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RESUMEN

Se trabajd en la determinacion de actividad de la enzima incubindola en 1-heptanol
a diferentes tiempos (0-6 horas) y con tres porcentajes de agua adicional al I-
heptanol los cuales fueron: 5.4, 2.7 y 0.0. El rango de temperatura mancjado fue
de 37°C a 65°C.

La determinacion de actividad se realizd mediante la hidrolisis de! ONPG en fase
acuosa, esta determinacion de actividad residual fue la que nos permitio evaluar la

cstabilidad térmica de la enzima dentro del rango de temperaturas mancjado.

Se comprobo que la estabilidnd térmicn de la f-galactosidasa en i-heptanol es
mayor comparada con ln que presenta en fase acuosa, incluso a la temperatura

optima de la enzima.

Un resultado importante fue el hecho de que al no agregar sgua adicional al
medio orginico (I-heptanol) la actividad residuai de la enzima cs minima, inclusive
a temperaturas bajas. A temperaturas por amiba de 37°C la temperatura de 45°C
con ¢l contenido de agua ndicional de 5.4% resultaron ser las mejores condiciones
de incubacion parala estabilidad de la enzimmn sin cmbargo, a temperaturas por
ammiba de 50°C ¢l contenido de agua del 5.4% resulta desfavorable para la
estabilidad de la enzima lo que nos indica que el incremento de la temperatura
provoca una disminucion en el contenido de agua adicional necesario para una

mayor establilidad,

La desnaturalizacion de la enzima fue muy alta (mayor del 90%) cuando se

trabajo con temperaturas de 60 y 65°C.



De estos resultados se puede inferir la hipotesis de que el contenido de agua de
la fase organica que permite una mayor estabilidad térmica de la enzima es
dependiente de la temperatura de incubacion, lo cual hace suponmer que un cierto
grado de hidratacion de esta proteina favorece su cstabilidad a temperaturas por
arriba de 37°C. .

Este trabajo se encamino a encontrar la estabilidad térmica de la B-galactosidasa
para su aplicacion a futuras reacciones de sintesis de alquilgalactosidos en sistemas

de una O de dos fases.



INTRODUCCION.

Las enzimas son proteinas que poseen actividad catalitica y un alto grado de
especializacion. Poseen un grado de especificidad elevado respecto a sus sustratos,
aceleran reacciones quimicas especificas sin formacion de subproductos y actian en

disoluciones acuosas diluidas en condiciones muy suaves de temperatura y de pll

Deutro de la clasificacion de las enzimas existe un grupo el cual recibe ¢l nombre
de hidrolizas. Son las responsables de la ruptura hidrolitica de uniones y su
nombre comin se forma mediante e agregado del sufijo asa al nombre del
sustrato; por cjemplo: lipasas, proteinasas, amilasas, glucosidasas, ete. (Lehninger
1991),

En los ultimos afios se ha dado una gran importancia a ls reacciones de
alcoholisis de lns glicosidasas. Este tipo de reacciones da como resultado la sintesis
de alquil-glicosidos en las cuales la parte alquilo esta dada por la cadena de un

alcohol.

En las reacciones amteriores el alcohol actia como nucledfilo y como disolvente
por lo que este tipo de reacciones se llevan a cabo en medios organicos donde
el contenido de agua puede ser muy bajo loque da a las enzimas ciertas
caracteristicas que alteran su comportamiento general en sus condiciones normales,

¢s decir, en medios acuosos.

Una de las caracteristicas que se mejoran en reacciones en fase organica es I
estabilidad térmica de la enzima ya que debido a que la flexibilidad de la misma

se ve disminuida existe ta posibilidad de trabajar a temperatiras inds altas sin que



la enzima se desnaturalice, es importante aclarar que el aumento en la estabilidad

térmica es diferente para cada enzima y disolvente utilizado. (Klibanov 1989).

En este trabajo se busca hacer un andlisis de la estabilidad térmica dela enzima
fi-galactosidasa de k. coli usando como disolvente 1-heptanol el cual esun
alcohal de cadena larga, con el propdsito de establecer que tanto se incrementa
la estabilidad térmica de la enzima en este sistema También se desea saber qué
tanto afectan las condiciones del sistema de reaccion (agua y temperatura) sobre

ta actividad de ta cnzima.

El wso de cunzimas cn reacciones de sintesis esta tomando cada vez mayor
importancis, por o que cada vez son mis los productos que se obfiene a partir

de este procedimiento.

Los alquil-B-galactosidos poseen caracteristicas de surfactantes y en contraparte
con los obtenidos por sintesis quimica presentan biodegradabilidad, y pureza
estereoquinica ya que no se obtiencn mezclas racémicas como sucede en o caso
de la sintesis quimica. Ademds la sintesis por métodos quimicos es complicada
pues requicre de la proteccion y desproteccion de algunos grupos. (Stevenson
1993).

Debido a todas las ventajas que presentan las reacciones de sintesis enzimatica
enumeradas en el siguiente capitulo y a la cnorme gama de posibilidades para
obtener diversos  productos por este medio se¢  deben hacer numerasas
investigaciones para dilucidar mejor este tipo de reacciones que tiene un enorme

potencial,



Este tipo de reacciongs presenta un nuevo panorama de aplicacion dentro del

camnpo de la biotecnologia.

Desde ¢l punto de vista industrial, existe un gran potencial para eslos compuestos
como surfactantes y tensoactivos st se utilizan como aceptores alcoholes
hidrofobicos. Son utilizados compuestos formados por carbohidratos y cadenas
lidrocarbonadas como biosurfactantes en la industria petrolera, en la industria
quimica (Van Dyke et al 1991), y en las industrias alimentarias, fanmacéuticas y

de cosméticos (Mc Evily y Zacks; Van Dyke et al 1991).



HIPOTESIS.

En disolventes organicos las enzimas presentan ciertas caracteristicas que alteran
su comportamiento general en condiciones normales (medios acuosos), una de las
caracleristicas que s¢ allera es la estabilidad ténmica, la cual aumenta debido a
que el disolvente orginico ejerce mayor rgidez a la estructura de la enzima lo
que provoca una mayor estabilidad en la conformacion catalitica al ser expuesta a

temperaturas por encima de su temperatura optima en fase acuosa.

OBJETIVOS.

2.1 Objetivo principal.

-Medir la estabilidad térmica de la f-galactosidasa en 1i-heptanol, dentro del

contexto de reacciones de alcoholisis.

2.2 Objetivos particulares.

-Observar conwo varia 1a actividad residual a diferentes temperaturas de incubacion.
-Observar como varia la estabilidad modificando ¢l contemido de agua en el medio.
-Observar 1a dependencia que existe entre la cantidad de agua y ¢l aumento de la

temperatura con relacion a la estabitidad de la enzima en el sistema



GENERALIDADES.

3.1 Enzimologia no acuosa.

La enzimologla no acuosa se ha desarrollado en los ultimos afios como una

herramienta en las reacciones de sintesis (Blinkovsky 1992).

Anteriormente se consideraba que el agua era el dnico medio donde se expresaba
la actividad enzimatica por ser el disolvente universal y elemento indispensable
para fa vida. Pero es un disolventz pobre para muchas aplicaciones industriales,
por cjemplo, muchos compuestos orgénicos de interés comercial son poco solubles
cn agua.

Este tipo de reacciones ofrece una serie de ventajas tales como:
Incremento de fa solubilidad de sustratos no polares.

2)Desplazamiento del equilibrio termodinamico en favor de la sintesis sobre la
fidrolisis.

3)Posibilidad de efectuar las reacciones enzimiticas a temperaturas altas sin que la

enzima se desnaturalice.

4)La immovilizacion no es necesaria por que las enzimas son insolubles cn
disolventes organicos, por lo tanto la recuperacion de las enzimas puede ser

mediante filtracion simple,



5)Eliminacion de contaminacion microbiana.
6)Rendimientos altos y facil recuperacion del producto.
T)Selectividad enantiomérica (Dordick 1991).

La idea de que las enzimas no toleraban soluciones 1o acuosas y que por
consiguiente resultaban inadecuadas como catalizadores en dichas circunstancias
cstaban basadas en antiguas observaciones; disolventes orgdnicos miscibles en agua
tales como la acetona por cjemplo, habian sido utilizados para la precipitacion
selectiva de proteinas durante los procedimientos de purificacion.

Ademés, en aquellos casos donde se encontrd que las enzimas podian funcionar en
un sistensa no acuoso, los parimetros cindticos reswltaban a menudo adversamente
afectados (Gacesa y Hubble 1990).

En las iltimas dos décadas, un buen ntmero de transformaciones catalizadas por
enzimas han sido estudiadas en disolventes organicos, particulsrmente aquelas que

incluyen sustratos  yfo productos que son esencialmente insolubles e¢n agua
(Klibanov 1989).

3.2 Efecto del disolvente,

El uso de disolventes organicos es altamente ventajoso sobre soluciones acuosas
en reacciones que involucran reactivos con baja solubilidad en agua. Lo mismo
ocure  cuando ¢l agua  participa como reactivo (reacciones de  hidrolisis)
permitiecndo una modificacion radical sobre el equilibrio en favor de las reacciones

de sintesis (Barzana y Lopez-Munguia 1993).
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Las enzimas presentan una reduccion significativa de su flexibilidad en disolventes
orgdnicos en comparacion con los medios acuosos porque la constante dicléctrica
del agua es generalmente mas alta y la fuerza de interaccion electrostatica entre
los residuos de aminodcidos ¢s mayor en medios orgdnicos que en agua
(Blinkovsky 1992).

Volkin et al (1991) han demostrado que la resistencia térmica de las enzimas en
disolventes anhidros se incrementa con disolventes hidrofébicos,

El hecho de colocar a las enzimas en disolventes orgdnicos implica mayor rigidez
en la estructura lo que da como resultado algunas propiedades explotables, entre

ellas el incremento de la estabilidad térmica.

La especificidad del sustrato y la eficiencia catalitica depende de la capacidad de
la enzima para usar la energia libre de union con el sustrato.

Existe competencia dc unidn sustrato-enzima vs, sustrato-disolvente (Dordick
1991).

El hecho de reemplazar agua con disolventes orgdnicos puede muchas veces ser
acompaiiado por un decremento en la cficiencia catalitica. Este efecto es
provocado por un incremento en Ja constante aparente de Michaelis-Menten (Km)

lo que implica menos afinidad por el sustrato (Blinkovsky 1992).

3.3 El papel del agua,

El agua asociada sc encuentra fuertemente enlazada a la estructura de la proteina
por puentes de hidrogeno lo que le confiere la flexibilidad necesaria para atrapar

el reactivo y liberar el producto (Birzana y Lopez-Munguia 1993).



El agua es necesaria para que la enzima mantenga su conformacion activa y la
cantidad de agua requerida para que la enzima actbe cataliticamente s

extremadamente baja del orden de una monocapa (Klibanov 1989).

La cantidad de agua retenida por una enzima depende de las propiedades del
disolvente; ¢l agua liberada puede relacionarse directamente con la polaridad del
disolvente, es decir, con un disolvente hidrofobico la extension de agua retenida

es menor y viceversa (Blinkovsky 1992).

El agua también participa en la termoivactivacion de la enzima, ya que al ser
mas flexibles las proteinas hidratadas pierden con mayor facilidad su conformacion

catalitica al ser calentadas.

Por otra parte la carencia de agua aumenta el grado de rigidez de las moléculas

de la enzima y esto puede tener cicrtos efectos sobre su especificidad.

Muchas de las enzimas que han sido utilizadas en sistemas de disolventes
organicos son hidrolasas. Claramente si la concentracion de agua ¢s baja y se
dispone de otros uucleofilos adecuados (alcoholes, aminas, tioles, elc) ocurriran

nuevas reacciones (Gacesa y Hubble 1990),

3.4 Aplicaciones.

Un tipo de compuestos con aplicacion en alimentos y factibles de ser producidos
cnzimiticamente en disolventes organicos son los dsteres. Tal es el caso de

aromas y surfactantes producidos en reacciones catalizadas por lipasas.



Los surfactantes de origen enzimitico, cn contraparte con los obtenidos por
sintesis quimica presentan baja taxicidad, biodegradabilidad y la posibilidad de ser

obtenidos a partir de sustratos baratos.

Otra aplicacion de interés se cncuentra en la revalorizacion de accites de baja
calidad comercial y la produccion de compuestos usados en la elaboracién de

edulcorantes.

Usando lipasas en disolventes orginicos se pueden obtener grasas similares a las
del cacao a partir de aceites baratos como ¢l de palma (Barzana y Lopez-
Munguia 1993).

La sintesis asimétrica es muy evidente en la catdlisis enzimatica, particularmente
en las reacciones catalizadas por hidrolasas tales como proteasas y lipasas, Las
reacciones més importantes catalizadas por enzimas en sintesis orgdnica asimétrica
incluyen: acilacion de alcoholes, sintesis de péptidos, sintesis de lactonas e

interesterificacion.

Otra aplicacion es la sintesis de polimeros;, existe un pofencial de aplicacion
interesante de lipasas y proteasas en medios organicos como la enantioselectividad

o regioselectividad en la sintesis de polimeros Opticamente activos.

Otro punto importante es la sintesis quimico-enzimética que se caracteriza por la
alta selectividad y velocidad de reaccion que provee la catdlisis enzimtica, asi
como la gran especificidad del sustrato comparada con Ia que proporciona la

tradicional catalisis quimica.
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3.5 Reacciones de Alcohdlisis.

La reaccion de alcohdlisis puede considerarse un  caso  particular de  las
transglicosidaciones, donde el aceptor es un alcohol distinto a un carbohidrato
para la produccion de alquil-glicasidos.

La alcohélisis para la f-galactosidasa se ilustra con la siguiente reaccion;
Lactosa  +  R-OH__ppstitosidasa galactosa-0-R  +  glucosa,

Otro fendmeno relacionado y presentado por las carbohidrasas, es ¢l de las
reacciones de sintesis por el método de hidrolisis inversa o condensacion (Toone
et al 1989; Cote y Tao 1990, Nilsson 1991).

En estos casos utilizando eomo sustrato el monosacirido reconocido por ¢l sitio
activo, la enzima lo unc al aglicon o aceptor, el cual puede ser otra molécula de

azicar o bien un alcohol.

En 1912 se reportd la sintesis de alquil-galactosidos con  f-galactosidasa
(Wallenfels y Malhotra 1961), partiendo de galactosa como sustrato, etanol y
propanol como aceptores (aglicones). La siguiente reaccion ejemplifica la hidrolisis
inversa:

Galactosa + R-OH  ppabdosidsa Galactosa-0-R  +Agua,
B

La siguiente tabla enlista las enzimas que han sido utilizadas en reacciones de
alcohdlisis con resultados positivos en los ltimos afios. Los cstudios en su
mayoria, incluyendo reportes recientes, se han hecho a nivel exploratorio, es decir,
para estudiar la factibilidad de la reaccion con diferentes enzimas, sustratos y
aceptores. Las enzimas que han sido estudiadas con mayor detalle son la -

xilosidasa, la B-glucosidasa y la B-galactosidasa.



Tabla 1. Enzimas utilizadas en reacciones de

recientes en la literatura.

Euzima,
B-xilosidasa

a-glucosidasa

B-glucosidasa

B-galactosidasa

Invertasa
a~glicosidasa
o-manosidasa

«~N-acetilga-
lactosamidasa

Fuente
A, niger

arroz
levadura

almendra

A, niger
1. viride

L. coli

A. niger
A niger’
levadura
café
leguminosa

higado de
bovino

"Homogeneizado celular de
Sulfolobus solfataricus

Sustrato
xilobiosa

maltosa
maltosa

celobiosa
metil-B-gluc.
glucosa
celobiosa
celobiosa

lactosa

lactosa
metil--galac

SACarosy
fructuosa
rafinosa

manosa
N-acetilga-
lactosamina

fenil-p-glic.
y lactosa

Aceptor
alcoholes Cy-Cy

aleoholes Ci-Cs
alcoholes C;-Cy

alcoholes C;-Cy
alcoholes Cs-Cq
alcoholes Cs-Cy
alcoholes C-Cy
heptanol, octanol

alcoholes C-Cy
mono,dioles Cs-Cy
L-serina prot?
alcololes C-Cy
hexanol

alcoholes C-Cs
alcolioles C-Cs
L-serina prot.?

D,L-ser; D,L-Thr

D,L-ser; D,L-Thr

alcoholes C;-Cy

alcohdlisis de acuerdo a reportes

Ref'

a,b

=2



'Referencias: a) Shinoyama et al 1988; b) Shinoyama y Yasui 1988; ¢) Vulfson
et al 1990a; d) Vulfson et al 1990b, ¢} Shinoyama et al 1991a; f) Crout et al
1990; g)Cantacuzene y Attal 1991; h) Beecher et al 1990; y) Selisko et al 1990,
) Johansson et al 1991; k) Trincone et at 1991,

*Serina protegida en los grupos amino y carboxilo.

*B-galactosidasa  de A, niger modificada quimicamente con polimeros de

polictilenglicol.



3.6 Sintesis de Alquil-galactésidos.

El uso de enzimas para sintetizar alquil-glicosidos ha tomado un interés
considerable en los ultimos afios. Recientemente la Compailia Henkel realizd una
inversion de $120 millones de dolares en la construccion de una planta para la
sintesis de  alquil-glicosidos con una produccion de 25,000 Tonfafio para ser

utilizados como surfactantes (Ainsworth 1992).

La enzima P-galactosidasa hidroliza fa lactosa (4-O-B-galactopiranosil-o-D-glucosa)
liberando glucosa y formando un complejo (enzima-sustrato) con el residuo
galactosil.

El' complejo galactosil-enzima e¢s entonces hidrolizado por agus para liberar
galactosa. Esto sucede claramente cuando se utilizan alcoholes solubles en agua,

donde el sistema es una mezcla de alcohol y agua en distintas proporciones.

Cuando se utilizan alcoholes hidrofobicos como aceptores, las reacciones ocurren
necesariamente en sistemas de dos fases, y dado que el producto se solubiliza en
el propio alcohol se minimiza ¢l problema de hidrdlisis del alquil-galactosido. Sin
embargo, las reacciones de alcoholisis con alcoholes . insolubles han sido muy poco

estudiadas (Shinoyama et al 1988; Vulfson et al 1990).

Se sabe que cuando esta formado e complejo galactosil-enzima puede ser
intereeptado por otros nucleofilos (aceptores) ademas del agua. Varios alcoholes
pueden  actuar  como aceptores y  producir  alquil-B-galactosidos  por
transgalactosilacion. David et al 1993 utliizaron la lactasa (B-D-galactosido
galactohidrolasa) para sintetizar alquil-B-D-galactopirandsidos de varios alcoholes

usando lactosa camo donadora de! grupo galactosil.



La sintesis de alquil-B-xilosidos (Shinoyama ¢t al 1988) y alquil-f-glucosidos
(Vulfson et al 1990) ha sido investigada y probada en presencia de varios
alcoholes desde metanol hasta alcoholes de cadena larga como octanol, A este
tipo de reacciones en las cuales ¢ alcohol es un aceptor sc les conoce con el
nombre de alcoholisis.

l.a alcoholisis para la B-galactosidasa se ilustra con la siguiente reaccion:
Lactosn  + R-OH__pohctosidasa Galactosa-O-R -+ Glucosa.

t.a obtencion de estos productos fue al principio por e método de sintesis
quimica, pero resultd muy complicado por la necesidad de proteccion y
desproteccion de algunos grupos ademas, los rendimientos obtenidos eran bajos.

La formacion de los anomeros « y B fue también una desventaja en esta sintesis.



MATERIALES Y METODOS.

4.1 Enzima.

La enzima utilizada en este trabajo fue P-galactosidasa proveniente de Fscherichia
coli (E.C.3.2.1.23) liofllizada y de alta pureza grado VIII (Sigma Chemical Co.
St Louis, MO).

La enzima fue suspendida en solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.0 y a una

concentracion de 0.1M.

La actividad final de la enzima fue de 1000U/ml.

4,2 Reactivos.

El alcohol que se utilizd como fase organica en la cual se incubd la enzima fue

1-heptanol aprox 99% grado reactivo de (Sigma Chemical Co. St Louis MO).

Se utilizo para la  determinacion de actividad residual  orto-nitrofenol-f-
galactopiranosido ONPG (Sigma Chemical Co. St Louis MO) disuelto en solucion
amortiguadora de fosfatos y con una concentracion de 0.034M.

Solucién amortiguadora de fostatos (plf 7.0, 0.1M).

Para la realizacion de la curva patron se utilizo orto-nitrofenol ONP  (Sigma
Chemical Co. St Louis MO).



4.3 Termoestabilidad,

La estabilidad térmica de la enzima se probd en un rango de temperatura que va
desde 37°C hasta 65°C y se trabajo en un medio de una sola fase (organica) la
cual esta dada por el alcohol de cadena larga 1-heptanol.

La preparacion de la mezcla de la solucion enzimitica en ¢l I-heptanol se realizo

de la siguiente mancra;

20mi de !-heptanol.
+

0.1ml de enzima.
n

Agua en diferentes

proporciones.

La mezcla anterior se prepard en matraces de 50 ml con lapdn de rosca y para
obtener una perfecta homogeneizacion se utilizo un agitador magnético recubierto
con teflon en ¢l seno de la solucion.

El I-heptanol fue adicionado con pipeta graduada de 5 ml.

El volumen de agua y la enzima fucron adicionados con pipeta automatica
(Pipetman de Gilson).

La enzima que se adiciono tenia una actividad de 1000U/ml,

Para la adicion de ia cantidad de agua se manejaron 3 volumenes diferentes esto
con el fin de observar el efecto de la concentracion de agua en la estabilidad

térmica de la enzima.

Las cantidades de agua que se manejaron en el experimento fueson;

2) 0.95mi de agua, b)0.47ml de agua y ¢)0.00ml de agua.
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Estos contenidos de agua van desde la cantidad necesaria para la saturacion del
I-heptanol lo que representa ¢ 54% y que corresponde a 0.95ml de agua, la
mitad de la saturacion que corresponde a 0.47ml de agua, hasta la no adicion de

agua en ¢ medio

Posteriormente se procedio a la incubacion de las reacciones anteriores en un
bato a temperatura controlada (Hetto AT110 Denmark) en el rango de
temperaluras antes mcncioﬁado tomando alicuotas de lml! cada hora durante las
scis primeras horas. Se consideraron unicamente las seis primeras horas debido a
que se observd que en un intervalo de 24 horas es dentro de las seis primeras

donde se observa una disminucion drastica de la actividad residual de la enzima.

Cada alicuota tomada se colocd en un frasco bien cerrado y se mantuvo en
refiigeracion (4°C) para posteriormente determinar su actividad residual.

las temperaturas que se manejaron fucron las siguientes: 37, 40, 45, 50, 55, 60 y
y 65°C.

4.4 Determinacion de actividad.

Se determind Ila actividad residual de las muestras anteriores midiendo su actividad
hidrolitica mediante la reaccion de hidrélisis en  solucion acuosa del orto-
nitrofenol-B-D-galactopirandsido  (ONPG)  cuantificando 1a  liberacion de  orto-
nitrofenol (ONP) a 37°C, ¢l cual es un compuesto colorido (amarillo) y se puede

cuantificar en e espectrofotometro en la regidn del espectro visible.



Modelo:
ONPG (palactosidasa. QNP 4 ralactosa.
o Mptlactosidasa
(incoloro) (amarillo)

La mezcla de reaccion tue la siguiente:

2. 7wl de buffer
+
0.1ml de alicuota de
solucion heptanolica
"

0.2ml de ONPG.

Esta mezcla se incubd en un bafo a temperatura controlada (37°C) con unma
wmoderada agitacion previa. Se comid la reaccion durante 90 minutos realizando
lecturas de actividad cada 15 minutos en un espectrofotémetro  (Perkin-Elmer
lambda-28) a una longitud de onda de 410nm, usindose como blanco agua

destilada.

Los resultados obtenidos representan la actividad residual de la enzima despuds de
haber sufrido el tralamiento térmico antes mencionado y se encuentran en
términos de absorbancia, para convertirlos en unidades enzinaticas se corrid una

curva pawrén con orto-nitrofenol (ONP).

Se define como unidad enzimdtica la cantidad de enzima que tibera una micromol
de ONP por minuto a las condicioncs de determinacion de la enzima.

Posteriormente se realizo una determinacion de aclividad residual de la enzima
incubada en medio actioso a 37°C utilizando la téenica antes mencionada, con esto
se pretende tener un parimetro de comparacion de la actividad residual de la

cuzima en ambos medios (acuoso y organico).



Posteriormente se caleularon los porcentajes de actividad residual para saber el
grado de inactivacion de fa enzima, esto se logro mediante la obtencion de los
valores de las pendientes de las grificas “Cinética de produccion de ONP" que se
inctuyen en el apéndice, el valor obtenido al tiempo cero para cada temperatura
corresponde al 100% de actividad de la enzima y o valor va disminayendo

conforme ¢l tiempo de incubacidén avanza.

Se determinaron los tiempos de vida media para la enzima en todas las

temperaluras y concentracioncs de agua ensayadas cn el trabajo experimental.

El cdleulo de tiempo de vida media se obtuvo partiendo de la grifica “log %
Aclividad vs. Tiempo de incubacion” en estas grificas se obtiene una linea recta
con pendiente negativa cuya ecuacion es: log % Act.= mt + b en donde:

m= El valor de la pendicnte.

t= Tiempo de incubacién,

b=FEl valor de la ordenada al origen.

Cuando se asigna al log % Act el valor que corresponde al 50% de actividad se
obtiene el consiguiente valor de tiempo expresado cn minutos que corresponde al

tiempo de vida media para cada caso,



4.4 Dingrama de flujo del desarrollo experimental:

20ml 1-heptanol.

+

0.95ml de agua.
.+

0.1ml de enzima.

20mt I-heptanol.
.f.

0.47m! de agua.
.“

0.lml de enzima.

20ml 1-heptanol)
+

0.00ml de agua
\,'.

0.lml de enzima,

Incubar cada mezcla anterior a las
siguientes temperaturas:
37, 40, 45, 50, 55, 6O, 65.

Tomar_alicuota de _1.0ml,

o ¢

ofcXe

Gh

Tomar: 2.7ml de buffer.
+

0.1ml de la alicuota anterior,
."
0.2ml de ONPG.

Leer la concentracion de ONP a una

A=410nm en el espectiofotométro a 37°C.
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RESULTADOS.

Se presentan los resultados del trabajo experimental en una serie de tablas y
figuras con el fin de hacer mas ficil el andlisis de los mismos y también, para
que su observacion resulte menos tediosa.

Con ¢l mismo fin se agrega un apéndice ¢l cual conticne las graficas de Cinética
de produccion de ONP por B-galactosidasa en todas las temperaturas analizadas y
con los tres contenidos de agua con los que se trabajo.

Los resultados del trabajo incluyen:

-Tablas No. 1, 2, y 3: % de Actividad Residual.

-Tabla No. 4. Tiempos de vida media.

-Figura No. 1: Estabilidad Térmica de B-galactosidasa en agua y en }-heptanol.

-Figuras No. 2, 3, 4, 5, 6, y 7. % Actividad Residual vs. Temperatura,

-Figuras No. 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, Influencia de la cantidad de agua.
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TABLA No.1 Porcentaje de Actividad Residual.

Tiempo de incubacién. 37°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 85°C

0 horas. 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
1 hora. 92.5% 34.1% 43.7% 37.0% 32.9% 5.5% 8.0%
2 horas. 36.1% 28.5% 32.0% 25.0% 28.6% 4.3% 2.3%
3 horas. 34.6% 15.7% 30.5% 18.3% 9.7% 4.9% 2.1%
4 horas. 31.7% 13.3% 29.83% 10.6% 6.1% 3.8% 1.7%
5 horas. 2.1% 11.2% 19.0% 5.4% 3.2% 2.2% 2.0%
€ horas. 5.6% 10.5% 18.8% 10.5% 1.9% 1.4% 1.7%

contenido de agua=0.95mil.



TABLA No.2 Porcentaje de actividad ResidUal.

Tiemp;: de incubacién. 37°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 65°C

O horas. 100.0% { 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0%
1 hora. 56.7% 45.8% 34.5% 22.8% 21.1% 5.2% 5.9%
2 horas. 53.6% 42.3% 32.1% 20.0% 18.0% 6.2% 3.4%
3 horas. 50.6% 15.5% 24.1% 18.0% 14.8% 5.7% 2.6%
4 horas. 35.4% 10.6% 12.2% 13.1% 11.6% 3.7% 2.6%
5 horas. 31.2% 8.5% 12.1% 12.2% 10.3% 3.7% 1.5%
6 horas. 15.1% 8.3% 9.9% 9.1% 8.4% 2.8% 1.8%

contenido de agua= 0.47ml



TABLA No.3 Porcentaje de Actividad Residual.

Tiempo de incubacidn. 37°C 40°C 45°C 50°C 55°C 80°C 65°C

O horas. 100.0% 1006.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
1 hora. 80.6% 19.4% 17.8% 10.7% 11.7% 3.0% 1.4%
2 horas. 64.0% 17.6% 12.9% 8.1% 7.8% 1.4% 1.5%
3 horas. 62.8% 4.1% 10.9% 6.5% 6.1% 2.1% C.8%
4 horas. 57.3% 3.5% 6.0% 5.7% 4.6% 1.8% 1.1%
5 horas. 39.9% 2.9% 4.5% 4.0% 2.8% 0.7% 0.8%
6 horas. 5.8% 2.4% 4.7% 2.9% 2.5% Qa.5% Q.4%

contenido de agua=0.0ml.



TABLA No.4 Tiempos de vida media de la enzima en i-heptanol.

Temperatura. 0.95ml de agua. 0.47ml de agua. 0.00m! de agua.
37°C 1.86 horas 2.37 horas 4.11 horas
40°C 0.82 ¢ .11 ¢ .27

45°C 1.36 " c.es * .13 *

50°C g.e1 ¢ .07 * ] e

55°C 0.97 " 0.12 e

60°C B Y ——

6s*C | eeeee ———— e

El tiempo de vida media se expresa en horas.
El tiempo de vida media de la enzima en agua=0.62h a 37°C




Estabilidad Térmica de la Enzima en Agua y en 1-heptanol a 37°C

120
1005

80; -

60 | — 1-heptanol.

— Agua.

% Act. Resid.

40

20

O ] . : i ! t - L
O 051 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6

horas.

Figura No.1 La estabilidad de la enzima en 1i-heptanol se realizé sin adicion de agua.



Actividad Residual vs. Temperatura.
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3,:3' 0 L]0.47m! de agua.
53 21 0.00mi de agua.
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Figura No.2 Tiempo de incubacidn=1 hora.



Actividad Residual vs. Temperatura.
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L ]0.47m! de agua.
4 0.00ml de agua.

j

% Act. Resid.
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Figura No.3 Tiempo de incubacidn=2 horas.



Actividad Residual vs. Temperatura.

35

| -
' B 0.95ml de agua. |
i [ ]0.47m! de agua.

| — |
i [ o.00m: de agua. |
‘! |

% Act. Resid.

Figura No.4 Tiempo de incubacién=3 horas.



Actividad Residual vs. Temperatura.
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25
=
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2 20 0.95m! de agua.
5 ] 0.47ml de agua. |
<Cé 15 — e agua E
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Figura No.5 Tiempo de incubacion=4 horas.



Actividad Residual vs. Temperatura.

20

B 0c.o5mi de agua. |
[ ]o.47m! de agua.

% Act. Resid.

L 10.00m! de agua.

Figura No.6 Tiempo de incubacidén=5 horas.



Actividad Residual vs. Temperatura.

20

i & 0.25ml de aot
i

S
L 1o.47mi de agua.

% Act. Resid.

i
| 1 0.00mi de agua.

Figura No.7 Tiempo de incubacion=6 horas.



INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE AGUA.
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80 ‘A , B 0.00m! de agua
= [ 10.47 ml de agua.

Bf 0.95 ml de agua. |
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% Actividad Residual.

Figura No. 8 Temperatura de incubacion=37°C



INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE AGUA.
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Figura No.9 Temperatura de incubacidn=40°C



INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE AGUA.
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Figura No.10 Temperatura de incubacidn=45°C



INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE AGUA.
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Figura No.11 Temperatura de incubacidn=50°C
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INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE AGUA.
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Figura No.12 Temperatura de incubacion=55°C



INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE AGUA.
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Figura No.13 Temperatura de incubacién=60°C



INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE AGUA.
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Figura No.14 Temperatura de incubacién=65°C



ANALISIS DE RESULTADOS.

6.1 Efecto de la temperatura,

El efecto de la temperaturn se puede observar en las figuras de porcentajes de
actividad residuat vs. temperatura (Figuras 2, 3, 4, 5, 6, 7).

Estas figuras representan la variacion del porcentaje de actividad residual a lus
diferentes temperaturas de incubacion de la enzima y se presenta una figura para
cada tiempo de incubacion, es decir, 1, 2, 3, 4, 5,y 6 horas de incubacion de
la enzima a las temperaturas de trabajo del experimento las cuales fucron 40, 45,
50, $5, 60, y 65°C.

Se partid de un estudio a 37°C que representa la temperatura optima de la
enzima utilizada con el fin de tener un parimetro de comparacion con el resto de
las temperaturas de estudio.

Las figuras a 37°C pueden observarse en el apéndice, se debe mencionar también
que los porcentajes de actividad residual dc todas las temperaturas trabajadas se
obfuvicron tomando como 100% los resultados arrojados por el estudio a 37°C y

al tiempo cero.

En la Figura No.2 podemas apreciar el porcentaje de actividad residual después
de haber sometido la enzima al tratamiento térmico durante 1 hora,

Se puede observar que es en la temperatura de 40°C y con un contenmido de
agua de 0.47mi donde se alcanzd la mayor actividad residual, siendo esta igual a
458%., sin embargo, para las siguicntes temperaturas (45 hasta 65°C) los

poreentajes mas altos son alcanzados por Ja muestra que contiene 0.95ml de agua
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fo cual es contrario a lo esperado, Ya que Ja menor estabilidad se obtuvo con

0.0ml de agua adicionada.

Se observa claramente que para las  temperaturas de 60 y 65°C Ia
desnaturalizacion por efecto del tratamiento térmico es muy marcada; después de
haber sometido a fa enzima en estas temperaturas durante 1 hora el porcentaje de
actividad residual no logra superar el valor de 10% en ninguna de fas tres
condiciones de contenido de agua manejadas.

También se observa al analizar la figura que las mejores  temperaturas de
incubacion de la enzima son 40 y 45°C debido a que reportan la mayor actividad
residual de la enzima, siendo la temperatura de 45°C la mejor temperatura en
términos de estabilidad para el contenido de agua de 0.95ml. .

Los menores poreentajes de actividad residual estin dados para la muestra con un
contenido de agua de 000ml en todas las temperaturas trabajadas. Fsto
probablemente implica que la enzima requiere un nivel minimo de hidratacion para

tener mayor estabilidad térmica.

La Figura No3 representa la incubacion de la enzima durante 2 lhoras a las
temperaturas de experimentacion, esta figura presenta resultados semejantes a los
obtenidos en la figura anterior, sicndo los porcentajes de actividad residual
menores a los obtenidos en la figura No.2, de igual forma podemos  observar
que a la temperatura de 40°C la muestra que presentd mayor actividad residual
fue Ia que contenia 0.47mil de agua siendo su valor 42.3%.

Esta figura muestra que a las temperaras de 60 y 65°C los porcentajes de
actividad residual son muy bajos para las tres condiciones de agua mancjadas, se
observa también por primera ocasion que la muestra que contiene 0.47ml de agua
presenta mayor actividad residual que las otros contenidos de agua manejados,

esto nos indica que estas temperaturas resultan excesivas para la enzima,
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En las temperaturas de 45, 50 y 55°C el mayor porcentaje obtenido corresponde
a la muestra que contiene 0.95ml de agua.

Las mayores porcentajes de actividad para los tres contenidos de agua mancjados
se ticnen en la temperatura de 45°C lo que nos indica que 45°C representa la

mejor temperatura de incubacion en témminos de estabilidad a Ins 2 horas.

La figura No.4 muestra la incubacion durante 3 horas. Se observa que 40°C no
resulta ser una buena temperatura de incubacion de la enzina en el I-heptanot y
claramente se observa que 45°C representa la mejor temperatura de incubacion
para la enzima en los tres comtenidos de agua mancjados en el experimento,
destacando  entre ellos el comtenido de agua de 095 mi de agua, el cual

representa un 30.5% de actividad residual.

ta grifica muestra como en las temperaturas mas bajas (40, 45 y S0°C) el .

porcentaje de actividad residual mas alto esta dado por la muestra con un
contenido de agua de 0.95ml, pero en fas temperaturas superiores (55, 60 y
65°C) et mayor porcentaje de actividad residual esta dado por la muestra con un
contenido de agua de 047ml, Ademas se puede ver que en fa temperatura de
50°C los porcentajes de actividad residual en los contenidos de agua de 0.95 y
047mi son pricticamente iguales. Esto nos relucrza la. hipotesis de que se
requiere un minimo de agua para tener mayor estabilidad térmica de fa enzima en

-heptanol, pero este nivel de agua es variable dependiendo de la temperatura.

También se comprueba al igual que enlas figuras anteriores que las temperaturas

de 60 y 65°C ¢jereen un rapido efecto desnaturalizante sobre fa enzima.

La Figura No.5 mwestra una incubacion de fa enzima de 4 horas. Se demuestra
que la mejor temperatrura de incubacion para la enzima ¢s 45°C para’ los
contenidos de agua de 0.95 y 0.47mt resultando mejor para el contenido de agua
de 0.95ml.



Para la muestra en la cval no se adiciond agua no se observa una disminucion
de la actividad residual muy grande en todas las temperaturas de incubacion
siendo, la mejor de ellas la que comesponde a 45°C y Ia menos favorable fue
65°C los porcentajes fueron 6.0 y 1.1% respectivamente.

En las temperaturas 50, 55, 60 y 65°C los mayores porcentajes de actividad

residual son propotcionados por el contenido de agua de 0.47ml.

La figura No.6 representa una incubacion de 5 horas. En estd grafica se aprecian

dos puntos que resultan importentes.

El primero de ellos es Ia confirmacion de que 45°C representa la temperatrura de
muyor estabilidad de la B-galactosidasa en el L-heptanol cuando el medio se
encuentra saturado, es decir, conteniendo 5.4% de agua que representan 0.95ml
adicionales; esto puede observarse de manera clara en la figura,

El segundo punto importante en la grafica es que a partir de la temperatura de
50°C se da una disminucion en la estabilidad de la enzima y la muestra que
presenta la mayor estabilidad al tratamiento térmico es la que tiene un contenilo
de agua de 047ml La figura nwestra que es en 50°C donde se da la
temperatura de naxima estabilidad para la B-galactosidasa en i-heptanol con mn

contenido de agua de 0.47mt.

Para una temperatwra de 55°C también se abserva mayor cstabilidad en el
contenido de agua que corresponde a 0.47ml en comparacién con fos otros dos
contenidos de agua mancjados en el experimento.

Para las temperaturas de 60 y 65°C no hay cambios significativos con los tres
contenidos de agua manejados, es decir, la desnaturalizacion enzimatica es del

orden de 95% o mayor en las tres muestras,



Por lo que respecta a la muestra que se trabajo sin adicion de agua et mayor
porcentaje  de  actividad residual esta dado por la temperatura de 45°C y

corresponde al 4.5%.

La figura No7 representa wna incubacion de 6 horas. Lo mis relevante al

observar esta grafica es o siguiente:

-La temperatura optima para la enzima después de 6 horas de incubacion resultd
ser 45°C en los tres contenidos de agua, siendo mayor el porcentaje de actividad

residual en la muestra que contiene 0.95ml de agua.

-A temperaturas mayores de 45°C es decir, 50, 55, y 60°C la wwuestra con
0.47ml de agua presenta porcentajes de actividad residual mayores que los otros

dos contenidos de agua manejados.

-Otro aspecto importante ¢s que la muestra con 0.47ml de agua presenta
homogeneidad en sus porcentajes, es deciy, a este contenido de agua la enzima
presenta una buena estabilidad a I3 temperatura; esto se observa en los
porcentajes de actividad residual con las temperaturas de 40, 45, 50 y 55°C. En
estc rango los porcentajes de actividad son parecidos, no se observan cambios

drésticos en los porcentajes como ocusre con el contenido de agua de 0.95ml.

-En la nwuestra a la cual no s adiciond agua podemos ver que la
desnaturalizacion de la enzima es mayor al 95% en todo ¢ rango de
temperaturas manejado.

sLas  temperaturas  de 60y 05°C demuestran que fa enzima sufte una
desmaturalizacion por efecto de la temperatwra fa cual ocsrre wuy rapidamente

incluso desde la primer hora de incubacion de la nusma.
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6.2 Efecto del contenido de agna,

Para observar de una manera mas clara el cfecto del agua adicionada, se trabajo

con tres contenidos de agua diferentes en el medio heptandlico los cuales son:

a) 0.95ml de agua.
b) 0.47ml de agua.
c) 0.00mi de agua.

Se decidio trabajar con los contenidos de agua antes mencionados debido a que
existe el interés por determinar que tanto influye el contenido de agua sobre la

actividad enzimitica en medios organicos.

Los resultados para analizar este efecto se pueden observar en las tablas 1, 2 y
3 de Porcentaje de actividad residual, las cuales muestran el cfecto del contenido
de agua sobre la actividad residual de la enzima, asi como también, las figuras
No 8,9, 10, 11, 12, 13 y 14 muestran la influencia de la cantidad de agus en
todas las temperaturas de incubacion manejadas a lo largo del desarrollo

experimental del trabajo.

La tabla No.4 muestra los tiempos de vida media, y refleja también el efecto que
tienen los diferentes contenidos de agua sobre la actividad residual de la enzima.
Haciendo ¢l andlisis del efecto del contenido de agua cousiderando los tiempos de

vida media d¢ la enzima se observa lo siguiente.

a)0.95ml de agun;
A este contenido de agua que representa un 54% y es ademas la cantidad

necesaria para obtener la saturacion del 1-heptanol, se obtuvieron los tiempos de
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vida media de las siguientes temperaturas de incubacion 37, 40, 45, S0, y 55°C,
¢l valor mas alto fue el obtenido por la temperatura de 37°C y su valor fue
1.86 horas, esta temperatura representa la optima para la enzima cn condiciones
normales, ¢s decir, en medios acuosos, por lo que a temperaturas mayores es
claro que hay una pérdida de la actividad catalitica, aspecto por el cual no

resulta raro que el valor mas alto este dado por 37°C.

El valor de tiempo de vida media a 45°C y con un contenido de agua de 0.95ml
resulta ser el mas alto de todos las demds, ya se habia observado al hacer el
andlisis del efecto de la temperatura que la temperatora de 45°C representaba
mejor temperatura de incubacion para la enzima en este medio y con este

contenido de agua.

En general todos los tiempos de vida media obtenidos con este contenido de
agua (0.95mf) representan una vida media por encima de 1 hora, o que nos
indica que la enzima a este contenido de agua presenta una buena estabilidad y
que cl efecto del mismo no resulta ser tan dristico en la desmaturalizacion, de
hecho aln a fa temperatura de S5°C con este contenido de agua la estabilidad

es todavia alta.

b)0.47ml de agua.
En este contenido de agua que representa la mitad de la saturacion del 1-
heptanol, se obtuvieron los valores de tiempo de vida media en las siguientes

temperaturas de incubacion de la enzima: 37, 40, 45, 50 y 55°C.
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Los wvalores para las temperaturas de 37 y 40°C resultan ser mayores que
aquellos valores correspondientes a cstas temperaturas para el contenido de agua
de 0.95ml, esto nos hace pensar que a menor contenido de agua se aumenta la
estabilidad dela enzima en estas temperaturas, esto ocurre cuando ¢l efecto de
temperatura no es muy marcado ya que para las pruebas a 50 y 55°C ¢l efecto
de desnaturalizacion debido a la temperatura resulta ser ya demusiado alto y los

tiempos de vida wedia por consccuencia resultan ser muy bajos.

¢) 0.00ml de agua.

En este contenido de agua solo s¢ pudieron obtener valores de tiempo de vida
media en las siguientes temperawras de incubacion: 37, 40, y 45°C vy que
corresponden a 4.11, 0.27, y 0.13horas respectivamente sc observa que el tiempo

de vida medin para la temperatura de 37°C es muy alto comparado con los

valores de 40 y 45°C,

El tiempo de vida media a 37°C que nos proporciond el valor mas alto de los
tres contenidos de agua manejados en el experimento fue et obtenido por la
muestra en la cual no se adiciond agua al I-heptanol, esto nos indica que la
cantidad de agua necesaria por la enzima para mantener la actividad catalitica

es muy buaja cuando se trabaja en lo que representa su temperatura optima:

A 37°C el efecto del contenido de agua nos indica que a mayor contenido de
agua, menor aclividad catafitica de la enzima efectn que no se observa a

temperaturas mayores.



6.3 Estabilidad térmica en ntedio orgdnico y acuoso.

Debido a que estamos probando la estabilidad térmica de la P-galactosidasa en un
medio de reaccion no acuoso (l-heptanol) es necesario hacer una comparacion
entre ¢ medio heptandlico y ¢l medio acuoso que representa el medio tradicional

de catilisis para Ja enzima.

L.a figura Nol. muestra la cstabilidad de ambos medios a la temperatura optima
de la enzima (37°C), donde se reporta ¢l porcentaje de actividad residual de la

enzima durante un periodo de 6 horas de incubacion.

La muestra que contiene el medio heptandlico se trabajo sin adicion de agua para
que la comparacion de ambos medios resultara mds clara.

En la figura se observa que ¢ medio heptandlico presemta una mayor estabilidad
ya que al témino de la primer hora de incubacion fa actividad residual del medio
heptandlico es de! 80.6% conten Ia actividad residual del medio acuoso que fue
del 30.6%.

Para la segunda hora de ineubacion se tienc los siguientes porcentajes: 64.0 y

16.4 en los medios heptandlico y acuoso respectivamente.

En la tercer hora de incubacion la enzima en el medio acuoso pierde casi
completamente  su  actividad residual ya que ésta es det 2.7% solamente,
comparandola con la actividad residuat del medio heptandlico la cual es de 62.9%

resulta muy clara fa desnaturalizacion en el medio acuoso.

Otro punto de comparacion entre estos dos medios de reaceion se observa en la

tabla No 4 en la cual se tiene que ¢l tiempo de vida media parit la enzima en el
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medio heptanolico sin agua adicional es de 411 horas y el medio acuoso

presenta una vida media de 0.62 horas ambos résultados obtenidos a 37°C.
Esto nos da una clara diferencia entre ambos medios desde cl punto de vista

actividad residual y nos permite veconocer que ¢l medio heptanslico le conficre

una mayor estabifidad a la enzima.
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CONCLUSIONES.

Para este sistema ([-galactosidasa en l-heptanol) la temperatura que en general

mantuvo mayor estabilidad resulto ser 45°C.

-La desnaturalizacion de la cnzima fue wmmy drastica del orden de 90%

aproximadamente a partir de la temperatura de 60°C.

-La estabilidad térmica dela P-galactosidasa se ve mis favorecida en et 1-heptanol

en comparacion con el medio acuoso.

-El contenido de agua de 0.47mi ofrece una bucna estabilidad a la temperatura

desde 40°C hasta 55°C presentando resultados homogéneos.

-El contenido de agua que representa la saturacion del I-heptanol y que
corresponde a 0.95mi resultd favorecer la estabilidad de fa enzima al tratamiento

ténnico a temperaturas por abajo de S0°C.

-L.a muesira enla cual no se adiciono agua resultd ser la menos estable de todas

al incremento de temperatury,
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-El incremento del contenido de agua disminuye la actividad residual de fa enzima

esto, a temperaturas por armiba de 50°C

-Para incubaciones por periodos arriba de 3 horas resulta mds eficiente realizar la
incubacion de la enzima con un contenido de agua de 0.47ml en ¢l medio

heptandlico.

-De los resultados se puede inferiv la hipotesis de que el contenido de agua dc
la fase orgdnica que permite una mayor estabilidad térmica de la enzima es
dependiente de la temperatura de incubacion, lo cual hace suponer que un cierto
grado de hidratacion de esta proteina favorece su cstabilidad a temperaturas por
arriba de 37°C,
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RECOMENDACIONES.

-Resultaria conveniente inmovilizar la enzima ya que como se sabe las enzimas
inmovilizadas presentan mayor estabilidad en comparacion con las mismas en su

forma libre.

-Fl usar enzimas que provengan de fuentes texmofilicas resultaria en una mayor
estabilidad témica. £l hongo Aspergillus niger podria ser una fuente adecuada

para la obtencion de fI-galactosidasa.

-Para una mejor estabilidad de la -enzima en las reacciones de sintesis y tener
menios compelencia con las reacciones de hidrolisis seria conveniente conocer la
cantidad necesaria de agua ligada que pudiera retener la enzima y trabajar con
este valor, particularmente conociendo Ja cantidad de agua que pudiera pernitir la

maxima estabilidad térmica.

-Los experimentos para obtener el contenido de agua necesario para mantencr la
actividad catalitica de la enzima se deben realizar sin la influencia de otras
variables, es decir, a la temperatura Optima de la misma en este caso para la f-

galactosidasa de £, coli a 37°C.



-Es conveniente realizar un estudio de estabilidad térmica como el propuesto en
este trabajo con varias enzimas provenientes de fuentes termofilicas con el fin de
encontrar las temperaturas Optimas de déstas en el medio orgdnico deseado vy
clegir la mds convemente para estudios posteriores sobre reacciones de alcoholisis

de acuerdo a los objetivos deseados.

-Medir la actividad residual con otro parametro ademds de la hidrolisis del ONPG
con ¢l objeto de tener mas pardmetros que nos proporcionen informacion sobre la

actividad residual de la enzima,
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APENDICE.

Este apéndice contiene todos los resultados obtenidos durante el desarrollo del

trabajo experimental.

Se presentan las graficas que ilustran Ia actividad residual de la enzima en los
diferentes tiempos de incubacion, en todas las temperaturas que se manejaron y

con los tres diferentes contenidos de agua.

Este apéndice consta de 21 gralicas que llevan por nombre: “Cinética de

produccion de ONP™.
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