiores a los 60ºC (Tükel y Alagöz, 2008; Yu et al., 2011). La D-xilosa (D-glucosa) 

isomerasa de Streptomyces sp. NCIM 2730 (tetramérica) es activa como tetrámero y como dímero, 

en tanto que los monómeros son formas inactivas que se obtienen luego de tratamientos térmicos a 

altas temperaturas (Gaikwad et al., 1993; Ghatge et al., 1994).  

En este trabajo, no obstante su gran termoestabilidad, la D-xilosa (D-glucosa) isomerasa ha 

sido estabilizada por un factor de 30-40 veces en base a la metodología de estabilización empleada, 

combinando tratamiento alcalino y bloqueo. 

 

Parámetros cinéticos 

 

La Km de la enzima libre y la Km aparente de los derivados en Eupergit C  y Eupergit C 250 

L se determinaron a 30°C, 40°C y 50°C, utilizando D-glucosa como sustrato, asumiendo una 

cinética de Michaelis-Menten y empleando para el cálculo la linealización de Eadie-Hofstee (Tabla 

5.21). Los valores de Km son más altos para los derivados que para la enzima soluble. Como se 

esperaba Km disminuyó con el incremento de temperatura. Como en el caso de la L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasa, los derivados en Eupergit C mostraron valores de Vmáx regularmente más 

bajos que los hallados en el caso de los derivados en Eupergit C 250 L. La modificación de ambas 

constantes podría considerarse como un efecto de limitaciones difusionales, efectos estéricos o 

cambios estructurales en la enzima unida covalentemente respecto a la enzima nativa, u ocurrir 

como consecuencia de una menor accesibilidad del sustrato al sitio activo de la enzima, como se 

discutió antes. Knezevic et al. (2006) reportaron que la Km de la lipasa de Candida rugosa 

inmovilizada en el soporte amino-Eupergit C se aproxima a la Km de la enzima soluble. No 

obstante, la interacción de las lipasas con soportes hidrofóbicos presenta características peculiares 

que pueden facilitar la adsorción preferencial de la forma “abierta” de la lipasa en condiciones de 

baja fuerza iónica (Hernández et al., 2011).  
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Tabla 5.21. Parámetros cinéticos de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa soluble y sus derivados en Eupergit C y 

Eupergit C 250 L.  

Biocatalizador 
Temperatura 

(ºC) 

Km 

(mM) 

Vmax  
(nM/min) 

30 365 49 

40 315 68 Enzima nativa 

50 265 176 

30 925 17 

40 802 59 
Derivado en 

Eupergit C 
50 750 159 

Derivado en 

Eupergit C 250 L 

30 

40 

50 

905 

775 

672 

31 

65 

161 

 

En base a sus características funcionales se seleccionó para posteriores aplicaciones el 

derivado en Eupergit C 250 L, tomando en cuenta tanto la actividad como la estabilidad de los 

derivados. 

 

5.4.2. Biotransformación de lactosa 

 

Se estudió el empleo de una combinación de β-galactosidasa y D-xilosa (D-glucosa) 

isomerasa para desarrollar un proceso de hidrólisis de lactosa e isomerización de D-glucosa, con 

producción de D-fructosa. Este proceso es de interés debido al alto poder edulcorante de la fructosa. 

Para llevar adelante este proceso de biotransformación se estudiaron en forma comparativa tres 

tipos de derivados de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa, comprendiendo: i-  derivados inmovilizados 

comerciales obtenidos a partir de la adsorción de la enzima en DEAE-celulosa aglomerado con 

poliestireno y TiO2 (Gensweet, IGI, Genencor); ii- derivados obtenidos a partir de la inmovilización 

en Eupergit C y Eupergit C 250 L de la glucosa isomerasa de Genencor (previamente extraída del 

soporte comercial); iii- inmovilizados y estabilizados de la D-xilosa (D-glucosa) isomerasa 

(Hampton) en Eupergit C y Eupergit C 250 L obtenidos en el curso de este trabajo, como ya fue 

detallado (sección 5.4). 

 

Derivado comercial 

 

En el rango de temperaturas de trabajo, 20-70ºC, el derivado de D-xilosa (D-glucosa) 

inmovilizado comercial (IGI, Genencor) mostró  un incremento proporcional de actividad con 

incrementos de la temperatura de operación, tanto con el sustrato convencional (jarabe de glucosa 

40%), como con lactosuero lactosa-hidrolizado. El máximo de actividad se ubicó en 50ºC, 

temperatura a la que se reporta alta estabilidad de la preparación (Bhosale, 1996). La acción de la 



 

148 

 

isomerasa sobre los distintos sustratos naturales reveló algunas diferencias en el porcentaje de 

isomerización alcanzado así como en la cinética de la reacción (Torres y Batista-Viera, 2006). En 

todos los casos se obtuvieron porcentajes de fructosa  superiores al 40% al cabo de 85 minutos. El 

mayor porcentaje de isomerización por el derivado IGI se alcanzó empleando suero de queso 

Mozzarella lactosa-hidrolizado como sustrato, en el que se llegó a un porcentaje de 44% de fructosa 

operando a 50ºC (Fig. 5.51).  

 
Figura 5.51. Isomerización a 50ºC por medio de derivado IGI de sueros de queso Pratto (línea entera) y 

Mozzarella (línea punteada) lactosa-hidrolizados por ββββ-galactosidasa soluble (triángulos) y derivado ββββ-

galactosidasa-Eupergit C (cuadrados).                                

 

 

El derivado IGI no mostró disminución apreciable de su actividad a través de 16 ciclos de 

reuso a 50ºC, obteniéndose en todos los casos un nivel de conversión en fructosa del 44% luego de 

una hora de incubación. Los resultados obtenidos en términos de actividad residual luego de cada 

reuso se muestran en la Figura 5.52. 

 

Figura 4. Isomerización de sueros de queso Pratto (línea entera) y Mozzarella (línea punteada) lactosa-

hidrolizados con Biolacta (triángulos) y derivado Biolacta/Sepabeads EP (cuadrados). . 
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Figura 5.52. Actividad residual de derivados IGI en función de los ciclos de reuso a 50ºC con suero de Mozzarella 

lactosa-hidrolizado como sustrato. 

 

Se estudió el efecto de la relación derivado/sustrato para un volumen fijo de suero lactosa-

hidrolizado y variando la cantidad de derivado IGI aplicado para su isomerización en procesos en 

batch. Se empleó un volumen de 10 mL de suero y una cantidad de derivado de 25-100 mg (Figura 

5.53). 
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Figura 5.53. Efecto de la relación derivado-sustrato utilizada sobre el proceso de isomerización de glucosa en 

suero de Mozzarella lactosa-hidrolizado con derivado IGI. 
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Derivados en soportes acrílicos 

 

Los derivados de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa en Eupergit C 250 L se aplicaron en batch 

usando D-glucosa 500 g/L como sustrato en un rango de temperaturas 30-60ºC (Fig. 5.54). El 

porcentaje de D-fructosa obtenido fue de 36% a 30ºC y de 55% a 60ºC (Tabla 5.22) A su vez se 

estudió el efecto del pH sobre la isomerización de glucosa en el rango 7.0-8.0, verificándose escasa 

variación.  
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Figura 5.54. Efecto de la temperatura sobre la isomerización de D-glucosa catalizada por D-xilosa (D-glucosa) 

isomerasa (derivado GI-Eupergit C 250 L). 

  

 
Tabla 5.22. Influencia de la temperatura sobre el equilibrio en la reacción de isomerización D-glucosa/D-fructosa 

catalizada por D-xilosa (D-glucosa) isomerasa a pH 7.0. 

 

Conversión (%)
a 

Temperatura 

(ºC) Enzima libre Enzima inmovilizada
b 

30 32 36 

40 41 43 

45 46 49 

50 51 53 

60 51 55 

a- Conversión expresada como porcentaje de fructosa.    

b- Derivado en Eupergit C 250 L. 
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Proceso secuencial  

 

Los derivados estabilizados de β-galactosidasa se aplicaron a la hidrólisis de lactosa a 50ºC 

en batch usando lactosa 4.6% y suero de queso Mozzarella ajustado a pH 7.0 como sustratos. Luego 

de la lactolisis, los sueros lactosa-hidrolizados fueron incorporados en un segundo reactor 

conteniendo D-xilosa (D-glucosa) isomerasa inmovilizada (Fig. 5.55). Se estudió el efecto del pH 

(en el rango 5.0-8.0) y la temperatura de operación (entre 30 y 60ºC) en este segundo reactor. 

  

Figura 5.55. Uso de derivados de ββββ-galactosidasa y de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa en procesos bi-reactor. 
 

No se evidenció un efecto importante del pH inicial del suero de quesería lactosa-hidrolizado 

sobre la isomerización. Dado que el pH óptimo de las enzimas difiere en 1.5 unidades, el pH de 

trabajo seleccionado (7.0) responde a un compromiso entre los pH óptimos de ambas enzimas, para 

evitar un ajuste de pH intermedio entre las reacciones de lactolisis e isomerización. Respecto a los 

resultados del procesamiento secuencial con ambas enzimas cuando se empleó suero de Mozzarella 

como sustrato, se obtuvieron grados de lactolisis cercanos al 89% a 50ºC y un cociente 

fructosa/glucosa de 35% y 52%, operando el segundo reactor a 30ºC y 50ºC, respectivamente. Los 

resultados obtenidos a 50ºC se muestran en la Fig. 5.56.  
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Figura 5.56. (A) Proceso secuencial de lactolisis (Reactor 1) y posterior isomerización (Reactor 2) de suero de 

queso Mozzarella a 50ºC. ���� producción de glucosa durante la lactolisis ���� consumo de glucosa durante la 

isomerización ���� producción de fructosa durante la isomerización. (B) Perfiles de HPLC correspondientes a los 

puntos numerados en (A). 
  

El mismo proceso efectuado con el empleo de las enzimas en solución arrojó valores de 

conversión de 89% para la lactolisis y 50% para la isomerización. Los resultados fueron analizados 

de forma comparativa, considerando los niveles de conversión obtenidos al trabajar con el derivado 

comercial inmovilizado de Genencor (IGI), la enzima soluble extraída de la preparación IGI y 

aquella suministrada por Hampton, ambas inmovilizadas en Eupergit C 250 L. Los niveles de 

conversión alcanzados por los derivados de la D-xilosa (D-glucosa) isomerasa de Hampton 

inmovilizada en Eupergit C 250 L son comparables a los obtenidos con el derivado comercial IGI 

entre 30-50ºC (Fig. 5.57). El menor nivel de conversión alcanzado con el derivado de la D-xilosa 

(D-glucosa) isomerasa de Genencor inmovilizada en soportes acrílicos probablemente refleja que el 

método empleado para obtener la preparación soluble (partiendo del derivado comercial) promueve 
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de alguna forma una modificación en las propiedades de la enzima o su estructura cuaternaria, 

pudiendo este cambio conducir a una menor estabilidad operativa del derivado en Eupergit C 250 L.  
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Figura 5.57. Influencia de la temperatura sobre los niveles de isomerización de D-glucosa alcanzados en procesos 

secuenciales con suero de Mozzarella lactosa-hidrolizado como sustrato, utilizando los derivados de D-xilosa (D-

glucosa) isomerasa inmovilizada comercial de Genencor (IGI), D-xilosa (D-glucosa) isomerasa de Genencor 

inmovilizada en Eupergit C 250 L (GIG-Eupergit C 250 L) y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa de Hampton 

inmovilizada en Eupergit C 250 L (GIH-Eupergit C 250 L). 

 

Uso simultáneo de los derivados 

 

Se evaluó el efecto de la operación en un único reactor de las enzimas β-galactosidasa y D-

xilosa (D-glucosa) isomerasa, inmovilizadas individualmente en Eupergit C 250 L (Fig. 5.58). 

Tomando en cuenta que estos derivados fueron estabilizados por unión covalente multipuntual, era 

previsible una buena estabilidad operativa, incluso en condiciones de uso en sistemas en batch con 

agitación mecánica. Sin embargo, como se ha visto antes para el caso de la combinación de la 

acción de β-galactosidasa y L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa en sistemas mono-reactor, la 

operación conjunta provee beneficios adicionales en relación al nivel de conversión, 

fundamentalmente en el caso de la reacción de lactolisis.  
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Figura 5.58. Uso de derivados de ββββ-galactosidasa y de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa en procesos mono-reactor. 

 

En este caso, los derivados β-galactosidasa-Eupergit C 250 L y D-xilosa (D-glucosa) 

isomerasa-Eupergit C 250 L se emplearon en procesos de hidrólisis de lactosa e isomerización de 

glucosa en sueros de quesos Mozzarella y Manchego a pH 7.0 y 50ºC (Fig. 5.59), en las mismas 

condiciones que se emplearon antes con los derivados  de β-galactosidasa y de L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasa. Si bien los dos sustratos utilizados mostraron escasa diferencia en los niveles 

de conversión alcanzados, se reafirma el mejor desempeño de los derivados cuando se trabaja sobre 

suero de Mozzarella (el nivel de hidrólisis de lactosa es 10% mayor para este sustrato). Como 

resultado del procesamiento simultáneo con ambas enzimas se obtuvo un mayor grado de lactolisis, 

un mayor nivel de conversión en términos de glucosa y una mayor producción de fructosa, aunque 

sólo ligeramente superior al obtenido en el proceso secuencial, lo cual puede deberse a la menor 

incidencia de la glucosa como inhibidor de la β-galactosidasa (Fig. 5.59). También es de destacar la 

reducción en el tiempo necesario para alcanzar el máximo nivel de conversión en D-fructosa, el cual 

era de aproximadamente 700 min para el sistema secuencial y que se redujo a la mitad mediante el 

sistema simultáneo.                 
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Figura 5.59. Procesamiento secuencial y simultáneo de sueros de queso Mozzarella (A) y Manchego (B) con 

derivados de ββββ-galactosidasa y de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa. ���� producción de glucosa durante la lactolisis 

en procesos secuenciales ���� consumo de glucosa durante la isomerización en procesos secuenciales ���� producción 

de glucosa en procesos simultáneos ���� producción de fructosa en procesos secuenciales ���� producción de fructosa 

en procesos simultáneos. 
 

Coinmovilización 

 

Como forma de reducir al mínimo las limitaciones difusionales durante los procesos de 

lactolisis e isomerización, las enzimas β-galactosidasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa fueron 



 

156 

 

coinmovilizadas en una misma partícula de soporte (Eupergit C 250 L). La coinmovilización se 

llevó a cabo en amortiguador fosfato de potasio 1 M pH 7.5 durante 24 h a 25ºC, empleándose para 

β-galactosidasa una carga aplicada de 30 mg/g de gel (carga determinada como óptima para esta 

enzima) y para D-xilosa (D-glucosa) isomerasa (Hampton) de 2 mg/g de gel. Los derivados 

estabilizados mediante tratamiento alcalino post-inmovilización (pH 8.5 durante 24 horas) y 

bloqueo con glicina alcanzaron eficiencias de inmovilización y estabilidades térmicas comparables 

a aquellas de las enzimas inmovilizadas/estabilizadas individualmente.  

Estos biocatalizadores se aplicaron de manera de producir simultáneamente la hidrólisis de 

lactosa/isomerización de glucosa en suero de Mozzarella a 50ºC en sistemas mono-reactor (Fig. 

5.60). Como resultado, se mantuvieron muy buenos niveles de conversión, con cocientes 

fructosa/glucosa de 52%, reduciéndose en aproximadamente una hora el tiempo de reacción 

necesario para lograr las concentraciones de equilibrio.  

 

Figura 5.60. Uso de ββββ-galactosidasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa coinmovilizadas en procesos mono-reactor. 

 

 
 
 
 
 



 

157 

 

Reuso de los derivados D-xilosa (D-glucosa) isomerasa 

 

 

Se estudió la posibilidad de reutilización de los derivados de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa 

inmovilizada en Eupergit C 250 L y coinmovilizada con β-galactosidasa en este mismo soporte, a lo 

largo de varios ciclos de operación a 50ºC, empleando sueros de Mozzarella lactosa-hidrolizados 

(proceso secuencial) y suero de queso Mozzarella (procesos simultáneos) como sustratos, 

respectivamente. Los derivados inmovilizados y coinmovilizados mantuvieron cocientes 

fructosa/glucosa entre 45-49% y 50-53%, respectivamente, a lo largo de 12 ciclos de operación a 

50ºC (Fig. 5.61). Es de destacar los mayores niveles de conversión en fructosa alcanzados con el 

derivado coinmovilizado, así como su mayor estabilidad operativa evidenciada a lo largo de estos 
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Figura 5.61. Reuso de los derivados D-xilosa (D-glucosa) isomerasa-Eupergit C 250 L (GI-Eupergit C 250 L) y ββββ-

galactosidasa-D-xilosa (D-glucosa) isomerasa-Eupergit C 250 L (ββββ-galactosidasa-GI-Eupergit C 250 L) en 

reactores en batch a 50ºC, empleando suero de Mozzarella lactosa-hidrolizado (proceso secuencial) y suero de 

queso Mozzarella (proceso simultáneo) como sustratos, respectivamente. La conversión se expresa como 

porcentaje de glucosa isomerizada a fructosa. 

 

Efecto del ion calcio 

 

Se estudió el efecto del ion Ca2+ sobre el proceso de isomerización, verificándose su efecto 

inhibitorio sobre la actividad D-xilosa (D-glucosa) isomerasa (Fig. 5.62). Como se verá más 

adelante, en especial en relación a algunos sustratos empleados, surge la necesidad de una 

desmineralización previa de los mismos para mejorar la capacidad de biotransformación de glucosa 

en fructosa por parte de esta enzima.  
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Figura 5.62. Efecto de distintas concentraciones de Ca

2+ 
sobre el proceso de isomerización catalizado por D-xilosa 

(D-glucosa) isomerasa a 50ºC empleando lactosa 4.6% hidrolizada como sustrato.  

 

5.5. Sistema trienzimático 

 
En este trabajo se ha alcanzado una importante estabilización térmica de los derivados de β-

galactosidasa, L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa, lo que 

permitió trabajar a temperaturas de 50ºC, favoreciendo el aumento de los cocientes 

tagatosa/galactosa y fructosa/glucosa en estas condiciones. La operación en un mismo reactor y la 

coinmovilización revelaron a su vez una serie de ventajas con respecto a otras modalidades de uso 

de este sistema. La posibilidad de transformar la lactosa del suero de quesería en una mezcla de 

monosacáridos y la isomerización de los mismos en sus correspondientes cetohexosas, no sólo le 

provee mayor poder edulcorante al producto sino que elimina muchos obstáculos tecnológicos 

relacionados con la utilización de la lactosa. Las propiedades prebióticas de la tagatosa refuerzan el 

interés de esta serie de biotransformaciones. En la etapa final de esta investigación se desarrollaron 

biocatalizadores en base a la coinmovilización/estabilización de β-galactosidasa, L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa, los cuales en un proceso mono-reactor 

fueron capaces de generar la hidrólisis de lactosa, con isomerización parcial de sus productos, 

galactosa y glucosa, en las correspondientes cetohexosas, tagatosa y fructosa, las cuales aparecen 

resaltadas en la Figura 5.63.  
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Figura 5.63. Biotransformaciones de la lactosa del suero de quesería (se han resaltado los productos de interés).  

 

5.5.1. Inmovilización/estabilización de derivados trienzimáticos 

 

Las enzimas β-galactosidasa, L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa y D-xilosa (D-glucosa) 

isomerasa fueron coinmovilizadas en Eupergit C 250 L (por incubación en amortiguador fosfato de 

potasio 1.0 M pH 7.5 durante 24 horas a 25ºC) y se exploraron las posibilidades de estabilización 

térmica de estos biocatalizadores mediante dos estrategias post-inmovilización: i- bloqueo de los 

grupos oxirano remanentes con glicina 3 M; ii- tratamiento alcalino durante 7 o 24 horas a pH 8.5 

(para favorecer la unión multipuntual enzima-soporte) y posterior bloqueo con glicina. Se determinó 

la eficiencia de inmovilización y la estabilidad térmica de los derivados sometidos a ambos 

tratamientos (Tabla 5.23).  

Los derivados sometidos al proceso de bloqueo [estrategia i] retuvieron 91%, 99% y 89% de 

las actividades β-galactosidasa, D-xilosa (D-glucosa) isomerasa y L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasa inmovilizadas, respectivamente. Sus vidas medias a 50ºC fueron de 181, 217 y 93 h, 

respectivamente, claramente superiores a las correspondientes a las enzimas nativas. Los derivados 

más termoestables fueron aquellos sometidos a tratamiento alcalino durante 24 horas antes del 

bloqueo [estrategia ii] con vidas medias a 50ºC de 388, 593 y 319 h, respectivamente. Si bien la 

eficiencia de inmovilización se reduce en todos los casos (Tabla 5.23), las mismas son superiores en 

los derivados insolubles de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa, incluso superiores a aquellas obtenidas 

a partir de la inmovilización individual de dicha enzima (Tabla 5.20), reflejando probablemente el 

efecto de la presencia de otras proteínas (en particular de la preparación de β-galactosidasa), 

presentes en mayor concentración en la mezcla aplicada. Por su parte este efecto no se evidenció en 

el caso de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa, probablemente como consecuencia de la mayor 

sensibilidad de esta enzima (proveniente de una preparación no comercial y altamente purificada) 

frente al proceso de unión covalente al soporte.  
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Tabla 5.23. Coinmovilización y estabilización de enzimas en Eupergit C 250 L. 

Enzima 

Incubación 

a pH 8.5 

(h) 

Rendimiento de 

inmovilización (%) 

Eficiencia de 

inmovilización (%) 

Vida 

media (h) 

0
a 

91 ± 3 181 

8 85 ± 3 285 ββββ-Galactosidasa 

24 80 ± 3 388 

0 99 ± 3 217 

8 95 ± 3 405 

D-xilosa (D-

glucosa) 

isomerasa 24 82 ± 3 593 

0 89 ± 3 93 

8 84 ± 1 206 

L-arabinosa (D-

galactosa) 

isomerasa 24 

100 ± 2 

79 ± 3 319 

La coinmovilización se realizó incubando 30 U de ββββ-galactosidasa, 2 U de L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasa y 2 U de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa con 1 g del soporte en amortiguador fosfato de 

potasio 1 M pH 7.5 durante 24 horas.  Las vidas medias fueron determinadas a 50ºC. Los resultados 

son la media de triplicados ± SD. 

a- Derivado sólo bloqueados. 

 

5.5.2. Biotransformación de lactosa 

 

Lactosuero 

 
Se estudiaron los niveles de productividad alcanzados al trabajar con derivados 

trienzimáticos estabilizados y sin estabilizar en reactores de tipo batch con suero de Mozzarella. Al 

analizar la productividad en términos de cetohexosas (fructosa y tagatosa), los derivados 

estabilizados mostraron productividades más altas (Fig. 5.64). La diferencia en productividad de los 

derivados estabilizados y sin estabilizar se hace más notoria por encima de los cinco reusos, 

revelando probablemente la mayor inestabilidad de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa en estas 

condiciones, lo cual se verificó mediante el seguimiento del proceso por HPLC, comprobando una 

disminución en la producción de tagatosa desde el quinto ciclo de operación.  
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Figura 5.64. Productividades de los sistemas trienzimáticos coinmovilizados, estabilizados y sin estabilizar, y 

composición de los jarabes luego del sexto ciclo de operación con suero de queso Mozzarella. 

 

Por su parte, se estudió el efecto de la temperatura en el rango 30-60ºC sobre el desempeño 

funcional del derivado trienzimático estabilizado (Tabla 5.24). 

 

Tabla 5.24. Influencia de la temperatura de operación sobre la composición de los jarabes obtenidos a partir del 

tratamiento de suero de Mozzarella con derivado trienzimático estabilizado.  

 

Temperatura 

(ºC) 

Lactolisis 

(%) 

Tagatosa
a 

(%) 

Fructosa
a 

(%) 

30 81 29 36 

40 89 39 39 

50 100 49 46 

60 100 49 53 

a- Porcentajes de conversión (D-galactosa en D-tagatosa y D-glucosa en D-fructosa). 

 

Se estudió la cinética del proceso simultáneo de biotransformación de lactosa en suero de 

Mozzarella a 50ºC en relación al nivel de conversión en cetohexosas, cuando se trabajó con el 

sistema trienzimático coinmovilizado y con las mismas enzimas inmovilizadas individualmente. Al 

cabo de 6 horas de operación se alcanzaron porcentajes de tagatosa y fructosa del 31 y 24% (sistema 

con enzimas inmovilizadas individualmente) y 43 y 30% (sistema coinmovilizado), respectivamente 

(Tabla 5.25).  
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Tabla 5.25. Cinética del proceso simultáneo de biotransformación de lactosa en suero de Mozzarella a 50ºC con 

enzimas inmovilizadas.  

 

Sistema Tiempo (h) 
Tagatosa

a 

(%) 

Fructosa
a 

(%) 

Simultáneo con 

enzimas 

inmovilizadas 

individualmente 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0 

10 

16 

19 

21 

27 

31 

0 

1 

7 

10 

13 

19 

24 

Simultáneo con 

enzimas 

coinmovilizadas 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0 

11 

19 

21 

29 

39 

43 

0 

9 

10 

13 

21 

30 

30 

a- Porcentajes de conversión (D-galactosa en D-tagatosa y D-glucosa en D-fructosa). 

 

 El uso de un sistema batch mono-reactor con las enzimas β-galactosidasa, D-xilosa (D-

glucosa) isomerasa y L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa solubles (utilizadas en cantidades y bajo 

condiciones comparables a aquellas en que se ha aplicado el derivado trienzimático), para la 

biotransformación de lactosa en suero de quesería reveló que la velocidad de la conversión se 

incrementó con relación a los sistemas con enzimas inmovilizadas de forma individual o 

coinmovilizadas. No obstante, este sistema no permite el reuso de los biocatalizadores, lo cual 

constituye una de sus principales limitaciones. En lo que respecta al nivel de conversión alcanzado, 

se registró un notorio descenso en términos de cetohexosas durante la operación con enzimas 

solubles, a expensas de una baja en los niveles de isomerización de galactosa (Fig. 5.65).  

El uso de un sistema batch mono-reactor con las enzimas β-galactosidasa, D-xilosa (D-

glucosa) isomerasa y L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa coinmovilizadas, para la 

biotransformación de lactosa en suero de quesería reveló que se mantuvieron muy buenos niveles de 

conversión, reduciéndose el tiempo de reacción necesario para lograr las concentraciones de 

equilibrio con respecto al sistema batch mono-reactor con dichas enzimas inmovilizadas 

individualmente cuando se utilizan en cantidades y bajo condiciones comparables a aquellas en que 

se ha aplicado el derivado trienzimático coinmovilizado (Fig. 5.65). Si bien desde el punto de vista 

de la velocidad de conversión el sistema con enzimas coinmovilizadas no supera al de las enzimas 

solubles, las primeras están mucho más estabilizadas, lo cual permite desarrollar procesos de 

operación continua o ciclos de operación más largos o a mayor temperatura,  representando una 

notoria ventaja a favor de los derivados.  
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Figura 5.65. Operación de sistemas mono-reactor con ββββ-galactosidasa, L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa y D-

xilosa (D-glucosa) isomerasa solubles (Sistema 1), inmovilizadas individualmente en Eupergit C 250 L (Sistema 

2), o coinmovilizadas (Sistema 3), con suero de Mozzarella a 50ºC. Para el sistema 1: ���� glucosa ���� cetohexosas. 

Para el Sistema 2: ���� glucosa ���� cetohexosas. Para el sistema 3: ���� glucosa ���� cetohexosas.  

 

Nanofiltrado 

 

Se llevaron a cabo procesos de lactolisis a 50ºC con derivado estabilizado β-galactosidasa-

Eupergit C empleando nanofiltrado de sueros de quesería como sustrato. Como consecuencia del 

elevado contenido en lactosa (20-25% p/p) se aprecia un alto nivel de inhibición cuando se trabaja 

con el sustrato sin diluir (debido al efecto de la galactosa producida), en tanto que al diluirlo 1/5 los 

niveles de conversión aumentan a grados comparables a los obtenidos con lactosuero (Fig. 5.66). 

No obstante estos resultados, el trabajo con nanofiltrados de quesería resulta de gran interés, debido 

al alto porcentaje de lactosa que contienen y el concomitante aumento en la producción de las 

cetohexosas de interés que sería posible en estas condiciones.  
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Figura 5.66. Lactolisis de nanofiltrado a 50ºC con derivado estabilizado ββββ-galactosidasa-Eupergit C. ���� 

nanofiltrado diluido 1/5 ���� nanofiltrado diluido ½ ���� nanofiltrado sin diluir.  

 

Un inconveniente adicional en el trabajo con este tipo de sustrato es que el proceso de 

nanofiltración concentra no sólo el componente lactosa sino además ciertos minerales y en especial 

el ion calcio. En este sentido, la actividad D-xilosa (D-glucosa) isomerasa es sensible a la 

concentración de calcio y esto puede en muchos casos llevar a que uno de los componentes del 

sistema trienzimático no funcione con su máxima eficiencia. Por esta razón, se comparó el efecto 

del calcio para algunos de los sistemas reseñados, dado que por un lado, el calcio es un componente 

habitual del suero de quesería y sus nanofiltrados, y por otro, que luego del proceso de 

entrampamiento en perlas de alginato, el calcio se halla presente a su vez en la composición del 

biocatalizador. Por este motivo se aplicó al sustrato un procedimiento de desmineralización, 

teniendo éste dos variantes: desmineralización en una columna de CM-Sephadex y 

desmineralización en una columna de CM-aspártico-agarosa. La Figura 5.67 muestra una 

perspectiva de los sustratos sometidos al proceso de desmineralización.  
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Figura 5.67. Procesos de desmineralización y tratamientos enzimáticos empleados en este trabajo. CM-Asp: 

Carboximetil-aspártico-Agarosa. 

 

La mayor reducción en el nivel de calcio se logró aplicando la segunda estrategia 

(desmineralización mediante CM-aspártico-agarosa), comprobándose que bajo las condiciones de 

trabajo sólo una pequeña proporción de las proteínas que se encuentran en lactosueros y 

nanofiltrados se adsorben a la columna por intercambio iónico y aparecen en los eluidos luego de 

aplicar EDTA (Tabla 5.26).   

Al emplear el derivado trienzimático β-galactosidasa-LAI-GI-Eupergit C 250 L sobre 

nanofiltrado desmineralizado en reactores en batch bajo condiciones comparables, los grados de 

hidrólisis de lactosa fueron significativamente mayores que los registrados con el derivado β-

galactosidasa –Eupergit C (Fig. 5.68), incluso con el sustrato sin diluir, lo cual refuerza la hipótesis 

de la posible reducción de la inhibición de β-galactosidasa por productos, al ser éstos consumidos 

durante las reacciones catalizadas por las cetoisomerasas.  
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Tabla 5.26. Desmineralización de lactosueros de queso Mozzarella, Goya y Manchego y nanofiltrados de suero 

con CM-aspártico-agarosa. 

 

Lactosuero Fracción 

Concentración de 

Ca
2+ 

(mg/mL) 

Concentración de 

proteínas 

(mg/mL) 

Aplicado 11 7.9 

Desmineralizado 2.3 7.5 
Mozzarella 

Eluído con 

EDTA 
Nd 0.19 

Aplicado 9 9.9 

Desmineralizado 1.9 9.1 
Manchego 

Eluído con 

EDTA 
Nd 0.9 

Aplicado 9.1 9.6 

Desmineralizado 2.1 8.9 
Goya 

Eluído con 

EDTA 
Nd 0.79 

Aplicado 32 0.6 

Desmineralizado 2.6 0.3 
Nanofiltrado 

Eluído con 

EDTA 
Nd 0.3 

nd- no detectado 

 

Por otra parte se estudió el efecto de la temperatura de operación sobre el proceso (Fig. 

5.68). La lactosa hidrolizada alcanza un máximo a 50ºC. Como se ha visto en el caso de los sistemas 

bienzimáticos, la producción de tagatosa a 60ºC es sólo ligeramente superior al valor obtenido a 

50ºC. Sin embargo, el nivel de fructosa  obtenido responde de manera casi lineal en el intervalo 

considerado, registrándose aumentos significativos de productividad a 60ºC con respecto a 50ºC. En 

suma, la productividad medida como cetohexosas totales a 60ºC sufre sólo un leve incremento 

respecto a la obtenida a 50ºC. Teniendo en cuenta la menor estabilidad de la L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasa a temperaturas por encima de 50ºC, se justifica la operación a esta 

temperatura, donde como se ha visto el nivel de productividad se mantiene a lo largo de 4 ciclos 

(Fig. 5.64). Para el caso de la operación con nanofiltrado sin desmineralizar, la conversión en 

fructosa es muy baja, y puede incluso encontrarse un pequeño porcentaje de lactosa residual en el 

producto final (Fig. 5.69).  
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Figura 5.68. Lactolisis e isomerización de glucosa y galactosa de nanofiltrado desmineralizado con derivado ββββ-

galactosidasa-LAI-GI-Eupergit C 250 L, en función de la temperatura. Las conversiones se expresan como 

porcentaje de lactosa hidrolizada (lactolisis), porcentaje de conversión en tagatosa o fructosa (isomerización por 

LAI o GI, respectivamente).  
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Figura 5.69. Seguimiento por HPLC de los procesos de lactolisis e isomerización de glucosa y galactosa de nanofiltrado 

desmineralizado y sin desmineralizar con derivado ββββ-galactosidasa-LAI-GI-Eupergit C 250 L.  

 

5.5.3. Entrampamiento de derivado trienzimático y uso en sistemas de lecho fijo 

 

El biocatalizador en base a β-galactosidasa, L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa y D-xilosa 

(D-glucosa) isomerasa coinmovilizadas en Eupergit C 250 L fue entrampado en perlas de alginato 

de calcio y empacado en un reactor tubular con camisa calefactora, de dimensiones similares al 

empleado con el derivado β-galactosidasa-Eupergit C entrampado en alginato y se operó en la 
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modalidad de lecho fijo con recirculación, utilizando lactosuero de queso Mozzarella como sustrato 

(Fig. 5.70). 

 

Figura 5.70. Reactor tubular con camisa calefactora operando en la modalidad de lecho fijo con 

derivado trienzimático entrampado en perlas de alginato de calcio. 

 

Se analizó en forma comparativa el comportamiento del sistema conformado por perlas de 

alginato conteniendo derivado entrampado de las tres enzimas coinmovilizadas en la misma 

partícula, en relación con el comportamiento del sistema obtenido por entrampamiento de las 

enzimas inmovilizadas individualmente en distintas partículas. Los tiempos necesarios para alcanzar 

un estado estacionario del conjunto de reacciones consideradas se redujeron al utilizar el derivado 

coinmovilizado y entrampado (Fig. 5.71). En relación a la lactolisis, la misma fue notoriamente 

favorecida desde el punto de vista de la velocidad del proceso como así también el nivel de 

conversión alcanzado en relación al proceso llevado a cabo en el mismo tipo de reactores con el 

derivado β-galactosidasa-Eupergit C entrampado y con un sustrato similar (permeado de 

lactosuero). [Fig. 5.22] 
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A su vez para ambos sistemas se observó un enlentecimiento con reducción en las 

correspondientes velocidades de producción de cetohexosas, el cual tiene lugar en tiempos 

intermedios de reacción, coincidiendo con el comienzo de la liberación de calcio desde la partícula 

de alginato. Este aumento del nivel de calcio puede contribuir a la inhibición de la glucosa 

isomerasa en estas condiciones, dado que como se ha visto la enzima es altamente sensible al nivel 

de calcio presente en el medio de reacción, con una reducción muy significativa de su actividad. El 

análisis por HPLC de muestras tomadas a distintos tiempos de reacción, reveló que en la 

composición del producto final existíó un nivel de fructosa inferior al esperado, y que la menor 

producción de este azúcar se correlacionaba de manera casi lineal con aquellos  tiempos en los que 

los niveles de calcio se incrementaban. La liberación de calcio desde las partículas de alginato no es 

un fenómeno continuo en el tiempo, como ya se ha visto, sino que luego de una liberación inicial 

anterior a las 2-9 horas (variable de acuerdo con las condiciones de pH y composición del medio), la 

velocidad de liberación de calcio desciende significativamente, lo cual permite el almacenamiento 

del biocatalizador sin afectación de las propiedades tanto funcionales como mecánicas y reológicas 

del mismo.  
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Figura 5.71. Operación de un reactor de lecho fijo con derivado trienzimático obtenido por coinmovilización 

(Sistema 1) o una mezcla de derivados inmovilizados de ββββ-galactosidasa, D-xilosa (D-glucosa) isomerasa y L-

arabinosa (D-galactosa) isomerasa (Sistema 2), entrampados en partículas de alginato de calcio, para la 

obtención de un jarabe edulcorante a partir de suero de Mozzarella. Para el sistema 1: ���� glucosa ���� cetohexosas. 

Para el sistema 2: ���� glucosa ���� cetohexosas. La línea discontinua representa el nivel relativo de calcio presente 

en el medio de reacción. 

 

Comparando la productividad del sistema trienzimático coinmovilizado y entrampado 

cuando se utilizan suero y nanofiltrado desmineralizado como sustratos, puede apreciarse que a 

pesar de que el proceso de biotransformación fue más lento en el caso del nanofiltrado, se 
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alcanzaron niveles de conversión comparables en términos de cetohexosas, y en consecuencia la 

productividad fue  considerablemente más alta (Fig. 5.72). Se ha reportado que la operación de un 

bio-reactor de lecho fijo empacado con el biocatalizador trehalosa sintasa de Thermus caldophilus 

GK 24, con alimentación continua y sin recirculación de sustrato, permite aumentar el nivel de 

conversión de maltosa en trehalosa en un 16%, gracias a la remoción continua de los subproductos 

inhibidores generados en el proceso (Cho et al., 2006). En el sistema desarrollado en esta Tesis, a 

pesar de la recirculación de sustrato, los dos inhibidores de importancia de la β-galactosidasa 

(galactosa y glucosa), son parcialmente removidos por las actividades cetoisomerasas presentes. El 

hecho de que la β-galactosidasa inmovilizada sea menos sensible a los niveles de glucosa que la 

forma soluble de esta enzima, y que la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa no presente inhibición 

por producto, son otros aspectos importantes en relación a la estrategia de biotransformación 

descrita. 
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Figura 5.72. Productividad de reactor con derivado trienzimático coinmovilizado en Eupergit C 250 L y 

entrampado en alginato de calcio, en la obtención de tagatosa y fructosa a partir de suero de Mozzarella y de 

nanofiltrado de sueros de quesería desmineralizado.  
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6. Conclusiones 

 

Se investigó el proceso de inmovilización covalente de la β-galactosidasa de Bacillus 

circulans en resinas epoxi-activadas convencionales (Sepabeads EP, Eupergit C, Eupergit C 250 L) 

y heterobifuncionales (Sepabeads HFA). Se evaluó la influencia sobre el proceso de inmovilización 

de los siguientes parámetros: tiempo de incubación, pH, fuerza iónica, carga enzimática aplicada y 

relación enzima-soporte.  

Los períodos de incubación requeridos para una inmovilización cuantitativa de la enzima a 

través de enlaces covalentes fueron de 24 horas en el caso de Sepabeads HFA, Eupergit C y 

Eupergit C 250 L, y de 48 horas para Sepabeads EP.  

La inmovilización en soportes convencionales requiere altas fuerzas iónicas (amortiguador 

fosfato de potasio 1.0-1.4 M) para alcanzar altos rendimientos (98-100%, para cargas enzimáticas 

no saturantes). En cambio, en el caso del soporte heterobifuncional (Sepabeads HFA) se requieren 

bajas fuerzas iónicas en virtud del mecanismo de inmovilización en este tipo de soporte. A pesar 

del menor contenido de grupos epóxido del Sepabeads HFA, una optimización del protocolo de 

inmovilización (llevando a cabo la adsorción a pH 7.5 y aumentando luego el pH a 8.5 para 

favorecer la unión covalente) resultó en la obtención de rendimientos cercanos al 100%, 

comparables con los alcanzados con los demás soportes.  

El análisis de las cinéticas de inmovilización reveló la existencia de dos modos diferentes de 

inactivación en función de la carga enzimática aplicada. A baja carga (en el orden de 3 mg/g de 

soporte), la ocurrencia de cierto grado de inactivación de la enzima se produce mayormente a 

consecuencia de la unión al soporte. Sin embargo, a alta carga (en el orden de 120 mg/g de 

soporte), los soportes convencionales con mayor grado de activación (Sepabeads EP y Eupergit C) 

muestran un comportamiento diferente al del Sepabeads HFA. Mientras que en el caso de los 

soportes convencionales la inactivación ocurre mayormente en las fracciones solubles (debido a la 

alta concentración salina del medio), para Sepabeads HFA la enzima covalentemente unida y la 

enzima en solución exhibieron bajos niveles de inactivación (como consecuencia de las 

condiciones de inmovilización más suaves utilizadas en este caso).  

Los rendimientos de inmovilización alcanzados en todos los soportes a carga media fueron 

similares y mayores del 80%. Para estos derivados, los efectos negativos del medio de 

inmovilización y la unión covalente se minimizan. Por lo cual, además, los mismos exhiben las más 

altas eficiencias de inmovilización.  



 

172 

 

El bloqueo de los grupos epóxido remanentes con glicina fue el tratamiento más 

estabilizante para todos los derivados, pero la estabilización por tratamiento alcalino fue también 

efectiva en muchos casos.  

La estabilidad  térmica alcanzada varió en función del agente utilizado para el bloqueo de 

grupos reactivos remanentes (oxirano), comprobándose que la glicina fue más efectiva que el 2-

mercaptoetanol en todos los casos.  Los derivados obtenidos a baja carga aplicada, luego del 

bloqueo, presentaron estabilidades más altas (vidas medias de 80 y 289 h a 50ºC para los derivados 

en Sepabeads EP y Eupergit C, respectivamente) que los correspondientes derivados bloqueados 

obtenidos a carga aplicada media (21 y 197 h respectivamente). Este hecho podría explicarse en 

base a diferencias en la intensidad de uniones multipuntuales, la cual depende de la carga 

enzimática. En concordancia con esto, los derivados a baja carga muestran una mejora poco 

significativa en su termoestabilidad cuando se someten a tratamiento alcalino previo al bloqueo 

(estrategia combinada).  

La estabilización alcanzada mediante la estrategia combinada fue más efectiva para el caso 

de los derivados en la matriz Eupergit obtenidos a carga aplicada media (vidas medias de 387 y 385 

h a 50ºC para los derivados en Eupergit C y Eupergit C 250 L, en comparación con 37 h para los 

derivados de carga media en Sepabeads EP). En el caso particular de esta enzima, la mayor 

congruencia geométrica de las matrices Sepabeads no logró superar las limitaciones impuestas por 

su mayor carácter hidrofóbico en relación al Eupergit. La reducción sustancial en la eficiencia de 

inmovilización como consecuencia de la incubación alcalina (de 90 a 74%) se vio compensada por 

una ganancia significativa en estabilidad.  

Los valores de la Km  aparente para lactosa de los derivados fueron 2-3 veces más altos que 

para la enzima nativa. Cuando la temperatura se incrementó de 30ºC a 50ºC, la Km disminuyó cerca 

de 3 veces, aumentando por tanto la afinidad de la enzima por su sustrato. Dado que se logró una 

considerable estabilización térmica de los derivados en Eupergit C, este hecho representa una 

ventaja considerando la aplicabilidad de estos biocatalizadores a temperaturas en el entorno de 

50ºC.  

Los biocatalizadores desarrollados en base a la inmovilización y estabilización de β-

galactosidasa en Eupergit C y Eupergit C 250 L a cargas aplicadas medias se seleccionaron para 

realizar  ensayos de hidrólisis de lactosa en sueros de quesería. Estos biocatalizadores exhibieron 

buenas estabilidades operativas, térmicas y mecánicas. La enzima inmovilizada llevó a cabo la 

bioconversión eficiente de la lactosa del suero de quesería a escala de laboratorio, tanto en procesos 

en batch (alcanzando 95% de hidrólisis de lactosa) como en procesos en columna con recirculación 
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de sustrato (80% de conversión). La capacidad de estos derivados de actuar sobre diversos  sueros 

de quesería (Danbo, Goya, Manchego, Pratto, Mozzarella) demuestra su gran versatilidad.  

Los derivados β-galactosidasa-Eupergit C y β-galactosidasa-Eupergit C 250 L mostraron 

estabilidades operacionales promisorias cuando se aumentó la escala de trabajo, bajo las mismas 

condiciones, pudiéndose alcanzar conversiones de lactosa en lactosuero y permeado de lactosuero 

del 77-92%.  

Por su parte, los biocatalizadores desarrollados en base a β-galactosidasa de Bacillus 

circulans a través de su inmovilización covalente y estabilización en soportes acrílicos y posterior 

entrampamiento en perlas de alginato, exhibieron adecuadas propiedades funcionales para la 

bioconversión de lactosa en lactosueros y permeados, alcanzando niveles de conversión de 81-95%. 

El entrampamiento en alginato no generó retardos difusionales, mostrando los derivados 

buena estabilidad mecánica en las condiciones de operación. La estrategia de entrampado de los 

derivados de β-galactosidasa en partículas acrílicas en geles de alginato proporciona nuevas 

aplicaciones para estos derivados enzimáticos, evitando los inconvenientes relacionados con el 

reducido tamaño de las partículas acrílicas comerciales utilizadas en su inmovilización.  

Durante este trabajo de Tesis se desarrolló además la producción de una L-arabinosa (D-

galactosa) isomerasa a partir de un cultivo de la bacteria Enterococcus faecium DBFIQ E36. Luego 

de haber ensayado diferentes técnicas de purificación del extracto crudo obtenido, incluyendo 

precipitación salina, cromatografía de intercambio iónico, cromatografía de interacción hidrofóbica 

y cromatografía de afinidad, se pudo concluir que el protocolo en dos pasos combinando 

precipitación salina con sulfato de amonio seguida de cromatografía de afinidad en el 

bioadsorbente L-arabitol-agarosa, permitió una adecuada purificación de la enzima (con factores de 

purificación de aproximadamente 755 veces y rendimientos en el entorno de 40%).  

Estudios estructurales combinando electroforesis bidimensional y espectrometría de masas 

(MALDI-TOF) permitieron concluir que la enzima es un homotetrámero de 224 kDa. Los estudios 

de caracterización de la enzima revelaron propiedades bioquímicas tecnológicamente interesantes, 

entre las que podemos mencionar: la baja constante de Michaelis-Menten para D-galactosa (Km de 

34 mM a 50ºC), la alta actividad enzimática a pH alcalinos y la no inhibición por producto. La 

enzima resultó muy sensible a cationes divalentes, en especial Mn2+ y Co2+, necesarios para lograr 

una máxima actividad enzimática. El efecto sinérgico de los iones Co2+ y Mn2+ en concentraciones 

definidas (0.75 mM y 0.25 mM, respectivamente) permitió aumentos de aproximadamente 30 veces 

en la actividad con respecto a un control sin suplementar con iones. Por su parte el bario demostró 



 

174 

 

ser un inhibidor potente de la enzima, la cual resulta completamente inactiva en presencia de 1 mM 

de BaCl2. Adicionalmente, la pérdida de actividad como consecuencia del proceso de liofilización 

fue inferior al 10%.  

Las enzimas L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa se 

inmovilizaron y estabilizaron en los soportes Eupergit C y Eupergit C 250 L, lográndose mayores 

niveles de estabilización térmica que para el caso de la β-galactosidasa. La afinidad de las enzimas 

por sus respectivos sustratos a 50ºC se mantuvo en el mismo orden de magnitud tras la 

inmovilización (así por ejemplo la Km de la L-arabinosa isomerasa inmovilizada en Eupergit C 250 

L fue de 40 mM para D-galactosa). Las correspondientes Vmáx experimentaron a su vez 

disminuciones que no superaron el 40% en todos los casos. Los valores de Vmáx resultaron más 

elevados para el caso de los derivados en Eupergit C 250 L, probablemente como consecuencia de 

menores impedimentos difusionales, dada la estructura más macroporosa de este soporte en 

relación al Eupergit C.  

En este trabajo se han desarrollado distintos sistemas enzimáticos para la biotransformación 

de la lactosa presente en sueros de quesería y nanofiltrado de sueros haciendo uso de las tres 

enzimas mencionadas, habiéndose estudiado los efectos de distintas variables sobre el proceso así 

como la operación en diferentes configuraciones de bio-reactor. La estabilizacion térmica de los 

derivados enzimáticos permitió trabajar a una temperatura de 50ºC, seleccionada para alcanzar 

mayores niveles de conversión en las reacciones de hidrólisis de lactosa e isomerización de los 

productos. Los sistemas bienzimáticos en base a β-galactosidasa y L-arabinosa (D-galactosa) 

isomerasa y β-galactosidasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa mostraron una reducción en los 

niveles de inhibición de la actividad lactásica por galactosa y glucosa, respectivamente. El sistema 

bienzimático para el cual se logró el mayor nivel de lactolisis fue aquel en el que participó la L-

arabinosa (D-galactosa) isomerasa como uno de sus componentes.  

La coinmovilización y estabilización de las tres enzimas en una misma partícula acrílica, 

permitió obtener rendimientos y eficiencias de inmovilización así como termoestabilidades 

comparables a los alcanzados para la inmovilización de cada una de las enzimas por separado. A su 

vez, el análisis químico (glucosa y cetohexosas totales) y cromatográfico (HPLC) demostró que se 

alcanzaron muy buenos niveles de conversión durante la operación en batch en un único reactor 

con suero de Mozzarella (44% para tagatosa y 53% para fructosa, correspondientes a más de 20% y 

casi 25% en términos de carbohidratos totales). Comparativamente, el sistema trienzimático 

coinmovilizado demostró ventajas con respecto a la operación con mezclas de enzimas solubles o 

derivados inmovilizados individualmente. Por un lado, los derivados inmovilizados son 

térmicamente más estables que las enzimas libres. Por otra parte el sistema coinmovilizado llevó a 
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cabo la bioconversión en menor tiempo que el requerido por la mezcla de derivados individuales. 

El consumo de galactosa y glucosa por parte de las actividades de las correspondientes 

cetoisomerasas llevó a una reducción en el grado de inhibición por producto de la β-galactosidasa. 

De esta manera se logró alcanzar la hidrólisis completa de lactosa en sueros de quesería, 

permitiendo de este modo aumentar los niveles de conversión en términos de cetohexosas.  

Al transformar parcialmente la lactosa del suero de quesería en una mezcla de 

monosacáridos, se genera un producto con mayor poder edulcorante y se eliminan muchos 

obstáculos tecnológicos relacionados con la utilización de la lactosa. El entrampado de los 

derivados trienzimáticos permitió desarrollar el proceso de biotransformación en mayor escala y 

operando en reactores de lecho fijo. 

En el sistema trienzimático desarrollado en esta Tesis, los dos inhibidores de importancia de 

la β-galactosidasa (galactosa y glucosa), fueron parcialmente removidos por las actividades de las 

correspondientes cetoisomerasas, y a pesar de la recirculación de sustrato, se consigue una lactolisis 

completa en sueros, y altos valores de conversión en nanofiltrados desmineralizados, demostrando 

la eficacia del sistema desarrollado, la cual se evidencia en los niveles de productividad alcanzados. 

El hecho de que la β-galactosidasa inmovilizada sea menos sensible a los niveles de glucosa, y que 

la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa no presente inhibición por producto, son otros aspectos 

importantes en relación a la estrategia de biotransformación presentada. 
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7. Futuras perspectivas 

 

La investigación desarrollada en esta tesis es un primer eslabón en el desarrollo de sistemas 

enzimáticos compuestos por β-galactosidasa y un conjunto de cetoisomerasas, habiéndose 

seleccionado en esta instancia a la L-arabinosa isomerasa y la D-xilosa isomerasa dado su 

potencial en la transformación del principal carbohidrato del lactosuero en productos de interés. 

Las perspectivas de este trabajo, aún circunscribiéndonos a las tres enzimas mencionadas, son 

bastante amplias, y se refieren tanto al posible uso individual de cada una como a su uso 

combinado en sistemas bi- o trienzimáticos.  

Una posible aplicación de la β-galactosidasa inmovilizada y estabilizada desarrollada en 

este trabajo es en la síntesis de galactósidos y galactooligosacáridos (GOS), dado que esta enzima 

en particular presenta características diferenciales respecto a lactasas de otras fuentes empleadas  

con estos fines. Los enlaces glicosídicos formados entre dos o más unidades galactosa son 

preferentemente β-(1,4) cuando se emplea la β-galactosidasa de Bacillus circulans, frente a la 

preferencia por enlaces β-(1,6) de las β-galactosidasas de Aspergillus oryzae o Streptococcus 

thermophilus. Asimismo, la enzima de Bacillus circulans produce mayoritariamente oligosacáridos 

de más de tres unidades poliméricas a diferencia de las enzimas de Aspergillus niger y 

Kluyveromyces lactis que tienden a formar fundamentalmente trisacáridos.  

A su vez la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa puede emplearse en forma individual para 

la producción de D-tagatosa o L-ribulosa, y la D-xilosa (D-glucosa) isomerasa en forma 

combinada con otras enzimas en la producción de etanol o jarabes edulcorantes a partir de residuos 

conteniendo hemicelulosas o almidón, respectivamente. En lo relativo a la producción de estas dos 

cetoisomerasas sería de interés coproducir ambas enzimas a partir del cultivo del mismo 

microorganismo. No obstante, hay que tener presente que la mayor parte de las bacterias aisladas 

de leche y productos lácteos no expresan o expresan una forma no activa de la D-xilosa isomerasa. 

En este sentido, el género Bacillus se presenta como una alternativa razonable para la 

coproducción de ambas cetoisomerasas.  

La profundización de los estudios de biotransformación de nanofiltrados de suero de 

quesería, así como la mejora de las condiciones de operación de los bio-reactores empleados, 

constituye otro punto importante en el marco de futuras aplicaciones, en paralelo con la posibilidad 

de modificar el pH óptimo y la estabilidad de los derivados enzimáticos para posibilitar la 

operación a pH ácidos, donde se ha comprobado que la reacción de producción de cetohexosas 

presenta menos inconvenientes tecnológicos. Esta estabilización operativa a pH ácidos permitiría 
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evitar el ajuste de pH de los sustratos (en especial el nanofiltrado), así como el aprovechamiento de 

la galactosa residual en el yogur o en productos lácteos deslactosados, dado que podría resultar de 

interés la presencia de tagatosa en estos alimentos de alto consumo, tanto con funciones 

edulcorantes como tomando en cuenta sus efectos prebióticos. 

La generación de microambientes en el entorno de las moléculas enzimáticas inmovilizadas 

que favorezcan la catálisis enzimática y mejoren  la estabilidad térmica, operativa, etc., de los 

biocatalizadores bajo distintas condiciones será otro de los objetivos a futuro en el desarrollo de 

este trabajo. A su vez sería de interés poder llevar a cabo la inmovilización en condiciones menos 

exigentes que permitan una menor pérdida de actividad, incluso trabajando a cargas aplicadas 

elevadas. La combinación de estas estrategias con métodos de modificación química de la 

estructura de la proteína eventualmente permitirían aumentar la termoestabilidad de la L-arabinosa 

isomerasa, que se ha revelado como la enzima más termolábil de las utilizadas en este trabajo. El 

entrampamiento de los derivados coinmovilizados trienzimáticos que han sido desarrollados 

genera nuevas perspectivas también en relación al estudio de sus potenciales aplicaciones.  

La evaluación sensorial de los jarabes de lactosueros obtenidos, es otro aspecto importante 

que se estudiará en el futuro. Finalmente, resultaría de interés la purificación de la cetohexosa de 

alto valor D-tagatosa, lo cual podría realizarse por medios químicos, cromatográficos o bien 

mediante la acción selectiva de microorganismos específicos.  
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