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RESUMEN. 

El UllO de enzl- en medio ossAnk:o. ha deapenado ar•n lnted9 en el estudio de 

n-....s ~· enzlmAtlcos par• i. sfntesl• de pn:>ducto• comen:iale9. a.. 
modlflalc:lón de re.cclones convencionales ••f como el de .. nollo de nuevu 

reacciones, forman parte de ... alte,...tivas que presen'- i. bl<K2tMiala en .-dio 

01g6nlco. Denuo de ~ • ._. de-.n en .,.nicul.r loa alatenuaa con mlcelas 

Invertidas. ya que ofrecen pandes vcnUlju denuo de ... que se encuentran: el que 

loa sustratos se.n .. lublli&Moa en i. r.. ...., .. o en i. fase ofS6nic•, dependiendo 

de su nauaraleall; el aparente Incremento de alCllvid..il en aJau- sl•te-; la 

posibilidad de "COfttrolu i. especlflcidad de la enzlnua; i. reducci6n de i. 

conumJnac:l6n m&crobi.n.. En el .,.... de hidlUlasu, esto• slstenuaa pennlten la 

ellminad6n de i. reaccl6n de hldlólisi• )'fo llevar a ~ reacc:lones lnuaaales en 

.,..... Por ouo a.do, existe un creciente lnteds en ... reacciones de .Acoh61isls 

como "'ª pua la pn:>duccl6n de alquiJ&llcd9idus por "'ª enzlm6tlca, debido • la 

demanclal de e- moWculM denuo del pupo de loa clete-.ntes no-16nlcos . 

. En este trabajo se presen'- el estudio con la ,,...._sld ... de E. ""11 en mlcelaa 

lnvenldaa compuestas de bu~-.U-. en el que realiza reaccione• de 

alcoh61isl• •lntetiz....., butil-plact6sldo. a.. orlginalklad de este u.bajo rada en 

que ~ üora no se ha utilizado un sistema mlcew en el que uno de sus 

componentes - .demAs - en la se....:16n. 
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l. JNTllODUCCIÓN. 

• Tradicionalmente el funcionamiento de las enzimas ae ha ttstrtnsldo a 

medios --· Sin emballJIO, a trawa de lnwatlgaclones ae ha comprobado que 

las enzl- pueden ejercer - potencial catalftlco en nvdloa pñctlcamente llblea 

de ..... .........,_ en lo anterior, ae han deauollado dlfettntea alat.e- para 

estudiar ttacclonea enzl..,.tlcaa como aon aol-ntea org6nicoa, ftu..,_ 

aupen:ritlc:oa, ,_ ....,.., aar como rnlcelu ln-rtidas. 1 Se ha encontrado que 

muchas enzl- en e- tipo de alate_. -como medios blf..aco.- ae 

*-u.raJl&an ...,...__ en condicione• de operaci6n, por lo que ae ha opudo 

por otras alternati'VU como el uso en micelu lnWftklu, donde no ae ha olNenrlldo 

e-polllema. 

1- reacdonea enzlmidc:aa llevada a cabo en rnlcelaa lmren.ldaa oflec:en 

....... -ntaju dentro de laa que ae eJICUa\tnn: el que .loa --..a. dependiendo 

de au naturaleaa. - 80lublbzadoa en la fase acuosa o en la fue o,.aalca; el 

aparente lncne-nto de KUvldad en aJ&unoe. alatemu: la posibilidad de controlar 

la capeclflc:idad de a. enzima y la noducc:l6n de la c:ontamlnacl6n mlcrobaa- En el 

- de hldiolaam, la ellmlnac:16n de la ttacc:léSn de hlcfldllala y/o llevar a cabo 

reaccione• lnuaualea en ...... • Sin embalp, el potencW ele laa enzimas en alntesla 

~ la b6aqueda de actlYldadn alternas o lncluahe de ~ prvpledadea, · 

requlett de estudio• btalcoa _,..lenta a loa mecanalmoa que plelllUI -

lunclonamlento en mallo o._ank:o.' 

Lu carbohldruu aon enzimas que han sido ampliamente utilizadas en 

alnemaa en aohentea otpnlcoa. En laa weacclonea que catallzan - enal_. 

pueden actuar dlatlntoa acieptorea dlatJntoa al ._..., como un carbohidrato o un 
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alcohol: este e• ·el caso de rc:acclones de transglicosidación y alcohólisls 

respectivunente. ~ hecho, las reaccione• de . alcoh6lisl•, en las que "" obtiene 

alquil·gHcósldos, pueden considerarse como un caso pa1"llcular de las 

transglicosldaciones, donde el aceptar es un alcohol en vez de un carbohidrato. 

Existe un creciente lnteds en la slntesis de alquU-glicósidos por vla enzim6tlca, 

debido a la demanda de estas moWculas denuo del grupo de los detergente• no-

16nk:os, en productos farm~ticos, en costnftlcos, etc. 4 Por ejemplo, el ocül· 

glucósido es empleado en la extracción y la reconsUtuclón de protelnu 

membranales, siendo uno de los me¡ores bi<>Mlrfactante• conocidos.• 

Podemos mencionar que los surfactantes M>n tlplcamente usados en cul 

todos los sectores de la industria moderna, la pmd~n mundial excede las tres 

millones ele tonelad .. anuales (con un valor estimado ele $4 bWones ele d61aies). El 

consumo domfstico de surfactantes reptt11Cnta .549f> del men:ado total, mlentr .. 

que el uso Industrial representa solamente el 32'H>. Pua productos de cuidado 

personal, el consumo es de 6-8416 por lo que es un mercado Importante en unnlnos 

de financiamiento.• Comparando los nM!todos por los que "" puede obtener alqull· 

gllcósldos tenemos que, en la slntesls qufmlca de alqull-gluc6sldos se obtiene una 

mezcla de productos anonM!ricos a y 11. mientras que por vla enzlm6tlca se tiene 

una alta especificidad. Enzlm6tlcamente existen tres vfas para la sfntesis de alqull· 

glucósidos: reacciones de condensación, alcohóllsls o sfntesis ln'Vena y de 

transallcosldaclón. 

Una ele las lineas de Investigación del grupo de biocaüllsls del ln.Ututo de 

Blotecnologfa es el estudio de las reacciones enzim6tlcas en medios no

eon-nclonales. Se han enudlado las reacciones de alcohóllsls con la enzima 

ln'Venasa para la sfntesis de metil•íructósido en la cual se definieron condiciones 

7 



/ntroJll«iJn 

óptimas de reacción. En este contexto. la enzim:1 invertasa se ha utilizado para . 

realizar reacciones en sistemas bifásicos con alcoholes de ba¡o peso molecular 

probando diferentes estrategias como oon reacciones de alcohólisis, hidrólisis 

In-na y tranagllcosidaclón. Tambl<!n se han probado sistemas de mierlas 

lnvenklas para la sfnteai• de butil-fructósido mediante reaccione• de alcohólisla, 

.......... la conclualón aenerat es que la in'lleftaaa no ea apta para la produa:lón de 

estos compuestos. 

En el presente trabajo se estudia la ll-galactoaidua de E. MI en . micelaa 

invertidas compueataa de butanolloctanol....,. para la afnteaia de buttl-gaa-tóaldo a 

panlr de lactosa y o-nltrofenol plactósldo (ONPC), en el cual se evalualon 

diferentes factores que afectan la reacción, tanto cin&Jcos como flsicoqufmlcoa. 

La ortstnalldad de eate trabajo radica en que hasta ahora no se ha utili.ado un 

sistema micelar en el que uno de aus componente• sea ademAs auatrato en la 

reacción. 
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2. OBJETIVOS. 

Objctl.,., Genenil: 

Realizar reacciones de akohólial• en mieel• lsweftldaa utilizando uaftl&lico.W-; 

1. Pn>bar la capecld'IMI ele la enzima llt-plactomldaaa de E. """ para llevar a cabo 

reacciones de alc:oh61Wa en un sistema ele mlcelaa lnvenldaa. 

2. Sintetizar buUl-aa16ctoaldo con llt-plactoeidua de E. """ en mlcel• lnvenldaa. 

3. Efectuar un eaucllo comparativo aobR la alntesl• de butU ... lact6aldo en 

dlfeRntea sistemas: medio blfAalco y medio mlcelar. 
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3. GENERALIDADES. 

3.1. MtroDO QufMICO Y ENZIMÁTICO DE PRODUCCIÓN DE ALQUIL
GUCÓSIDOS. 

Los alquil-gllcósidos pueden sintetU:ane por método• qulmlcos y por 

rnftodo• enzlm.ttlcos. Comparando catos métodos tenemos que en la sfntesis 

qulmica d., alquil-glucósidos se abe.lene una mea:la de productos anomo!ñc:os o y fl. 

mientras que por vfa enzlm.ttlca se tiene una alta espec:ilicldad. Entre los mc!todos 

de slntesls qufmica que permiten la formación de enlace• gllcoúdlcos se encuenua 

el mhodo cl.tslco de Koenigs-Knorr en el que el halógeno de bromo o de cloro 

actúan como grupo salientes. Destacan tamb~n los mi!todos en los que se u .. n el 

UlcJoroacetamldato y el tioetil como grupos salientes: Usualmente Jos 

catali&adores utilizado• son de alto costo. son tóxJcos. y en algunos casos tamb~n 

son explosivos. Las sales de metales pesados como Hg(CN), y AgCl04 son 

empleados COllllO catalizadores. Se usan grupos procectore• como alil, ac:etll. benzil 

y benzoil para promover reacciones reglow.lectivaa y ajustar las reactivldades de los 

donadores elec:uólllos y del B""P<> hidroxilo aceptor; esto con el Rn de obtener una 

buena estereoselectividad y buenos rendimientos. Por esta razón. las reacciones 

requieren de varios pasos. dependiendo de la complejidad estructural del producto 

deseado.' 

Es obvio que las enzimas al ser catalU:adores eficientes y altamente 

selectivos en condiciones suaves de reacción, pueden usarse para sintetizar este 

tipo de compuestos. Existen tres víu para la síntesis enzimAtica de alquil

glucóaldos: reacciones de condensación, de alcohólisis o de síntesi• inwena y de 

transcllcosidación. • 

En Ja Tabla 1 se muestran las enzimas que se han utilizado en reacc:lones de 
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alcohólisis con resultados positivos en 101 últimos aAos. Las enzimas que 1e han 

estudiado con mayor detalle 90n la •-xilosidasa. la .. -glucosidasa y la fJ· 
plactosidaq. 

Tabla l. Elemploa de -s- utUl&Mlaa en_...;._• alcohóllala. 

Endina •- Suauato 
~xil<>lidasa d.!!E xiloblosa 
a'.'&lucosldaoa anoz maltoaa 

a-manoaJdaaa 
a-N-aoetllplac· 
tooamlnldau 
homoFnludo 
cdularde &ll!irlttwf 

levadura maltosa 
café! raflnoaa 
almendra oeloblou 

metil~ .. _ 
oeloblooa 
aeloblom 
lacto• 

lactosa 
metll-plactdoido 
laClllOM ,....,..,.. 
manosa 
N-aoetllplacw-umlna 

A. Snl--·• en loe .._ amino y carboailo. 

alcohot:Ua.10 
akoholeaC,- C. 'º 
alcoholeaC1· c. tó 

L-artna prot. 1 
• 

alcoholea Ca• C. 'º .12 

akoholea e,- c. 
alcohole•Cs·C,2 12.1:1 

akoholeaC1-c. 1º 
akohole• e, yC., •• 
alcohole• c,-c. 'º 
mono. di olea C.·C. '" 
L·eeri,. prot. 41 1 

alcoholesC1-c. 1 º 
heunol 1' 
a1cohole•C1-~ ª7 

alcoholesC,~ 17 

D,L-Ser,D.L-Thr •• 
D.L-Ser,D.L·Thr '• 

alcoholesC1-C. 19 

B. kalKt....._ ded.,!llllE mocllRCllda quim-..1e con pollmeroo de polletlle ... llcol. 

De acuerdo con la literatura. la enzilfta que mú eficientemente realiza la 

reacción de alcohólials es la 8-xlloaidasa. Drouet et al. ( 1994), estudiaron las 

reacciones de uansxllosilación con •·xllosidala de As,_,.ubu •tF• obten~ndoae los 

alqull-xllósldos correspondientes. Emplearon diferente• alcoholes alifAtlcos como 

aceptares. dentro de loa cuales incluyeron alcoholes primarios: etanc>I. pn>panol, 

butano!: alcoholes secundarios: 2·propanol. 2-butanol: y finalmente ter-butano! 
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como alcohol terciario. Este grupo concluye que para la obtención de alquil

xilósidos empleando como aceptores alcoholes de t.ipo terciario. los rendimientos 

son ntayotes cuando se realiza la reacción de transxilosidación que cuando se 

efectúa la reacción de hidrólisis invrna20
• 

3.2. PllOPIEJ>ADES DE LA 11-GAIAC'l'OSIDASA DE E. -11. 

La 11-galactosldasa de E. coll csU considerada denuo del grupo de las 

hidrolaus. Esu protefna esta constituida por un tetrAmero, con una cadena 

polipeptfdlca de 1023 amlnicidos que - pliega en 5 dominios sccucnclalcs, con un 

segnoento extendido en el amino terminal. Con la panlcipaclón de este segmento 

en una subuniclad de Interfase y el hecho. de que cada sitio activo cata constituido 

con elementos de dos diferentes subunldadcs, se obtiene una estructura de a

complcmcntación. 21 

El dominio catalftlco presenta una estructura común de barriles (a/11) •• la 

cual se ha observado tambit!n en xil.......,glucanau de CIU.."""-11s ftMI. Para 

enzimas que catalizan reacciones de hidrólisis en las que los casbohidratos retienen 

la configuración, un amlnokldo carboxflico, glutamato o aspanato, catA 

Invariablemente presente como un nuclcóftlo catalftico, y en muchos de los casos 

un glutamato o un aspanato tamblt!n parecen funcionar como un ácido/base 

general. Adcmú, residuos de tiroslna y Uiptofano se encuentran comunmcntc en 

el sitio activo de las gllcosldasas. Se presume que la combinación del carácter 

hidmfóblco y el enlace de hidrógeno proporciona un ambiente favorable para el 

enlace con el azúcar.2
" 

La enzima 11-gal.actosiclasa de E. "'1ll tiene un ion de Mg2• esencial en su sitio 

activo, el cual puede proporcionar una posible alternativa par.a la catálisis Aclda por 

actuar canto un clectrófilo catalitico. Alternativamente. este ion metálico puede 
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modular simplemente tanto la orientación como el pK,. de otro residuo que 

funcione como catalizador kldolbaae. •• 

En relación al mecanismo de reacción de la 11-salactosldasa. M! ha propuesU> 

la uansferencla del residuo gaJacu. .. de un plactósido a un aceptar (como ....,. 

otro azúcar o alcohol) ocupando la salacto .. y el aceptar una misma poslclón en la 

mollcula enzlm&tlca. Aqui el aceptar enuaria M>lo dellf"M!• de que la enzima ha 

removido la pJactou del donador. 

El pH óptimo de ~n e.U en funcl6n de la fuente enaim&Uca; por 

ejemplo. ae puede obeervar en la Tmla JI que la lactaaa de E. -" tiene - pH 

óptimo ·de 7 .o. mlenua. que la enzima de IC..fbwUU mueatra una mayor actividad a 

pH de 6.6. Se ha propuemto que la dependencia de la actividad enzim&tlca con el 

pH e.u lnfluenclada fuertemente por lonea dlvalentes.n 

A partir de la lnftuencla del pH en el Km y en la velocidad m&xlma de 

hldróllsia de ONPG con 11-plactoaldaaa bacteriana. ae ha deducido la existencia de 

dos......,... diaoclables cuyos valorea de pK son 6.7 y 8.9 a 20"C. Se ha identificado 

el grupo dillOCJable en el lado alcalino como un grupo aulftdrllo (-SH). lo cual ae 

apoya en la inhibición de la enzima por Iones de n.etalCa peudos y por p

mercuribenzoau.. Por otro lado. al otro grupo ae le detennlnó a .5"'C un calor de 

disociación de ..5.7..5 Kcallmol. Por este hecho ae -tiene que es bastante probable 

el que este grupo aea el anillo lrnldazol de un residuo de hlstldlna. n 

En la Tabla 11 ae obaerva que la temperatura óptima de la enzima. tamb~n 

depende de su origen. En g..neral. la temperatura óptima valfa deode 3.5 haata 

65"C. Se ha reportado que la enzima IJ-plactoslda.. de ori&"'n bacteriano en 
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algunos casos muestra una mayor actividad a 37°C, mientras que la de origen 

fúngal como K . .frt411Js tiene una temperatura óptima de reacción entre 37 y 40"C.22 

La 11-galactosidasa de E. a>li es bastante· estable desde el punto de vista 

t~rmico, tanto en forrna purificada como en dlulas completas (librea o 

Inmovilizadas), a diferencia de la enzima proveniente de levadura que es 

termolAbil. 23 

Tabla 11. Temperatura y pH .6pdlno de la enalma --.a1--=-1c1- de dlweraa• 
fuentes. 

Fuente de la enzima r"6p:!me T 6pdre= ("C) Olmeruaclane9 ......... .. 65 A 

K. IMrls 6.5 45 A 
6.3-6.8 35-40 A 

6.3 37 B 

F11st1ri--ll~ 4-5 .50-60 A 

A-~- 4-.5 5S-60 A 

e""'"" ,..,.,,,,,,_,,,,.,,,. 7.S 30 A 
Tol,,,.,,sls .,,,,_.._ (J·28) 7 30 A 

T. ....,,tllls (M6) 7 30 A 

E. ali/ 7 55 A 
7 SS e 

E. .WI (ML 308) 7 37 A 
E. alil (ATCC 26) 6.8 55 A 
E. ali/ (K-12) 6.5 37 A 

7.3 45 e 
E. alil (K-10) 7 55 B 
E. alil (E-106) 7.2 55 B 

8.0 55 

L!::41:ri• 5.5. 55 B 
k Enzima puri~ libtt> B: C*IW.. completas llbttollnmovillzadu y C: Enzima pu<iflada 
lnmOYlllzada. 

Se ha observado el efecto que ejercen sobre la enzima diversos iones durante 

la hldróll•I• de ONPG, p-nitrofenol galactósldo (PNPG) y lactosa. Despu~s de 

incubar la enzima en presencia de iones de metales pesado• (Cu••, Hg'-• y Zn2 •), 
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o!stos ejercen una fuene inhibición: en tanto que loa lona Mg'•. ~2•• Co2 •. Fe2
• y 

Ba2 •, incrementan la actividad con respecto al control. El Ión amonio eleva la 

actividad enzinuitk:a, pero tanto au sal del amonlguador tri• hldroxl-Uamonlo 

metano como el citrato de pot .. 10 90n lnhlbldores y el EDTA a 2S mM reduce la 

actividad en poco más del 75'16. Finalmente. el ion sodio Incrementa la -loclclad 

de hidrólisis de ONPG, mientras que no tiene ningún efecto sobre la hldróllala de 

PNPG o lactou."' 

La enzima ..:tila sobre una amplia variedad de J-galactóaldoa. Ea bastante 

eapec:fllca respecto a la parte alk:ona de la molo!cula (&alac:toaa). con una amplia 

tolerancia pua variaclone• eauuctunlea de la parte acllcona de la moWcula del 

&USU'lllo. Loa prindpale• requerimientos de la pane gllcona para la actividad 90n la 

forma del anlUo (0,..alactoplrandaldoa para las D-galactosldaaaa). conflpracl6n 

anolMric:a conecta y ortentaclón correcta de loa grupos hlchoxiJos. 7 La glucoaa y 

ouoa glucósido• o alquil o arU alcohole• pueden servir como aglk:onL 

u misma enzima cataliza reacciones de transgllcosidac:lón cuando el 

aceptar ea diferente al ecua= 3..,_,.·D-galao:toplrano•ll·D·áiucoaa. 6-o-tl·D· 
plao:toplranoail·[).plactou (plactobloaa) y ouoa ollgonc4irldoa pueden 

sintetizarse por la aa:lón de la "-salactosldaaa en lactosa. 

Los valorea de Km de diferentes sustratos para la enzima fJ- galactosldaaa de 

E. """' ee reportan en la Tabla 111. Loa cambios en la estructura de la agllcona se 

presentan en la Fipra J. Cambios en el anillo de la galactoaa (auatJtuclón. 

reducción, oxidación y cambios en la c:onflgunleión e.Urica) producen un auatrato 

derivado lnene. 

JS 

1 
¡ 

¡ 
¡ 

1 
1 

1 
¡ 
1 
i 
¡ 



C...l'lo•• 
O•·C>-C'" ....... "topfn.nu•U·( 1 - '4)·••-l>-glu4""<~ptr•ruhhfu) 

c>-nJUOl"r11iJ •D-&•.....,óatdo 
( a-.nJ1ftJfenU-ll·O..•.i.nopranóaido) 

fc.onJI fl-D-..-.-6-ido 
rc-Nt-..,_C>-.aJ.-no ....... 16dclo) 

n1t.•tiJ t'-D-gali.c16-Jdu 
( uu•tJJ.,._J'.l-gaJa,·1upinuóaido) 

p-nluorrs.11 f'-0-g-'-tósido 
( p-nJtrnfirnll-P-D-.. lacioplrandaldo) 

Figura 1. Eauuctur• de dllaenie. • .,.trataa de la aÍzlma IJ-salact-lda- de 
E. -11. 

Tabla 111. Conatante de Mlch-11• para dllerentea 
gal_t_kl_• de E. "'" . ª 

o-nittofenil JJ-galactósido (ONPG) 

p-nitrofenll fJ-plactOsido (PNPG) 

o-nitro a-L-arabinóaido 

fenil SJ-0.plactO•ido 

metll jt-0.plactósido 

n•butil-fl-1>-plactOsido 

lllrtoaa 

alolactcsa 

lactooitol 

lactobionato 

auauat... de la fl-

ICm (M) 
J.84x 10?.l 

0.97 X J0-4 

2.6x Jo·• 

7.3:irJo·• 

6.9:ir Jo·· 

6.9 X 10-4 

5.5 X 10"' 

8.3 X 10"' 

3.0 X 10"' 

4.0x 10·• 
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La inversión del enlace 11-galactósldo a la configuración alfa produce un 

galactósido resistente a la hidrólisis enzi~Uca. Sin embargo, los a-galactósidos no 

aon exclufdos del sitio activo como puede inferirse de su inhibición competitiva de 

la actividad enzlm4tlca. 

Estudios semi-cuantitativos indican que en general, la Yelocidad de hklr6li1l1 

depende_ del tipo de unión entre el ll·D-galactó1ldo y la contrapane aglicona: y que 

estao velocidadeil decrecen en el orden (l-6)>(1-4)>(1-3)>(1-l). 7 Por otro 

lado, los a-D-galactósido, a ó ll-D-gluc61ldos, a-D-man6sldos y 11-D-fructó>ldos no 

se hkholizan.23 

La enzima ll-galacto9~ es una alicoaidua que hidrollza el enlace 

glicosfdico reteniendo la configuración anonM!rica. Las enzimas que retienen la 

configuración utilizan un mecanismo de doble desplazamiento involucrando un 

intermediario glicosll-enzima (Figura 2). La enzima emplea dos kidos carboxrlicos 

en el sitio activo, un residuo funciona en general como un 6cldo y una base 

mlentraa el otro actúa como un nucle60lo y un grupo saliente. Este mecanismo 

Involucra un par de iones en un Intermediario covalente. 

Como ya se mencionó, Wallenfels y Malhotra han propuesto un mecanismo 

para la acción de la ll-galacto11daaa de E. 01IJ en donde se plantea la transferencia 

de un residuo de galactosa de un galactósldo a un aceptar, que puede ser -..a. 
otro azúcar o alcohol. En este mecanismo se propone que la aglicona y el aceptor 

ocupan la misma posición en la molécula enzim4tlca, en donde el aceptor entra 

sólo de1~s de haber sido removida la llgilcona. u 
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A. B. c. 

-o,.,_p 

Figura 2. Mecant•nao de reacxt6n ele doble deaplazandento psopueato para 
enzl- cocno la tl-plact081da.. de E. ~oll reteniendo la _,....,...,Ión 
"""""*ric•. R• Glucosa.24 

.A . .Ataque del nucleólllo hacia la lacto&a y la llberaclón Ja aglicona (glucou). B. Complejo 
galacroall~nzlma y ataque del aoepror (..,..).C. Enzima y plactosa llbenda. 

3.3. REACCIONES CON p-GAJACJUSIDASA DE E. -u EN DIFEUNTEs 
SISTEMAS. 

Uno de los primeros reportes en los que se deacrlben reacciones de 

alcohólisia cal.alb:adaa por enzimas es el de Bourquelot y Brldel que 

sorprendentemente data de 1913. en el cual se describe la afntesis de varios alquU

fl-galactósldos a partir de glucosa y diversos alcoholes en alta concenuaclonC!a. 

utilizando a la enzima fl·galact.osldasa. 25 Nlloon (1988). reporta el uso de a-D

galactosidasa de baya de caf~ y IS-galactosldasa de E. a>li empleando como sustratos 

rafinoaa y lactosa respectivamente para la obtención de aJquil-a-ga.lactósldos y ft·D

galactósldos en un solo paso de reacción. Se utilizaron diversos alcoholes como 

aceptares en est;,s reacciones: bencOico. alilico y trimetilsilil etanol.•• 
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3.3.2. Re_,.,io._ de alcoh6Uala. 

La enzima 11-galactosldasa de E. .,,,U ha sido ampliamente estudiada en 

relK'"lones de akohóllsis por Shlnoyama y col. ( J 988) quienes han enaayado una 

amplia gama de ak:oholea, desde ak:oholea 110lubles en .... a hasta alcoholes de alto 

peso molecular, alcoholes primario•, seaandarlos y terciarios, asf como alifitlco• y 

aromitlco•. Estos autores enc:ontraron diferencias en los rendimientos con los 

diferentes ac:eptores entre Ja 11-plactosldasa de E. a>li y Ja de A. aryZll,, asf "º"'° de 

otraa Mntes, Jo que permite "ondulr que el rendimiento de Ja reac:clón depende 

de la fuente de la enzima e• decir, de clertaa diferencias estruauralcs. Las 11· 

galactoa~ resuJ~n 1er eficientes con alcoholes aolubles pero lncapacea de 

utUISar como ac:eptores, ak:oholes lnllOluble• alifAtk:os.0 ·'° Crout et al. (1990). 

desnostnron la Mlectivtdacl de la 11-gala<:tosldua de E. MI por el hldroxllo primario 

sobre el secundarlo utlliaando diales como ac:eptores;" resultados slmllare• fueron 

r1'portados por Tric:one et al. ( 199 J) para propanodiol. 10 

Mauumura et al. ( 1991 ), sintetizaron n-alqull-11-D-galaaopiranósido• por 

reacción de alcohólisls de ONPG o lactosa con J ,8-oc:unodiol, i , I Q.cleQnodiol, J • 

oc:tan0l y J~J. en donde lnclufan adeinis acetona en el medio de reacción. 

Encontraron que el ONPG es un mejor donador glleosRico, comparando las 

..,.Jocidedcs de reac"lón y rendimiento obtenidos con Jactosa.27 

En otro estudio, SteVenson et al. ( J 993) emplearon 11-galactaaldasa de 

KIM~ frtVt11s y K. IMtis, concluyendo que en general las glicosldasas tienen 

espcclfkldad a aceptares pequeftos, y que CJ<iste una limitación real en la 

solubilidad de los aceptare• en ..... Sin embalgO, aa.ptorcs Insolubles en agua 

"ºmo octanol, ae pueden galactosidar con bueno• rendimientos. Encontraron 

ademb que el ttndlmlento en la sfntesls de alquil-gal~ósidos .., puede optimizar 

c:on un exceso de laaosa o del aceptar (aunque alta9 concentraciones de oustrato 

no podrían utilizarse debido a limltacioaes de M>lubUldad). Analizaron tambi4!n el 
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uso de cosolventes donde al parecer. el uso de estos incrementa los rendimientos 

de síntesis con aceptores moderadamente hklrofóbicos con baja solubilklad en 

.gua. aunque se ha visto que los cosolventes como dioxano. acetonitrilo. 

dimetilformamida y tetrahidrofurano pueden causar la inactivación de la 1'

galactosida1a. 2 " 

La enzima l'-galactosidasa de AapelJPllua oryzae se modificó qufmlcamente 

con PEG genedndose un derivado que puede sintetizar butil-galactósidos. Se 

probaron PEG's de diferentes pesos moleculares y los derivados presentaron 

diferencia• en cuanto a la est.abilidad y solubilidad en solventes orpnicos. Sin 

embargo, Beecher y col. ( 1990) mencionan que los derivados obtenJdo• 

únicamente retienen el .50% de la actividad original. Ademú, la W!locldad de 

transglicosklación catalizada por enzimas modificadas qufmicamente dil!ftlnuyó 

ligeramente por el reemplazo de hexanol por cadenas de alcohol mú .......... 

3.3.3. Slnteala de ...... -glk6ald09. 

Reaccknws de alcoh4llala. 

En la sfntesls de alquil-glicósidos con carbohidrasas en presencia de agua y 

alcohol (principalmente en alstemas bifúicos) existe una competencia entre la 

hidrólisis y la alcohólisis; ademAs, la enzima utiliza al aquil-glicósido sintetizado 

como sustrato y lo hidrollza. 17 En sistemas bifAslcos, una condición extrema podria 

ser una mezcla de alcohol y agua en la que pueden alcanzarse alt.as concentraciones 

de sustrato con baja actividad de agua, favoreciendo el equilibrio hacia la sfntesis y 

extrayendo el producto obtenido en la faR orgAnica, reduciendo asf el problema de 

hidróll•i• del alquil-glicósido. 9
.•2.1 3 

La relación alcohóllsialhidróllsis parece estar controlada por diferentes 

factores corno son el tipo de enzima''· 10 y la concentración de agua pttsent.e en el 
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sistema. •·1º·12
•
1

·• Para Ja ,.-galactosldasa de E. "'111 se encontró una clara competencia 

entre la reacción d.- alcohóllsls V8 hidrólisis, mientras que para la ,.-galactosldasa 

de A. otyZlll no se detectó reacción de hldróll•l• en prescencla de alcoholes de bajo 

peso molecular hasta butanol al 2596 (v/v). 10 

En algunos casos de reacciones de alcohóllal• se presentan probJemaa con Ja 

estabilidad de la enzima. En reaccione• en fase .acuosa con alcoholes 90JubJea, se 

encontró que para la enzima invertasa de levlodura, a medida que se incrementó la 

concentración del alc:ohol. la conversión en la reacción deaece corno consecuencia 

de la de~aturallzacl6n de la enzima. Se encontro para esta misma enzima, que 

ell.lste una dependencia entre el tamafto de la cadena alifática del alcohol y la 

establlld8d, )'8 que al incrementar el tamafto del alcohol la ~rdlda de actividad es 

mayor. 17 Por - i.do, la a-slucosldua ae Inactiva en presencia de alcoholes 

90Jublcs, mienuaa que la ,..aiJcMldua resultó ser muy elltable a estos compuestos. 10 

En otros estudios con lnW!rtasa, ae repona que la mhima concentración de 

alcohol que la enzima soporta depende de la naturaleza y forma de la enzima 

(dlulaa completaa. eiulma soluble o inmovilizada); ade,..._, aunque la enzima se 

inhibe en altas concentraciones de sustrato, el efecto inhibitorio del metano! sobre 

la enzima es me...,. severo bajo e- condlcionea. Este efecto no ae observa 

cuando la sacarosa se auatltuye pan:lalmente con otro azúcar. 17-"'En estudios 

realizados con 11-alloaldaaa y ,.-glucoskl- en sistemas bifúicos con alcoholes de 

bajo peso molecular como l·propanol. no ·se encontraron problemas de 

desnaturalización. 9·'°·1•·1• 
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R.eacdones de alcoh61i•I• en presencia de coaolventea. 

En ot.ros estudios también relacionados con las reacciones de alcohólisis. se 

ha analizado el efecto de cosolvcntes en el sistema como una alternativa para 

disminuir la actividad de agua, sin aumentar la concentración de alcohol. Dado que 

con frecuencia existen problemas de desnaturalización, se ha modificado 

qulmicamente a la 11-galactosldasa por enlace covalente con pollmeros de 

polietilenglicol, habiendo• obtenido una enzima mú estable en prescencia de 

cooolventes como el dimetllsulfóxido (DMS0).16 En sistemas org.inicos con bajo 

contenido de agua, la cantidad de sustrato (carbohidrato) disponible para la 

reacción es limitada, ya que iste es Insoluble en los alcoholes hldrofóblcos. Debido 

a esto, Beecher y col. ( 1990) propusieron un sistema con cosolventes, donde el 

DMSO favorece la solubllización del carbohidrato y del alcohol hldrofól:>lco en 

trlcloroeuano. La enzima 111-galactosldasa modificada con PEG-8000 y PEG 20 000, 

resultó ser muy soluble en solventes no polare~ corno 1 , l, 1-tricloroetano, y su 

estabilidad en presencia del co90lvente mejoró en relación a la enzima nativa. la 

principal desventaja es la pobre esuabllidad aparente de la enzima, ya que para el 

caso de la enzima modificada con PEG-2000 se observa una marcada inactivaclón. 

3.3.4. Recuperacl6n del producto. 

En una reacción qulmica o enzlmAtica, la separación def producto se facilita 

en forma considerable cuando este puede extraerse en una segunda falle, Influyendo 

adem.is en la clnitica y el equilibrio de la reacción. El hexll-fl-xllósldo sintetizado 

en la reacción de la 111-xilosidasa se extrae de la fase org.inica y su recuperación, se 

hace por medio de precipitación con acetona de la fase orgánica (hcxanol).9 Otro 

mitodo de separación, en este caso para hcxil-fl-glucósido consiste en evaporar el 

hexanol a presión reducida. 12
•
1
:. Por último. un sistema de recuperación propuesto 
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para heplil-¡t-glucóaido fue por adM>rción en carbón ac1.ivado, con la po•terior 

eluclón con propano l.• 

3.3.5. Aplk:aciones de loe alqull .... uc6sidos. 
Entre las apllcaclonea de alquil·glucóaidos que se han repoftado en la 

bibllografla de•~can: 

• Algunos alquil-glicósidoa se utilizan en enudios de bioqulmica-búica sobre 

membran .. celulares. El ottil-glucósldo es un agen~ solubilizante de protelnas 

de tnembrana.31 

Existen glk:ósidoa de terpenoides y esteroides con actividad fiaiológica, los 

cuales puede.n sintetizarse mediante reaccciones de alcohóllsis. 32 

• De9de el punto de vista industrial, existe un gran potencial para estos 

compuestos como surfactantes y ten!IOAClivos si se utilizan como aceptare• 

alcoholes hidrofóbk:os. Compuestos formados por carbohidrato• y cadenas 

hidrocarbonmdas se utWzan como biosurfactantes en la industria petrolera, en 

la industria qulmica, en bio-remedlaclón, n y en las industrias alimentar! ... 

farmace6tlca• y de cosmitlco• ... 

Los ~•teres de 6cidos grasos de sacarosa u ouo• aa:6cares se utilizan como 

emulsificantea en alimentos. Estos se sintetizan en reacciones de 

uansesterificaci6n qulmlca en dirnetilfonnmnida. lo cual, aunado a la fonnaci6n de 

subprod&aCU>S, limita su apllcaci6n. .. Una alternativa para evitar -.>• pnlble-. 

.. , como el uao de catalizadore. t6Jdcoa y la falta de selccUvidad es utilizar 

glicósidos como tenaoactlvos. 
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3.4. MICEIAS INVERTIDAS. 

La definición general de micelas se refiere a partículas compuestas de 

~gados de surfactante. Estas pueden tener dlferentes formas (esf~rica, elipsoidal, 

cllfndrica, laminar), tamaños y orientación de las moléculas de surfactante 

(normales o inversas, dependiendo de la naturaleza del medio). En soluciones 

concentradas se forman t.ambi~n estructuras mAs complejas denominadas cristal 

líquido. Las micelas se forman espontaneamente cuando un surfactante se di-lve 

en un 110lvente apropiado (medio de dispersión) a una concentración mú alta de 

un valor critico (concentración critica micelar, CMC). En aoluclón acuosa se 

forman mlcelas normales con la cabeza polar del surfactante orientada hacia el 

agua. En solventes no-polares, la estructura de las micelas es invertida: las cabezas 

polares forman la estructura de la micela invertida, en la que las colas no-polares 

estan expuestas al solvente. "5 

Las aolucionea micelares tienen la capacidad de solubUizar o diaolver 

. su~tancias inaolubles en otros medios de dispersión. Aaí, las aoluciones micelares 

acuosas permiten aolubilizar lfpidos, mientras que los sistemas de micelas 

Invertidas pueden solubUlzar agua, otros compuestos polares y sustancias solubles 

en agua, inclu)l<'ndo macromoléculas tale• como proteínas o enzimas. Las 

aoluciones micelares son pseudo-hornogifneas y ópticamente transparentes."' Las 

tknicas de anAliais comúrunente empleadas para an4.liala estructurales, centros 

activos de proteínas y rnonitoreo de reacciones se muestran en la Tabla IV. 

24 



Tabla IV.' Tftnk:a• de an611al• udllzada• en enzlmologfa ntlcelar. 

Función 
l. An4ilisia dr eatn.Jctura y centros aet.ivos: 

A. Foúoresoencia. 
a. Polarización y time-resolved fluoreKencia. 
c. Oicrolomo dn::ular. 
D. Esprcuo11COpla vlsible-\JV. 
E. ._,nancia magrM!tica nuclear (NMR). 

11. MoniWttOde reacciona: 
A. Eapectr<ncopta IR. 
B. Luminl..,.,ncia. 
c. EspecuollCOpla vlllible-\JV. 
D. HPLC. 

En general. las mk:elu ae forman espontanemente en sistemu que contenlen 

un surfactante y dos llquidos inmlscibles. Existe un gran número de eJemi>los de 

diagramas de fa..,. bien caracterizados de sistemas temarios surfacúante-agua

sol-nte orgAnlco, donde hay formación de micélas. Las micelas son estructuras 

dinAmlcas no unidas por enlaces covalentes, que Intercambian permanentemente 

mol&:ulu de surfactante y sustancias solubillzadas, directamente o a travé!s del 

solve.nte. La alta -locidad de Intercambio entre las mlcelas hace que estos 

sistemas sean considerados corno un medio continuo, pareclendose a solvente& 

anfiflllcos. 35 

El ~rmlno •micela invertida• se refiere a estructuras que ae forman en una 

región especifica del diagrama de fases para mezclas de tres componentes form"adas 

por un sol-nte orgAnlco apolar, un surfactante y agua. Sin embargo. en algunos 

casos es necesaria la pre9encia de un cosolvente.36 Los sistemas tfpicamente utados 

eatAn formados por: agua, un alcano (no~almente isooctano) y dloctil 

sulfosuccinato de sodio. un surfactante aniónico mejor conocido con"K> AOT. 

2S 



Arroool-OT ea una susta""'la de marca reglatrada por American Cyanamlde que 

contiene dioctll sulfosucclnato de sodio como .gente activo. E•te compuesto .., 

abrevia corno AOT cuando es qulmlcarnente puro. Otros alstemas que .., han 

utilizado en enzlrnologfa mlcelar 11<>n hexanoll acuat cetll bromuro de 

trimetllasnonlo (CTAB) e illOOClanol clororonnQ/' aguW' CTAB donde el auñactante 

e• catlónic:o, y ck:lohexanol-aualBrii 96 donde el aurractante ea no-lónlco.~7• 

Algunos surfactantea comunea que ronnan micelu invertidas en ookoentea apolares 

.., resumen en la Tabla V.•• En el equilibrio, eata repón elllA formada por pequeftaa 

esfera• de 20 a· 100 A de radio, IOdeadas por una capa de aurfactante orientado 

por au parte polar a la -perflcle del .,.U. . .._,.. Eate último componente ea el de 

mayor concentración en la solución y rorma el continuo en el que .., encuentran 

suspendidas las mlcelas lnven.idas. 

Dodec:il benzaato de amonio 

DDdedi popionato de 
amonio 

Sohrente 
Ciclohexano 

llenzeno 

Cicloheano 

Ciclohellano 

Benzeno 

Benzeno 

Benzeno 

20 

20 

25 

20 
20 

... 
45-66 

23 
4.9 

5 

3 

80 

19 
•n- es el nOmero de -sreaact.On pronwdlo. a decir el níamnu de maleculaa de auñactante que 
fonnan una mlcel•. 
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A. Canc:entr-=ión _ .... de .... -...--

Como me "'"'nclonó con anterioridad, ... mlcel- in~• pueden lormane 

en una sqpón especifica del di...,_ temutc> de ... 80lucio-• formad- por tn• 

componentes. En pneral, la lonnac:16n de mlcel- lnvenJda• me da en un na..., 

limitado de concentración de asua que ftecUente-nte es Inferior al 1 °"!· En estos 

lliate-. la c:anticbd de eurfactante oscila enue 1-409&, mlentns que el sohente 

o~ e• el compo-nte de ma,..,r co-ntraclón.M Los valoft• comúnmente 

encontrados en e.perlmentos n!all&ado• con mlcel- Invertid- en reacciones 

enzlm6tlcaa -n para _,...,._ acuoua concentrad- de prdtelnas de 1 a 20 mM, 

par• amoftlpador de 200 a 300. mM y para sustrato• .. 1ublea en ..

a~nte de 100 mM diaper-.a en una .,luci6n de surf..:tante en un 

-'-nte o~. Adicionalmente, loa -ratos apoa....a me pueden dbolwr en un 

.. i-nte o ..... ico. 

Ea Importante adarar que no existen modelos con loa cuales .., pueda 

pndec:lr la n!laci6n de concentracl6n en que me lo~ mlcel- Invertid- para un 

8lstema determinado, por lo que ea necesario determinar el dlaar•ma de f-•· En 

«!rmlno• &"'-ralea. es posible c:a..-rizar ... dlmen8lone• de la micela utilizando 

el .,...._ro w o• definido como: 

Wo·~wJ 
En Ffteral. al au-ntar el número de molteulas de ...,. por moWcula de 

aurfactante (W0 ). -menta el tamafto mlce_lar. 97 De -ra opuesta, al mantener 

fija la cantidad de ...., y aUntentar la concentración de .. rfactante, aumenta la 

concentración· de mice... Invertid- y diunln..,,e eu tamafto. Por lálúmo, a.. 
micelu invenJdas mantienen su tarnaflo y aumentan en concentacl6n cuando la 
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relación molar del agua y surf~ante alladidos, se mantiene constante aumentando 

de manerA profX»tcional ambos parArnetroa37• El razonaminet.o anterior es correct.o 

para sistemas en los que el aurfactante se localiza excluslvamnete en la pared de la 

mlcela. Cuando el surfactante se panlciona al solvente orgAnlco. este anAlisla no es 

vAlldo.36 

B. Carecterfatlc- flall:aqufmlcaa de loe com.....,ntea. 

La reglón del diagrama de fa.es en la que se obtienen mlcelaa lnvenldaa 

depende de 1aa·caractedatlcaa fl•la>qufmlcaa de los componente• del sistema. De 

ena manera. los valorea mfnfrno y mAxlrno de W 0 a los cuales se f"onnan mlcelaa 

Invertidas, as( como las caracteriatlcas de las mismas (número de agregación. 

propiedades del agua lntramk:elar y eatabllidad a diferentes temperatu~, por 

ejemplo) dependen de las propiedades especlflcas del solvente orgAnk:o y del 

suñactante. Las zonas en donde se f"orman las mlcelas Invertidas dependen de 

Interacciones determinadas por la estructura molecular de los componentes de la 

solución, asl como por las interaccione• no covalente• (puentes de hidrógeno, 

Interacciones dipolo-dipolo, dipol<Miipolo Inducido e interacciones de dispenlón) 

entre los diferentes componentes del sistema."' 

C. Natur.Jeza del -a..ente -..ruco. 
Las propiedades del 90lvente org6nico. determinan el tipo de micela que se 

forma. Esto se debe a que la disposición espacial de los grupos qufmlco• del 

solvente determina las Interacciones solvofóbicas dominantes en la interfase 

f"ormada por el solvente orgAnlco y el extremo apolar del surfacunte. En general, al 

aumentar la polaridad del solvente, aumenta el número de agregación del 

surfactante (número de moliculas de surfactante que forman una micela). Aal 
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ml•mo. el grado de hidrat9Ción del surfactante -menta aJ aumentar la polaridad 

del medio ... 

D. Nat .... aleza del .....t'actante. 

Ouo componente que inftuye en las ca-rfRk:u de las mlcelu lnvenidu. 

e• el .. rf'actante. Eatu mo~ anftllllcaa separan loa comportamientos _..... y 

O"Súlco del alatema. Ea por esto que la eatftlCtura y propiedades qulmlcaa de ~•tu 

lftDWcldas. modulan y determinan el equilibro entre ambas ruea. Tanta lu 

idenUdadft .........._ de ... reslonea polar y no-polar de la mollcula, .. como 

IU lnte....:clonea apeclftcaá de e- do• reck>nea con el ...,a ·y el 90hente 

· O"Súlco determinan el pallo de hJdrat9Cl6n del .. rfac:tante, la aolublllclM del 

sud9Ctantc en el medio orpnlco y el mm.ro de •regad6n. Ouo rac:tor 

imponantc, ea el denominado • ......_ Hldrofóbico-Hldrom1co• (Hl.B), que esta 

definido como la rel9Cl6n entre las polaridades relativas de los do• extremo• de la 

moWcula.'"" 

En algunos caaos, la ronnacl6n de micelas invertidas requiere de la pre..,ncia 

de un CI080lventc -generalmente un alcohol de cadena .... a CH,·(CH2)n-CH20H 

(donde ns .S).· que altera la polaridad de la pared de la micela e interfiere en d 

empaquetamiento de las pon:lonea apolares del surfactantc. 

E.El ...... 

Generalmente la cavidad Interior de la micela e•~ fi:>nnada por moWculaa de 

agua. Lu propiedades ele este componente dependen fuertemente del tamafto de Ja 

miccla. De esta manera, las mlcclas pcqucftas ( en general, a w. s JO para el 

sistemas con AOT como surfactame) contienen agua fucrtémente unida al 

-rr9Ctal\te. Debido a esto, ... CU9Ceristic:as flsico-qulmicas difieren de lu 

caractcrlsticas del agua en solución. A medida que el tamafto de Ja micela auftlCnta, 
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las propiedades del agua en la cavidad interior tienden asinLóticarnente a los 

valorea obtenidos en soluciones acuosa..41 El aumento en el t.amafto micelai.r como 

función del W •• así como las propiedades del agua al varia.- las condiciones del 

sistema, dependen en gran medida de las interacciones agua/suñactante. asi como 

de la distribución de estos dos componentes en el seno del sistema. "" 

3.4.3. Mftodoa de eolubUlzacl6n. 

En la pr6ctlca. la ... 1ubUización de enzimas en sis~mas de mlcelas Invertidas 

puede hacerse por tres diferentes vias: inyección, adición de la enzima seca y 

transferencia de la enzima desde la fase acuosa hacia la faae ora6nlca con 

auñactantc. Los mftodos de Inyección y adición 90n búicamentc usadoa en 

aplicacione• blocataUUcas, y el mftodo de transferencia es adecuado P.ra la 

extracción lfquldo-liquldo usando como base pmtefnas hklroffilca• (Figura 3).4 ' 

3.4.4. EatllbUw..t ._ ~en mlcelaa lnvertldaa 

Es bien conocido que las enzimas son usualmente mh establea en 

codiclones con baja concentración de agua ya que se .-educe la inactlvación al 

aumentar la rigidez del medio. Se han realizado estudios para conocer la 

estabilidad de las enzimas en sistemas micelares. La estabilidad de la quimotripslna 

en un sistema de mlcelas invenldas AOT/lsoctano depende de W 0 : a valores de W. 

pequeAos la enzima muesua una gran estabilidad (y actividad) comparada con la 

que se observa en solución acuosa. En el mismo sentido, la papaína tiene un 

t.ic:mpo de vida media superior R!emplazando el medio acuoso por un sist.ema 

micelar AOT/isoctano (W.,= 21 ). a pesar de que la actividad enzimática 

disminu>'"'· Manlnek et al. ( 1981 ), han estudiado la estabilidad de varias enzimas 

en d~ferent.es siat.emas micelares.40 Sin embargo. es necesario llevar acabo un mayor 
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número de euudios para descifrar los mecanistnos ll'C!llf'Onsablea de la protección de 

que 1<>n objeto las enzimas encas-al8daa en mlcelaa ln.,.,rtldas. En la Tabla VI se 

presentan datos de la estabilidad enzlm6tk:a en alnemaa de mlcelu Invertida. •• 

·-y~ 
.......... ,._. .. 

3.PrazS>•tmn~--.c&a. 

1~~r .... .. ., .......... 

Ffsura 3 . .utodaa ele ealulllllaacldn de _...... en ala- ele ...._._ 
bnrenldaa. 
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Tahla VI. EatabUklad enzlm4itlca en alatem- de mlcelaa Invertida•. 

Enzima 

Til'OSlnasa 

Papal na 

Alcohol deahid..,.., ..... de 
hlpdo de caballo. 

... 
Sistema micclar 
AOTCoooctano 

2.75 minl 
2.50min 

24dl•• 

14 dfa•" 

11- plaaoaidaM de E. - 20 h (W.- 37) 
20h (W.- 21) 
<I h(W,- 9) 

lCf A&'hexanofcloroformo. i AOT/ddohexMK>. 

3.4.,5. C~tica -1nUkka en mlcelaa ..._...._. 

2.75 min 

IOdraa 

IOdlaa 

20 h 

T("C) 

20 

25 

25 

Loa criterio• mú f~ntemente empleados para claalftcar loa modelos 

ciinftico• de enzima• en micelu inwertidaa ae baaan en la natunleaa dlnAmica de 

estos sistemas, en particular a lo que ae refiere a la imjioortancla de la difusión en la 

reacción. De esta f'orma, se reportan modelos difuaionalea y no-difullionalea ae&<tn 

se resume en la T.a.Ja VII." 

Modelo puramente difldlonal. 

DentlO de la categorfa de modelos difu•ionalea, - encuentran el ~ 

puramente difualonal que no ea un naodelo cint!tico en el aentidó propio. Este 

modelo considera que lu mlcelas invenidas eatan e:a:enua de difusión 

lntermicelar, por lo que la difusión intramicelar de Jos auatratoa al patteer 

determina la clnl!tlca de la enzima en micelaa inveniclas. En ene inodelo, la mJcela 

inwenicla y la enzima se consideran como esferas rfgidu y el sustrato se conaiclera 
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colllO un objeto de gec;>met.rfa conocida. por lo que sus respcct.ivos coeficientes de 

difusión pueden calcularse. La reacción se lleva a cabo en la superficie de la enzima, 

la cual ocupa una posición central en t..mlcela invertida, solamente después de que 

cierto• evento• difualonalc• ocurren: una micela invertida que contiene enzima y 

otra que contiene al suat.rato se fusionan. sus contenidos se nteZ<:lan y la enzima 

tiene acceso al sustrato. La velocidad de reacción depende de las constantes de 

velocidad de los pasos de difusión intramicclar. 

Modelo de aproximación intramicclar . 

. Dentro del grupo de modelos difuslonales, podemos incluir dos modelos 

m6s: el modelo propuesto por el grupo alcmAn de Verhacrt, Hilhorts y Vceger y d 

propuesto por Oldficld. "'La importancia de la difusión en esto• modelo• se '!'uestra 

principalmente por la definición especial que se hace de la concentración de 

sustrato, por su relevancia en la velocidad de reacción. Los do~ modelos consideran 

que las molkulu de sustrato confinadas en el medio acuoso ettan distribuidas 

aleatoriamente entre el •poo1• de agua de acuerdo a una distribución de Poisson. 

La difusión lenta del sustrato en el •poo1• de agua, significa que una enzima 

atrapada en una micela invertida experimenta la concentración de sustrato en el 

•poo1• de agua y uf la concentración experimentada por la enzima es el promedio 

de la concentración de sustrato en estos •poots• de agua. Los· ·pO.:.r de agua 

pueden contener una o rnú mollculas de sustrato. De acuerdo a ambos modelos, 

los •poots• de agua vaclos no contribuyen a la concentración de sustrató que la 

enzima experimenta. El modelo de Oldfleld restringe el número múimo de 

ocupación a 1, por lo que los •pools" de agua contienen una o ninguna molofcula de 

sustrato por rniccla invertida. La Figura 4 ilustra las diferente• manera mediante 

.lu que puede definirse la concentración de sustrato.37 
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T.W. VD. a.M!caci6p de b aiodebcWtkoacn llkU iawltila.11 

t.btelo <htmciolln 

• DiMimill 
1. l'uramrnlr difllsioNI t Hay difusión inttmlimar de la lllittbs y diliisi6n intnllkdar de los 

SU!llllOS. 

1. AproxilNdón imnlllkdar 
No. de ot\ll*ÍÓn1= 1 • la velocidad de ilWWllbio atJt la micdas linlita d táno de 

Ralllbio. 
No.de~= n t Como arriba . 

• No4ñaiaNI 
1. Polidisptrso 

l. Aproximxi6n pscu&!fásica 
Al sustrato 

Ala enzima 

t Hay dispmi6n de las llilrlas, Coaistal lllkrlas pcqurllll. gnndes y 
óptimu. 

t Distribución de IOlutos de acumlo a los codicientts dt plltici6n 
tllltt la pseudo(• mictlar y la r. Olgjnica continia: 
Las mierlas inYatidas atan rom.tas por: 
l. Una pcudofast: lllialar 
2. Dos pltlldoí:11t1: iNafur ylCUOll. 
3. Tin (lltlldof:11t1: iNafur, agua tNazada y agua h. 
4. Tin pstudofan: intafut, agua tNazada y agua libir. 

2. Distribución del potencial t Iones induymdo d sustnto, ron distribucióll cn d interior dd "pool" 
clictrico. acuoso dt acumto al poccncial clécuico &'ntndo por la carga de la 

cajlll dd swfactantt. 

1NÚll\ml dt mollcula dt llllUllo qut lr<llCll<l\Ulll md "pool' dt aguadt 1111 lliidt imtttldl. 
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Modeloa no-cllfualonalea."' 

Los modelos no-difusionales consideran que el nu¡o de sustrato a la enzima 

rn mlcelas invenidas no esta limitado por la transferencia de masa, porque la 

reacción enzillYtk:a ea lenta comparada con el lnten:amblo de sustrato entre loa 

•poo1s• de agua. Usando lo anterior como punto de partida, ae han propuesto 

diferente• modelos para -plk:ar loa fen6-nos observados_ en mlcelas lnwertidu. 

tales como superactlvldad y perfiles en forma de campana. 

Modelo polldlapeno. 

Este modelo • desanoll6 por el pupo de Martinek. Se ha obanrado en 

eaudloa clnftk:oa que loll perfile• de '-'• va w. re-ltan en una <:ampllftlL Este 

pupo considera la ..,11ble eJlbtencla de diferentes poblaciones de mlcelas -n una 

dlspenión eatadfatlca de tamaftoa. _,... P8Fa la clMllca de la eru:i-. -..iamente 

trea formaa son relevantes: peqlWAM. óptimu y pandea. La 6cM de la enzima en 

mlcelas óptimas ea alto. mlenuaa que en mlcelas subóptlmaa (pequeftaa y grandes) 

es mucho mü baja o nula. 

Modelo de aptmdmac:lón pseudofúlca. 

Eat.e modelo fue propuesto ..,r el grupo de Bru y coll8idera tanta a la 

enzima como al auatrato. La aptmdmaclón paeudof6ak:a puede u- cuando la 

velocidad de reacción ea mucho mú baja que la escala de tiempo para el 

lnten:amblo entre aolublllzadoa. En tales condiciones. todas las r_. dispersadas 

pueden considerarse corno un medio paudo-contfnuo en equilibrio. Aaf el 

volú-n que juega un papel Importante en la concentración de aolutoa es el 

volú-n total de la paeudofaae en la cual reside el aoluto. 

La aproximación .-udof6slca ae ua6 por primera vez por Levuhov y col . 

.,.ra descrl~lr la clMtica d"' enzima• "'n mlcelaa in'lll!rtldas. Ellos consideraron .,1 
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caso aimple de la paeudo(aae rnicelar en . una (a!le continua de .cite, y 

establecieron un coeficiente de pardción del austrato entre ambos. La idea de la 

distribución de la enzima enue la pmeudofue micelar ae lntroduto .,.ra explicar 

fenómeno• como la curva en forma de cam.,.na y auperactlvldad. En la Ftcura S(a) 

ae muestra la distribución del sustrato y enzima con . tu coneapondlentes 

constantes de equlllbrio, mientra que en la Ftcura S(b) ae m-ra la p>alble 

locall&aci6n de la enzima y el auatrato de .acuerdo al eaquema peeuclofúlco. 

Modelo de distribución del potencial eWctrico. 

El potencial eWctrico ae ortstna por la caraa en la auperfk:ie de tu cabeaas 

de .. rr--te. El modelo c:onaldera las dimensione• de la enzima pua eat1- la 

dlahlncla desde la periferia micelar ha8ta la superficie de la enzima y por ende au 

contribución a la diatribuclón de potencial e~o. aaumlendo una locallaac16n 

central de la pn>tefna. 

Para concluir, es impon.ante considerar el punto de vbta empleado para 

explicar. el componamlento clnltlco de enzimas en micelu invenidaa y au 

comparación con rnpecto al comportamiento en ..,._ AJcunoa modelos 

diafualonales o no. consideran que el centro de actividad catalltica no cambia por 

el atrapiuniento en micelaa lnvenldas, y que Ju diferencias obaervadaa pueden 

explicane tomando en cuenta la dlfulllon del suatrato hacia la enzima (modelo 

puranMnte dlru.ional), d intercambio de loa austratoa entre el •poo1• de ..

(modelo de aproximación intramicelar) o la d1Rrlbuci6n del au•trato dentro del 

•poor de .... (modelo de diRribuci6n de potencial e~). Por otro t.do, 

ataunoa modelos no-dlfualonalea, principalmente el modelo polldiapeno y d 

modelo de aproximación peeudof'9lca, asumen que el centro de activiohd catalltica 

expresado por la enzima ae afecta por loa pn>ce8DS difuaionalea, y que laa 



diferencias en relación con el componamlento en agua pueden debcroe a cambios 

en la confol'lftlleión de la protefna. 

(b) <S.,.>~ 

/7~/ 
(e) 

F ...... a 4. Dlferentea maner- ele aipces..- la cancentrad6ft de ........ .., en 
m..,.,._ In-Id-. (a) ~- ....,.., (11) c...cen..- - ...... de .... , (e) 
-..-1111r-.(d)c-env-.1111r-r.,.-

3.4.6. lle~ en mkdam ln....nld- ~.....,._Id ... cleE. #11. 

Huta ahora 90lo se ha encontl'lldo un trabajo en el que la jl-galactosidasa se 

80lubllize en mlcelas ln-nldas manteniendo su actividad. Shiomorl et al. ( 1994) 
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(•) 

(b) 

F._.a S. (a) Dl9ulbucl6n de la_.... y-·- enue la pmeucloE- ..._._. 
y la ,_ ._. -*lftua; (b) locellsacMft paelble de la enzima en mkel.a ..._..__ 
estudiaron la ac:tivklad de hldr6llala de ONPG y la eatabllldad de la ~aidaaa 

de E. ooll en mieelaa iawcnlclu compue- por A<7r/l900Ctano. E.ate arupo 

encontró que d el'ec:to de W. aob1e la actlvklad inicial de la enzima ea dife1en1e de 

la tfplca curva en fonna de eampana de9crlta para enzima mono~ricaa como la 

11.,_a y la a-qubnotrlpaina en mlcelm hwertidu. La ..:tivldad lnk:lal de la enzima 

p1eaenu do• picos a W 0 - 10 y a 45, e- último valor al parecer ae debe al 

tamafto de la .... alactoaldaaa. En cuanto a la catabllldad de la ~actOaidaaa. catos 

autores enconuuon que dependfa de la relacl6n -...'-rfactantc. Laa enzima• 

90lublliz.daa a bajos W. fuemn ._..,le• y ae deanaturaliaaron en mtcelu 

in'llertidU, mientra• que aolubllizmdaa a w. - 21 y 37 fuemn muy establea, con el 

miamo comportamiento que en tnedio -·ª 

1 
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4. MATEIUALES Y METODOS. 

i.. enzima jl-gal.cto•ldaaa de E. 0/111 EC. 3.2.1.23 de Sisma Grado VIII se 

diluyó en amonlguador de foalato de aodlo 0.1 M pH 7.0 para obtener una 

concentración flnlll de 0.9S me- de enzilnWmL y se almac:enó a 4"C. Para su uao 

poaterlor se diluyó con cloruro de magneño M&Oa 0.03 M y amortlpador de 
ro.rato de aodio 0.1 M pH 7 .O, por lo que la conc:entra:lón flnal fue de hnM de 

MgCI,. Todoa los reacdvo• que ae utilizaron fueron de Slpna. 

Laa rnicelu lnvertldu ae prepararon agregando bromuro de 

hexadecllulmetll· amonio (CTAB) a la raae orgAnlca (formada por butanol y 

octano), se agitó en vonex hasta obtener una emulsión. Po•terlormente se aftadl6 

el auatrato (aoluci6n de 1.actosa u ONPG) a la concentradón deseada en 

amonlguador de ro.rato de aodlo 0.1 M pH 7.0 y se agitó en vortcx durante 20 

segundos ha.._. obtener una solución transparente. 

.... diferente• compoalclonea de las ooluclone• de micelaa lnvertidaa as( 

como los \IOlúonenes de reacción empleados durante cate trabajo se especifican en 

el texto en el capitulo de reaultado•. 
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4.2. Dftermln8d6n de la ..:tlvld_. de la ,...._,t_ld ... en dlfaenteS ···--· 
4.2. l. An61l•l• cualltatho ...... cacwa .. ,,.. .... en placa n-. 

Se amlnnOn pi- de •die• (HP· K Hl&h Performance Slllca Gel), tamaf\o · 

10 x 10 cm; gnaeso de la placa: 200 ""' (Whaunan) con una aoluc:l6n de 

dietanolamlna 0.1 M con 10 mM de 6cido ..:ético dl-lto en acetonitrllo. La fase 

m6vll fue acctonltrllo:· -cua en una rclaclón 80:20 y el leW!lador fue a-~. 

Para revelar las placas se calentaron • 1 OO"C durante 5 mln aproximadamente y la 

· concenuaclón de la an-sua fue de 2-S lft9'mL. 

4.2.2. Al:thlded - ,_ --·· 

Actividad utlllsando aact- - •-trato. 

La determlnad6n de la actlvldad de la enzlana p~actosldau de E. ''''" se 

llev6 a cabo en un volumen de aeKCi6n ele 0.75 mL y una concentracl6n ele 25 mM 

de lacto.., la cual se lncub6 a 37"C durante 3 mln; J!Ofterlormente se aftadl6 la 

enzima para tener una concentración ftnal de 0.9S mg enzlmalmL. Se tomó una 

. m-stra de 200 .... a diferentes tiempos y se lnactlvó mediante ebullci6n durante 

10 mln. Liia an-•tru se cuantlflcaaon por HPLC. 

Los an6Jlsl• de los productos de lu reacciones tanto en fase acuo .. como en 

mlcclas Invertidas utilizando lactosa como -trato, se llevaron a cabo en un 

cromatógTafo Waters-MWlporc con detector de Indice de refracción Waten 410. 

Se utWzó una columna de sOie• aminada (..wlisla de caabohidratos) Novaplllc. 

4mm (4.6 x 2$0 man). Waten-Milllporc. El eluycnte fue una mezcla de 

acctonltrllo-agua 7S:2S a un Rujo ele 1.4 mLlmln. 



La cuantificación de los productos se hizó evaluando la glucosa producida o 

por la lactosa consumida, ya que en estas eondiclones de análisis no fue posible 

obtener una buena resolución de lo• productos restantes. 

ktlwlclad utUlzando ONPG .,._ auatrato. 

Fundamento. 

Debido a .que la ,a-aalactomklua hklroUza al crornópno ONPG, 4!ate 11e 

puede usar como sustrato de prueba en el ensayo de la ~. El nM!todo deacrito 

es el elaborado por Lederberg, modlllcado Upnuriente por ~ y adaptado en 

este trabajo para alstemas ac:uo- y de mk:elu lnwortida8. 

El gllcósido (ONPG) a pH 7.0 y en amoniguador de fosfato de sodio 0.1 M 

pH 7.0 da lu.ar a 80luclonea lncoloru. Al 11er hklrollzeda una moltcula de _ONPC, 

11e obtiene una de •alacto.. y una de <>-nlUofenol (ONP); pero en mlcelu 

lnvenldu 11e obtienen como productos butll-galactósldo y o-nltrofenol (ONP). 

En solución alcalina, el ONP es objeto de cambios taUtontericos, que 

originan una coloración amarilla, que puede ser cuantificada colorimc!trlcamente y 

cuyo cambio con el tiempo puede relacionarse con la actividad enzilNtlca. La 

absorbancla múima del ONP 11e obtiene a 420 nm. 

Procedimiento .. 

l. Se mezcla 1.73 mL de amofti&uador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0, 66 11L 

cloruro de magnesio 0.03 M, 66 µL de solución de enzima y 66 flL de fl· 

mercapt-tanol 3.36 M 

2. Se incuba la solución anterior a 37"C durante 3 mln. 

3. Se agrega 66 1&L de solución de 68 mM de ONPCi en amoniguador de fosfato 

de sodio 0.1 M pH 7.0 y se agitó en vonex. 
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4. En un c:spec:uofotómetro DU-600 Bec:Junan me leen las absorbanclaa a 420 nm 

cada IS toeg durante: S mln obtc:nW!ndoec la pendlc:ntc: (m) en la zona de 

velocidad Inicial. 

La actividad la 11....--idua de E. "11 en 8Dludón acuosa con ONPG. (kl). 11e 

calc:ul6 mediante: la •Jculentc: fórmula: 

donde: 

Act -(~)•o. - ' ONP • Unldalle9 L•- ..__onlft .._ 

m: Pendiente: de la recta. 
._, c:oeftélentc: de cxt1nc:ión ~lar del ONP. 
L: lo.ud de la celda. · 
D: Dilución de la muestra 

. . 

o-Y"Vcr.~ 

calculo deJ cocflc:lentc: de eJ<tlnc:lón molar del ONP <•-1:. 
Se realizó una c:u1Va patrón variando la concentración de ONP de O - 0.2 

mmoVmL y., leyó la ab8Dlbanc:la a 420 nm. La pendiente: de la grAf"H:a. e• decir el 

"-~de J.8469 mM·'•c:m·•. 

i.-- --tratO. 
Laa mk:elaa invertidaa se prepararón alpiendo el m4!todo general. de 

acuerdo con lo ante• delláito (Tabla VIII). Loa tubos se incubaron a 37"C durante: 

3 mln. para Iniciar la reacción me a6adJ6 la enzima 11-piaaos~ en 

amortiguador de fosfato de sodio O.J M pH 7.0 y se agitó en vonex huta que 11e 



obtuvo una 11<>lución transpan!nte. Inmediatamente despuo!s se tomó una muestra 

de 2001&L. Para hu•ctivar la enzima se colocó la muestra en ebullición durante 10 

mln. Posteriormente se tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo y se 

analizaron los productos de reacción por HPLC. 

Tabla VIII. Compoalcl6n de la -..:la de ~ .,_.. mlc:d.a lnvertJd
usando 1-can.a auatrato. 

n-butanol 
n-oaano -..-de íoofato dr oodioO.i M pH 7.0 
mM lactou (p>boli) 
mM lactou (fa.e acuou) 
w. 
MCl"AB 

El val- dr - fue dr 1.76 mL. 

ONPG eaano auatrato. 

Blanco de reacción: 

SS96p'p 
22"" p'p 
23'6p'p 

10 
50 
20 

0.547 

Se pttparó la mezcla de reacción aepn el m.!todo general para preparar las 

mlcelu Invertidas de acuerdo a las composiciones que .., indican en la Tabla IX. 

pero en lugar de aftadlr la enzima 111-galactoaldua se aAade unlcamente 

amonlguador de fosfato de llOdlo 0.1 M pH 7.0 en la proporción correspondiente. 

Tabla IX. C-paalclón de la me-.da de~ de mlcel- lnvertlclaa uaando 
ONPG cmn0 auatrato. 

n-butanol 
n~ano 

to 

amonl~dr foúato de 9Ddio0.I M pH 7.0 
m•enzlmalmL 
mM ONPG (&iobal) 
mM ONPG (fue acuoM) 
WQ 
MCTAB 

El vol..,... dr _.6n rur de 1.76 mL. 

S5'6p'p 
22~p 
23 'l6p'p 

4.76 
10 
so 
20 

0.547 
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Procedimiento: 

Se pttpald la mezcla de ttaccl6n .pn el IN!todo general para pseparar las 

mlcelaa invertidas con las cantidades que se indican en la Tabla IX aln U\adlr la 

enzima. Se incubó la aoludón anterior a 3 7"C durante 3 min. Para Iniciar la 

reac:c:l6n ae aAadló la enzima 11-aat-klau y se aalt6 en vórtex hasta obtener de 

nuevo una aolud6n tranapattnte (aprodanadamente durante 10 oea>· Se midieron 

lu abM>rbanclaa reatando el blaaco en el eapectrof'otómetro DU-600 Bec:l<man cada 

l S oea durante S mln. 

La acüYldad de la 11-plac:toaldaaa en mk:elaa lnvertlclaa ae calc:ul6 mediante: 

Act - 2!!...• 1000 -~ eao L-lllln 

4.3. Dlae&a __..._...en el dlap- de,_ butanolfoctanCll/lact-

Para encontrar las composlclone• de n-butanolfn-oc:tanollac:toaa en 

amoftiauador de ro.rato de aodlo 0.1 M pH 7.0 en donde se forman mic:elaa 

irn'ertldaa. ae pri>baron dlfettntea pmpo1elonea de loa tres componentes, 

manteniendo conaante la concentración de lactosa en la fase acuo.. (29 mM 

lactosa) y la relacl6n ...... aurfac:tante (W0 •20). En las zonas en donde se cnconuó 

formación de mlce.... ... seleccionó una resl6n para llevar a cabo un diaefto 

experu-ntal. Este diaefto tiene como objethlo analizar las diferentes resaonca para 

ubicar aquellas donde se encuentra la ma)'Or actividad enzl,...tlca. 

La ttglón que se aelcccion6 fue S.5• But.anol .S9, 5• Octano •39 y 6s 

Amortiguador •40 ('lflp'p). Se utilizó un dlaefto experimental para un sistema de 

ttt• paeudo<omponentes que se ajunó a un modelo cuadr~lco canónico ireducldo 

de polinomio de grado 3.ª El nAmero total de obeervaclonea fue 16.; la matriz ele 



experiencias que contiene los puntos de prueba se presenta en la Tabla X. Este 

modelo comprende 7 coeficientes: 

w¡ • t1IX1 + lbX2 + lblb + t112XIX2 + f113Xllb + ft231X2X3 + t1123XIX2X3 

l!euad6n 3 

donde, X,: •moniguador. X,: ~no y X,: buunol. En eate c:..o. I• m•triz de 

transformación para el aiste,.... de tres p.eude><omponentes f'ue i. siguiente: 

XI • 0.4Z 1 + 0.06Z2 + 0.06Zs 
X2 • O.OSZI + 0.39Z2 + O.OSZs 
X3 • O.SSZI + 0.55Z2 + 0.89Zs 

donde Z 1(0.40. O.OS. O.SS); Z,.(0.06, 0.39, O.SS) y Z,,(0.06. O.OS. 0.89) que 

eoneaponden • puntos en el dÜlp•m• de f•ae• que ~n uMc:.dos en i. restón 

aelecclon.dao y que ~definidos como: .... n1gu..tor~Buunol (96p'p). 

En los puntos experimentales se determinó i. 'llelockbod inicial como 

parAll\C!lro de repuesta. Las mk:elu inveftldu se pre~raron __.:in el ~todo 

general, de •cuerdo a ... eompoalclones deoe.das. El sustr•to que ae utilizó fue 

lactosa. P•r• inlci•r i. reacción se -"-'lió d volumen necesario de enzim. ..-r• 
obte-r al final u- concentración en la fase acuosa de 24 mg enzimalmL. La 

Yelocidad Inicial se cu•ntificó durante los primeros IS minutos. Para detener i. 

re.a:ión, lu muestru se lnactiv•ron a ebullición por 10 mln. Los productos de 

re.a:lón se cuantificaron por HPLC. 
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Tabla X. Matriz de ~ del dlM6o ~tal pm"a _tr.., 
np- de lft6xlma -U.Wad en el . .a..-mkdar. 

No X X. X. 

1 1 o o 
2 o 1 o 
3 o o 1 .. o.s o.s o 
s o.s o o.s 
6 o o.s o.s 
7 0.33 0.33 0.33 ... o.s 0.2S 0.2S 
IS o.2s o.s o.2s 
16 o.2s 0.2S o.s 
17 0.25 0.75 o •• 0.7!i 0.25 o 
19 o.2s o 0.7S 
20 0.75 o o.2s 
21 o 0.2S 0.7S 
22 o 0.75 0.2S 

El analiala de lo9 elatos 11e re.alzó mediante el programa esUldl•tlco L.P.R.A.I· 

NEMllOD-Aix·Manellle-SUIUlEPC-V8710 para obtener los coeficiente• de cada 

uno de lo9 padlneuoe, uf como las curvu de llOICSpuesta. 

Mad ·-1en- ele la ....... apdlnlzada. Para pMdec:lr con mayor -Utud la velocicbd lnici.l en la región en donde 

11e encontró mayor actividad, lle ajustó un modelo para una región mú especifica 

que comprendla la siguiente zona 55• Butanol •72, 13.S• Octano •30.5 y 14.5• 

Amortiguador •31.5 (9fip'p). Se pn>ecdJ6 a un ajuste similar al anterior ... EI 

. número total de obllervacione• rue 11.; la matriz de experiencias con los punto• de 

prueba se pre11enta en la Tabla XI. Este modelo comprende 6 coeficiente•: 

wt • ISIX• + llDX2 + llbX:t + llS•2XIX2 + llSl:tXIX:I + 11SnX2X3 

Ecuad6n 4 

·---------·-------· 



donde, X,: amoniguador, X2 : octano y X,: butano!. En este: caso, la matriz de 

tran•formación para el sistemas de: tres poc:udo-componc:ntc:s fue la slgulc:ntc:: 

XI· 0.3ISZ1+0.14SZ2+0.14SZ31 
Xz • 0.13SZI + .30SZ2 + 0.13S~ 
~ - O.SSZI. o.ssz2 + 0.72Z31 

donde Z,(0.315, 0.13S, O.SS); Z,.(0.14S. 0.30.5, O.SS) y Z,(0.14S. 0.135, 0.72) lo9 

cuale• cone8ponden a puntos en el diagrama de: faoc:s 'HJamonlpador-'16octano

'MlbutanOI (p'p) de la resión de múlma actlvkbd. encontrada. 

Tabla XI. Maula de eapedenc._ pma w rea'6n eepedllca del ... _ 
.....,.,._ .... .......,~ ... .....,,d6n, ... la que - wu6 la - alta 
M:tlvlded enabn6tlca. · 

No X lllL lL. 

l 1 o o 
2 o 1 o 
3 o o 1 
4 o.s 0 . .5 o 
.5 0 . .5 o 0 . .5 
6 o 0 . .5 0 . .5 
7 0.147 0.206 0.647 
a o ·D • .5 l.S 
9 l.S ·O.S o 
JO o.s -o.s 1 
11 1 ·0.S o.s 

En los puntos experimentales ee determinó la ,,.,locldad Inicial como 

pañmeuo de repuesta. Lu mlcelas lnvenidas oc: prepararon y cuantificaron como 

se de11eribió c:n el punto anterior. El an.Uisla e•tadlstico se realizó como c:n el 

experimento anterior. 
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4.4. 1. Ela:to del U...- de la mk:ela. 

Se prepararon micelu invertidu con diferente• relacione• molare• de 

amoniguador de fosfato de aodlo 0.1 M pH 7.0 y aurfactante (CTAB). Eat.a 

relación (Wo) ae varió entre 5 y 200. 

Las mlcelu se prepanuon siguiendo el método descrito, de acuerdo a las 

proporciones reporta.tu. en la Tabla XII, para obtener lu composiciones deaeadaa. 

Para determinar la actlvidMI en mk:elu con e .. compoalclón, ae pnx:edi6 como 

ya ae deacribló, empte.ndo una concentración final de enzima en la f- acuoaa de 

24 me enzlnulfmL. Se analizaron laa mueatraa por HPLC, detennlnandoae la 

'Velocidad lnldal pan cada W o• 

Tabla XII. Compaeld6n Walca ele 1- mk:elaa ln-nldaa pM'a diferentes 
.,.ao.ea ele W o• 

n-butanOI 
n-octano 

to 

amon...,..or de foúato de aodloO. I M pH 7 .O 
mMi..,..,.~) 
mM lactoaa fue~ 

62 "'°P'P 
.26 "'P'P 
12 '16pfp 

7.3 
73 

. El vol6men de reaccl6n fue de 1.76 mL La concentncl6n de crAB oe varl6 de acuado al w. --· 4.4.2. Electo en la rc.ma ele pseparacMlft. 

Se elaboraron micelaa lnvenldaa cambiando el orden en que ae adicionaban 

la enzima o el s1111trato (en este caao lactosa). La forma tradicional conaiate en 

agregar la enzima al final: ~ate método ae denominó •1act0aa+enz1ma•. La reacción 

por tanto se inicia mediante la adición de la enzima y ae evalua aegíin ae deacribl6 

con anterioridad. 



Las micelaa invertidas que se prepararon dejando la adición de la solución de 

lactosa al final. m~todo .. rnzima+Jactosa" se formaron de la siguiente forma: se 

aareaó el CTAB a la fase orgánica (formada por butano! y octano} y se agitó en 

vortex hasta obtener una emulsión. Posteriormente se ai\adió la enzima de acuerdo 

a la concenuaclón deseada. y .., agitó en vanea durante 20 segundos huta obtener 

una 90Jución transparente. Para iniciar la reacción se agregó la 90Juclón de lactosa 

•ltando en ..... nex. Posteriormente .., evalu6 la reacción como ya describió. La 

composición de laa micelas invertida• f...; la misma que la descrita en la Tabla VIII. 

4.4.3. Eleo:to de Ja -acl45n de -sana. 

Se prepararon mlcelas con la composición básica, es decir 5596 butano!, 

2296 octan<> y 2396 lactosa en M>ludón {'Wlp'p) y el W 0 fue de 20 en un YDlúnwn de 

reacción de 1.76 mL. La concentración global de CTAB fue de 0.547 M .. En este 

caso la concenuaclón de ONPG (global) fue de 1 mM, mientras qu., la 

concentración e~ fase acuoaa fue de 5 mM. Se emplearon lu siguientes 

concentraciones de enzima en la fase acuosa: 0.9S - 4.8, 9.S, 14.3, 19.0, 23.8 y 47.6 

m. /mL. y se determinó la YClocidad inicial para cada concentración usando como 

sustrato ONPG. 

4.4.4. Electo de la temperauara. 

Se probó un ranao de temperatura de 25 a 85 "C y MO determinó la 

-locidad inicial en mlcelas invertidas usando ONPG como sustrato. La mlcela 

blanco se preparó únicamente con agua MQ filtrada en un YOlurnen de 0.88 mL 

con la misma composición de las mierlas invertidas de reacción (Tabla IX). 



4.5. Eatudi- clnéticoe en dileren- •i•tena- r-• •• .......... de butU· 
salact6aido. 

4.S. I. Estudio ~ M>IMe el ef'ecto de la ~.._..,.,..tración de lactoaa. 

Siatema de mkea- lnwertkt-. 

La c:ompo•idón de iu mema. de reacción emple8du pua determinar lu 

c:onmtante• ciMticu, me obtuvieron variando la concentración de lactosa (global) 

entre O.S y 15 mM. La compo•ición de la miceiu invenidu fue de 5596 butano!, 

2296 octano y 2396 lactoaa en moluc:i6n ("6plp). La c:oncentraclón de enzima que •e 

empleó fue de 23.8 ms enailnlw'mL en faae acuoaa y el W 0 fue de 20 en un volúnwn 

de réacc:ión de 1.76 mL La concentración de lactosa (Slobal) en lu mezcla• de 

ftKCión, me varió entre 3 y 45 mM. 

Sl_blf" .. leo. 

E•te eimtema de reacción c:on•i1te en una relación n-butanol y agua de 

70.5:29.S ('16p'p) para mantener connante la relación que se tenfa en lu micela• 

invertidu de emto• do• componente•. La concentración de enzima fue al l&ual que 

el ·.,amo anterior de 23.8 ms enzimalmL en fue acuosa. 

Efto• experimentom me realizaron en reactore• enchaquetadoa a temperatura 

c:onmtante de 37"C y la agitación fue provi•ta por medio de una propela. En e•te 

camo. la muestra se tomaba c:on el •lmtema bien mezclado para incluir las dos fase• 

de que emta c:ompue•ta la nwzcla de reacción (ra- acuoaa y n·butanol). Ante• de 

analizar iu mueetrae me centrifugaron a 12 000 rpm por 3 min y por separado se 

cuantiflc6 cada una de las faw• por HPLC. 

El anAlisia de los productos de iu reacciones se llevó a cabo como se 

menc:ion6 anteriormente, sin embargo, en eate caso el eluyente fue una mezcla de 

acetonitrilo-agua 87: 13 a un fluto de 1.4 mUmin, lo que permite lograr una 

separación de la glucosa y la galac:tosa que en iu condiciones es .. ndar no ea 



posible cuantificar. En sistemas bifásicos la enzima 11-galactosidasa realiza también 

la hidrólisis de la lactosa. 

Para la delermlnación de las constantea cinftku en solución acuosa de la 

enzima ae pttpararon las ttacc:iones con un volumen de ttacc:ión de 1.5 mL, laa 

cuales se Incubaron a 37"C durante 3 min; posteriormente ilC alladló la enzima 

para tener una conc:enlraclón final de 2.4 mg enzlmal'mL y se determinó la 

wlocldad de ttacclón. La concenuaclón de lactosa en las tt..:clonea llevada a cabo 

para ttalizar este estudio oscilaron enttt 1 y 50 mM de lactosa. 

4.5.2. Estudio~ uamMlo c:anao auatrato ONPG. 

Sistema mlcelar. 

La composición de las mezclas de ttacc:lón, en todos loa casos fue una 

proporción de SS% butano!, 229& octano y 23% lactosa en solución (9&p'p); el 

'llOlúmen de reacción fue de 1.76 mL. La concenuaclón de ONPG (global) w varió 

enttt O.S - 20 mM y se determinó la velocidad inicial. La concenuac:lón de enzima 

que se utilizó en esta serle de experimentos fue de 4.76 mg. de enzimal'mL en fase 

acuosa y la ttlación agua y surfactante crAB w manluvo constante a 20. 
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. Slatema ...,._.,_ 

Para la determinación de las conauntes cinéticu en solución acuosa llC 

prepararon las reacciones con un volumen de reacción de 0.75 mL los cuales llC 

incubaron a 37"C durante 3 mln; posterlornwnte se alladló la enzima para tener 

una concentración final de 0.95 mg enzlmalmL. Lu eonccntraclón de ONPG en lu 

reaccione• Ucvadas a cabo para realizar el eaudlo cl~ico oacllaron entre 0.1 y IS 

mM. 

El procedimiento que se siguió para la determinación de la velocidad Inicial 

fue una modificación al ~todo aeneral para cuantificar la actividad en medio 

acuoso con ONPG coma -.ato, los ~· que se siguieron fueron loe siguientes: 

l. Lu soluciones de ONPG a una concentración dada se incubaron a 37"C 

durante 3 rnln. 

2. Se agre96 la solución de enzima para obtener una concentración flnal de 0.9S 

mg enzlmalmL y llC aptó en vortex. 

3. En un espeeuofot6rnetro DU-600 Bec:kman • leyeron las abaorbanclas a 420 

nm cada 15 •g durante 3 mln. La actividad ae calculó mediante la Ecuación l. 

Sistema -....... aatur8do .-. n_....tanal. 

Para saturar el amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M. pH 7.0, se 

colo.:aron 20 mL y se agregó 6 mL de n-butanol con agitación constante con 

propela en un reactor enchaquetado a 37"C en un sistema abierto durante 3 horu, 

separando posteriormente las fases. 

Para conocer el efecto del n-butanol sobre la actividad de la jS-galactosidasa 

se calcularon las consuntes cinéticas. Se cuantificó tanto la actividad total de la 

enzima, que incluye tanto la velocidad de hidrólisis como la de alcohólisls. 

Para la determinación de lu conaantes clN!tlcu en aolución acuosa 

saturada con n·butanol se proccdio Igual que en el punto anterior. 
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4.6. Eatahilid..t de la tt-sal_.,t.,.ldasa de E. coll. 

Se almacenó a 37"C. SmL de la solu~ión de enzima en n-butanol. octano. 

medio acut:tso o mecfjo acuoso saturado con butanol con aaitación constante de 

tipo propela con 5 mL. A diferentes intervalos de tiempo se tomó una muestra de 

66 .,.L y se midió la actividad, ag1egando el sustrato 

En el caso del sistema mlcelar se almacenó a 37"C y 2S"C una solución de 

mic:elas con la composición que se muestra en la Tabla VIII. El ensayo de actividad 

ae realizó a muestras tonwdas a diferentes intervalos de tiempo. 

Micelaa blanco 

Para el estudio anterior, se prepanS una M>luc:ión de mic:elas blanco de la 

siguiente manera: se emulsificaron 0.0875 g. de CJ"AB en 0.258 ml. de n-butanol y 

0.093 mL octano, agregando posteriormente 0.0875 mL de amonlgu..,or de 

fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0, Se agitó en vonex durante 20 seg hasta obtener 

una solución transparente. A 1 .8 mL. de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M 

pH 7.0 y 66 f'L. de MgCl2 0.03 M se agregaron 66 pL de la M>lución de mlccla 

blanco anterior y se agitó en '\IOrtex. Por IAltimo se alladió 66 mL de ONPG 68 

mM y de nuevo se agitó en "'1rtex. 

Mezcla de reacción 

A 1.78 mL de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 y 66 mL de 

MgCl2 0.03 M se agregó 66 ,.L de la solución almacenada a 37"C y se agitó en 

vonex. Para iniciar la reacción se añadió 66 rnL de ONPG 68 mM y en el 

espectrofotómetro OU60-Bcckman se leyó la absorbancia a 420 nm cada 0.3 seg 

durante S min. Las act.ividadrs se calcularon con la Ecuación J. 



La moezda de ttacción me pttparó en un volumen de ttacclón de 4.4 mL de 

M:Uerdo a la composición de la Tabla IX y a la forma de preparación .,.neral de 

mic:elas ln.,.,nklas, en la que la concentración de -uato fue de l.S mM. ~ 

ttacclón me inició con la adición de la enzima en 90luclón. Se tomaron muestras 

cada JO minutos durante las 2 primeras horas de Ja reacción y poaterio~nle a 

Intervalo• mu largos- de tiempo. Debido a que no me contó con un llli!toclÓ de 

inacdvaclón de Ja enzima que evitase Ja deM!stabilización del sistema micelar, ae 

leyó •imul~neamente en el especuolotóft\Ctro a 420 nm. Pu• tomu laa lecturas 

en tlempoa _.....de Ja reMClón rue necesario diluir Jaa muestras por lo que ae 

piepa...On nücelas con agua JlllQ. 

Se prepararon mlc:elas invertidas (Tabla VIII) empleando 25 mM de lactosa 

y 4.76 me enzima/'ml. de enzima en un "Vlumen U>tal de ttacclón de S.27 mL. Se 

tomaron muesuas a diferentes intervalos de tiempo durante las primeras 8 horas, 

24 y 96 horas de ttacclón. Se analizaron loa productoa de reacción por HPLC en 

laa condiciones especillcadaa. 



5. RESULTADOS Y DJSC:USJON. 

Las glicosidasas se han ut.ilizado para sintetizar alquil.glicósidos. 

principalmente en medios bifúicos en los que generalmente una fase e'sta 

constituida por el alcohol y la otra P.,r la faae acuosa que contiene a la enzima y al 

1ust.rato. Por esta razón. en muchos casos no ha sido posible eliminar la ttacción 

de hidrólisis. siendo necesaria la búsqueda de sistemas en los que '""ª posible 

controlar el contenido de agua y de esta manera dirigir la selectividad de la 

re~ión hacia la alcohólisls. Las mlcelaa invcnidaa presentan las caracterfstlcaa 

antes mencionadas. Tradicionalmente ae ha empleado el alatema AOT/laooctano en 

reacciones enzlmAticas y en general para la aolublllzación de prote(naa y 

aminoácidos en micelas lnvcnldas. Sin embargo. el sistema micelar compuesto por 

CTAB/octano y un cosolvente (hexanol). tamblin ha sido ampliamente difundido. 

En este último caso. al necesitarse un alcohol como cosolvcnte para la f;,rmaclón 

de mlcelaa. es posible sustituir fste por otro alcohol 1ln cambiar 

considerablemente sus propiedades. como puede ser el butanol. ya que se conoce el 

diagrama de tres componentes para la formación de mlcelu por un t.rabajo 

anterior realizado en el laboratorio. La selección del alcohol determina las 

caracteristicas del producto obtenido. en este caso el butil"11alact6sldo tiene una 

cadena allfAtica pequefta por Jo que es un tensoactivo .Ubll. como e1 de e1perane 

al incrementar el tamafto de la cadena del alcohol se obtienen mejores 

tensoactivos. Sin embargo para loa fines del proyecto solo se tiene el interi• de 

estudiar un modelo de sfntesi1 de este tipo de compuestos. Por lo anterior. se 

seleccionó el sistema butanoVoctano/ agua y CTAB como aurfactante. para realizar 

un estudio so.bre reacciones de alcohólisia. Es conveniente recalcar que en este 

caso uno de loa componentes mk:elarea participa tanto en la formación de la 

micela conK> en la reacción. 



Considerando que uno de los objetivos de este trabajo es el sintetizar alquil

galactósidos, se seleccionó al n-butanol ya que es un alcohol de cadena alquíllca 

pequeña peiro que se encuentra dentro de los alcoholes Insolubles. Al emplear este 

alcohol. es posible efectuar estudios comparativos sobtt la s(ntesis de butil

galactósldo en diversos tipos de sistemas: bif"áslco, micelas invenldas e inclusive en 

un medio homopneo dada la posibilidad de di90lvcr hasta 996 de bucanol en agua. 

En la reacción en dos fases, dada la alta actividad de agua. se ha reportado 

que la enzima efectúa tanto la ireacclón de alcohólisls como la de hidrólisis, y 

aunque las condiciones para optimizar este sistema· no han sido ampliamente 

estudiadas, es un hecho que el estudio de esta ireacclón en mlcelas Invertidas 

pennltirfa un mayor control de la aelectividad de la reacción. 

Para iniciar este estudio fue necesario encontrar las ireglones del diagrama 

de tres componentes (butanoVocuno11actosa en solución), en las que habla 

formación de mlcelas. La evaluación se hizo cualitltativa, to"""®se con>0 base la 

piropledad de que las micelas lnvenidaa son transparentes. Principalft1ente se 

buscaba encontrar una zona de fonnllclón mlcelar con un alto po«:entaje de 

butano!, ya que como se señaló. este compuesto es tambl~n sustrato de la enzima 

para la súttesls de butil-galactósldo. Es imponante seftalar que no existe una 

correlación que permita predecir las regionea en las que hay formación de mlcelas. 

ya que esta depende de la composición de la micelas invertidas aú como del tipo 

de surfactante e~pleado y del sustrato que este disuelto .;n la fase acuosa. En estas 

condiciones, se encontró una amplia zona en la que hubo formación de micelas, 

ubicada entre los siguientes limites: SS • butanol • 89, S• octano •39 y 6- lactosa 

en solución •40 (CJ&plp). 



Resu/t,1tlo.líy DiSL"l4.'1iicJ11 

Una vez definida esta reglón, se rralizó un diseño experimental que 

permit.lera seleccionar y optimizar la composición micelar t.eniendo como criterios 

Ja obtención de una adecuada actividad de la enzima IJ-galactosidasa y una alta 

selectividad hacia la reacción de alcohóllsis disminuyendo o eliminando la reacción 

de hidrólisis. El· diseño se hizo para mezclas de tres componentes en la reglón 

especlftca antes seftalada dentro del diagrama de fases butanoVoctanQ/lact.osa en 

solución. Cabe mencionar que las mlcelas fonnadas se almacenaron a t.emperatura 

ambiente y 4!stas fueron estables al menos por dos semanas. En la sección de 

matcriale1 y rn4!todos se preaenta en forma matricial los puntos que se probaron 

experimentalmente. Con los datos obtenidos se propuso la siguiente ecuación que 

describe el efecto de la composición micelar en la velocidad Inicial de reacción y 

que corrr1ponde, a un modelo cúbico reducido (modelo cúbico de schcffe): 

Vo• -141.1Xl+l3S8.3Ji +27.8Xl-141l7.SM • X2-101.14Xt•Xl-2712.Llt• Xl +32493.9)6 •X2•Xl 
Ec...c14n5 

do.....C., X 1: fracción (%pfp) del amortiguador, 
X,: fracción ('H>pfp) del octano y 
X3: fracción ('Hipfp) del butano!. 

Este modelo no solo describe el efecto en la velocidad de reacción en el 

sistema mlcelar de cada uno de Jos componentes, sino t.ambiin las interacciones 

cuadr,tlca• entre dos componentes y un termino cúbico que corresponde a la 

Interacción entre el butanol. octano y agua. En Ja Figura 6 se muestran las curvas 

de isorespuesta as( como la representación tri-dimensional de la actividad de la 

enzima 1J-galacto1idasa en micelas invertidas. Es importante mencionar que en la 

región estudiada hasta con un 40% (pfp) de agua no se encontró hidrólisis sino 

exclusivamente alcohólisis. 
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Comparando C!I siatC!ma mlcC!lar con C!I bif,slco. tC!nC!mos que! la C!IUlma en 

sistC!mas de! dos faSC!s con 109b de! alcohol. c.atali&a tanto la ttac<::ión de! alcohólisis 

como la de! hidrólisis.50 Los COC!ficientC!• calculados C!n el modC!lo indican que! los 

componenlC!s org,nicos tiC!nC!n un efecto positivo. miC!nuas que! la faw acuosa 

parece tenC!r un efecto nesauwo en la activld.d de! la C!1Uima. E• con,.,.,tdentC! 

wft.alar que la Ecuación S no P""SC!nta un buC!n ajuste a lo• datos C!Xpe!rimcnu11C!s. 

dC!bido a que! en clC!nas ;ao,... dC!I di .... ama C!XpC!"'-ntal de t""• f'asn, la actividad 

c- bruscaMC!ntC! y C!I mode!lo no puede! predecir C!stos cambios. El paq-IC! 

ntadfstlco utlli&9do. no caJcula la composición óptima de! micclu dC!bido a la 

complC!jJd.ad dC!I sistema. Sin C!mbaiso. con las curvas de! lsottspuC!sta SC! SC!IC!ccionó 

la rqlón con la múima actividad, para proponer un Rgundo modelo resultado de 

C!sta -aun<fa rqslón optimizada. Esta reglón C!sta dC!limitad.:a por SS• Butanol •72. 

13.S• Octano .:JO.S y 14~• lactosa C!n solución •31.S (96p'p). 

1 
1 
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Velocidad inicial (f,amol BGIL•min) 

B. 

Vel. 1 nidal 
µmol 
BGIL•rnin 

138 r,---------102 
67 
31 
·S 

Fl ..... a 6. Actividad de Ja lll·placta.ld ... en mlcelaa Invertida• variando la 
c:ocnpo8lclón del 81•tema butanolloccanallac:tosa en -lución ~·· 
A. Curv- ele '8ore8pueata. B. Repn.entad6n tri-clbnenalonal ele Ja V..._..._ 
lnlc:lal. (X,: .....__ ...... p) del--..-.. X 0 : fr- C'l'plp) del - y Ja: fnccHln 
('llop'p) - ........... , 



5.1. 1. Modelunlento de la ireglCk\ opdmlzada. 

Con el modelo anterior fue posible encontrar una región de mblma 

actividad y ademAll. de .. nollar un modelo que a diferencia del anterior. 

únicamente contenga el ef'e<:to Individual de loa compo-nte• y las Interacciones 

entre dos compo-ntea. Sin emba'F• en este cuo ea posible predecir la velocidad 

con mayor grado de confiabilidad. El modelo ajustado fue el siguiente: 

Vo • -6975.9Xi -1.505.1Xz-928.5X1+8658.9Xt 0 X2+13169.2Xt•X1+4058.4Xz•XJ 
~6 

En la Figura 7 se mue•ran las curvu de iaoreapueata aal co...O la representación 

trl-climenaional de la actividad de la enzima ll-salac:tosida8a en micelaa Invertidas 

para la aegunda región optimizada. 

Loa coeficientes del modelo indican que al me..O. la interacción entre dos 

componentes lle- un efecto positivo sobre la actividad de la enzima. Sin 

emba1F. desde el punto de viata eatadlsUco, todos los componente• tienen un 

efecto -gaUvo en la velocidad. liendo su Interacción lo que resulta beMflco. Es 

obvio entonces que la Ecuación 6 no tie- un sentido frslco y solo permite 

predecir la velocidad inicial para la reglón analizada. Por medio de las curvas de 

isorespuesta y el modelo propuesto, se calcul6 la actividad para diferentes 

composiciones. Se ae.lecclonó finalmente la composición que tuvie""' el contenido 

mas alto de agua. ya que se conoboró que en eataa condicione• no hay reacción de 

hidr6Jisla. y se permite aai solublllalr una mayor cantidad de sustrato. u 
composición seleccionada a partir de eate estudio para el alatema mlcelar butanoV 

octano/ agua fue de 55/ 22/ 23 (%p'p) respectivamente. 



0.14S 

B. 

el. inicial 
mol BGIL
in. 

X2(0.30S) 

Figura 7. Opdntlzadón de la reglón de mayor actividad de la IJ-galactoalda .. 
en mk:elaa ln-nldaa en el dlagraana de fa..,. butanolloctanol ..... en moluclón 
amortl...,..._a. A. CUl'Vaa de nlvel. B. 'Repre8efttación trl-dlmaulonal. ex,, 
Eraccl6n (91.pfp) del -....-. X,, fr- ('Jl>p'p) del oaano y X3' ,..._ ('Jl>p'p) cid 
butanol) 
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S.2. Efecto del tanuU\o de la mkebi ln'Vft°tld• (W0 ) en la ....,locldad lnlchll de 
•fnteSi• de butll-a.._..ldo. 

Uno de loa prlncipalea facture• que afectan la actividad en mk:elu in....,nidaa 

e• el tamafto de la mic:eia. Por esta nzón. una vez optimizada la c:ompomlci6n del 

•iatema mic:elar. .., a>ntinu6 el eaudio analizando el efecto del tama6o de la 

mlc:ela. el cual puede liev- a cabo tomando c:omo referencia la relación 

.... al'aurfactante (W.). 

Se eaudl6 el erecto del~ de la núcela (efecto del parAmetro W 0 ) en a. 
....,locidad inklal de alcoh61ui• pua a. afftte•I• de butil-plac:t6•ido c:on 11-
~~. obaerv6ndo9e un a>mponanúento clMko pa,. etto• •lfte-. en 

fonna de icampana. En la Etawa 8 .., ob•rva que la l'elaci6n óptima cual 
aurfaa.ante en t.....W- de aet.lvtdad de alcioh611ai• fue 20. De -nlo a>n 

dM.- reportea de la litem.__, en e-. C!Olldlelo-• el t.amafto de la mlc:ela y el 

t.amafto de la pnMafna poddan mer J&Ualn. Eabten dat.oa mobre el _., de la 

mkela para •imte- micelare. en el que me emplea ACTT' c:omo •urf-..te.37 Sin 

emb...,. no ae encontraron ftlaclo_. •imilarem par• •i•t.emas que ut.ili&an Cl"AB, 

lo que Impide una eaplicaci6n c:uant.itativa de ao. reM&ltadom e~ntradoa. En un 

trabajo paralelo realizado en el labo,.torto en el que .., p~ic:e el t.amaAo de la• 

mic:eiaa c:on bame en un modelo TennodinAmi- en el que me minilnba el AG de 

fonnac:i6n de mlc:e .... me encontró que a medida que disminuye el W •• el di6meuo 

de lu mic:clu c:onteniendo protelnaa va disminuyendo y me hace uint6t.i- en el 

v.Jor en el que este e• igual al tamafto de la lt-aalactoaid ... e•Umado (0• J 10 A), 

mientra• que el radio de lu lllicel• v.du cont.inlla dUmlnuyendo. 

La dependencia del valor de kcat .ubre la relación molar de a>-tracl6n 

agua y aurfac:uante ea usualmente en forma de c:ampana. Este comportamiento .., 

ha obmervado c:on diferentes enzima•. tale• c:omo a-chlmotrtpalna, trtpalna. 
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lisozyma, fosfolipasa A,, alcohol deshldrogenasa, piñosfatasa, lipasa pancreática, 

peroxldasa, foafatasa alcalina e hidroJ<Y"sleroide deshidrogenasa.'" Se ha propuesto 

que cuando el diámetro óptimo de la micela c~incide con el tamal\o molecular de 

la enzima atrapada, se obRrva el kcat o Ja velocidad inclal mas elevada: tal es d 

caso de la a-qulmotripslna, peroxldaaa y lipogenasa."' Por otro lado, la c2fda en la 

actividad antes de este punto.., debe a que d tamal\o de la.enzima comparado 

con el de la micela es mucho mayor mientras que la cafda posterior puede deber8e 

a que el tamai\o de la micela es superior al de Ja enzima y en este caso .., pre•ntan 

problemas de difusión lntramicelar. 

'"" 

o 100 "º lldacidn .-.crAll (Wo) 

Fisura 8. Efecto del tam.u\o de mkela en la -locldad alcoh6Uala CCK\ fJ
galact ... lda .. en mlcelaa Invertid-. La com...-1cldn butanol/'actaftQ( ..... rue 62/ 
2e.' 12 <"'P'P> -~nte; .., anplean>n una concent....,._ de en&IMa de 24 
nW"'LY una .--na_ de ...,._de 7.3 mM en la...._ ........ a 3'r'C. 



5.3. Efecto del mftado de IWepM'.clón de laa mk:el.9 In~ en la 
-1oc1c1..t Inicial de •fnteala de butU-a...,..ldo. 

Existen tres formas de au..,... a las enaimaa en micelas lnven.idu: primero 

la enzima puede M>lubUlzane por tranarerencla eapontM>ea de. la protelna a un 

sistema de doa faoea que conaiae de un volu-n igual de eolución -- de 

protelna y uno del 801..ente o .. Anlco con el .. rractante. Un agundo procedllniento 

consiste en la eolubili&adón de ell&ima UofUir...sa en micelas Invertidas hidratada• 

fOrmadu previamente. El tcn:ero y mh común consiste de la mlcrolnyec:ci6n de 

enzima disuelta en aJnOfti&\lador en una eoluctón agit..ta de audac:tantc en 

eolvente o .. anlco... Eate llltlrno procedimiento a utilizó a lo lup de to. 

~nto• realizado•. 
Para determinar Id la ,_ de preparación de las micelaa tiene alaún efecto 

en la -locidad inicial obsavada. relacionado con la disponibilidad del -trato o 

de enzimaa se ftalizaron loa siguientes experimentos. Cuando el sustrato se apega 

al final de la preparación del experimento para iniciar la reacción. podrfa haber una 

r- lag ante la baja dlaponibllidad de sustrato. Por otro lado. al aftadine la enzima 

al inicio de .. reacción se puede inactivar dado el. erecto deanaturalizantc de loa 

solW!ntca org6nico•. Tambitn podrfan preoentane dtrerenciaa relacionadas con la 

difusión y partición tanto de la enzima como del sustrato. Por eata razón. ae 

realizó un experimento en el que laa micelu invertidas se prepararon de doa 

formas: ( 1) la enzima se aftadió al .ftnal del experimento. (lacto .. + enzima); (2) el 

auatrato (lacto .. ) se acre&6 al final del experimento. (enzima + lacto .. ). 

Como puede observane en la Figura 9, la forma de preparación no tiene un 

efecto significativo en la velocidad de reacción observada. 
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o 

........ 9. Efecto del anlelt de adlddn del euauato y la endina en ._ mieelae 
ln~ae en la~ lnJctal de •fnteel• de butll .... act6eldo. El w. ,._de 
20 y JO lhM ...,_ (alobal). 

S.4. Efecto de Ja concenuactdn de Jac- en dU'cnntee •llemu para Ja 
aútteel• de butU-galact6eldo. 

Se realizó un estudio pn:eliminar para comparar loa diferentes slatemu que 

pueden empleane para alntetlzar butil-galactósldo mediante reacciones de 

alc:ohólisis. inc:luyendo el aistema acuoso, aunque en este último aiatema. la enzima 

hidroliza tamblln a su sustrato natural. la lactosa. La comparación se enfocó 

baslcamente a las diferencias en la velocidad inicial para sintetizar el alqull

galact6sido. 

Sistema mlcelar. 

El butil-galactósido se puede sintetizar por la enzima '9-galactosidasa 

mediante reacciones de alcohólisls en mlcelas lnvenidas. La cinética de la enzima 

se muestra en la Figura 10 donde puede constatarse que, al igual que en otros 

casos. la enzima obedece el comportamiento de Michaelis y Menten. La velocidad 



múima encontrada para la sintesis de butil-galactósido fue de 162.6 µmoles 

IM:tosall.·min. mientras que el Km para este sistema fue de 3.79 mM lactosa en la 

fase global. La velocidad mixima .:onsiderando la <:on<:entración de enzima usada 

fue de 34.15 11mol lactosa! 11 enzima•mln. 

10 

Km- 3. 79 mM 1.-.:tou 
Vmax- 162.6 11M lacto..,mln 

15 20 25 
mM LKtou (faw ..-i> 

40 

FJsura 10. Efecto de la .....cenuaddn de 1- - la f- ....... en la 
-'ocldad Inicial .... I• •lnt.e81• de butll·placl6ddo ... mlcelaa ..._..... a.a,....._......_. (pH 7.0 y T•S7"'C). La cooncenuaddn de la enalnw fue 
de 4. 76 .... 8'&lmafmL 

Slatema blf6aleo. 

Para el éuo del sinema bifAala>. este consiste de un medio de ieacclón 

donde el .509& es Ja fase aaao .. , la enzima puede efectuar tanto Ja ieaccldn de 

hidnSlisis a>mo Ja de alcohóllsis. Tomando en cuenta lo anterior y loa problemas 

que ieprescntaba el cuanúflcar cada una de lu velocidades se determinó la 

-locidad global. es decir Ja -locidad de consumo ele lactosa. En Ja Fl&Ura 11 se 

muestra la ciné!tka de la ll"l!ala<:tosidasa en el sinema bif6sico .509& bu~I· .50'lb 
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agua (9úplp). En estas condiciones el sistema también obedece la clm!tica de 

Michaelis y Menten. con una ...elocidad múlma de degradación de lactosa de 1068 

pmoles lactosa/1..-min. mientras que el Km para este sistema fue de 8. 72 mM 

lactosa en la fase global. La velocidad múima, considerando la concentración de 

enzima fue de 160.12 pmol lactosa/ g enzima•min. 
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Km- 8.72 rnM Lactosa 
vmax- 1068 11M lactosal'mln 
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40 45 

Figura 11. Erecto de la concentracl6n de lactoea en la f.- global en la 
..,..locldad inicial para la •lnte81• de butll•galactótlldo en un •l•tema blfálco 
con 11-plactoalda- (pH 7 .O y T•37"C). La concentración de enzima fue de 
6.7 mWmL. 

Slatema acuoao. 

Se consideró necesario contar con un control, para comparar el 

comportamiento cinético de la enzima en otros sistemas con rcspect.o al medio 

.:uoso. C>espu~s de efectuar un estudio clAsico de cilll!tica cnzim4t.ica en medio 

acuoso según se reporta en la Figura 12. se encontró que la enzima presenta una 

velocidad mAxima de 201.8 pmoles lactosa/L-min y un Kni de 7.88 mM. La 
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velocidad específica fue de 84.8 11mol lactosa.'g en¡i:ima·min. De acuerdo a lo 

reponado en la bibliografla. el Km para lactosa es de S.S mM. por lo que el valor 

determinado experimentalmente no difiere algnlflcat.lvamente del reponado. 20 

Estos valores permiten hacer una comparación de los diferentes alatemaa en 

loa que la 11-galactoaldau utilua a la lactosa como sustrato. 

200..-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--. 

180 

¡160 

J·:: 100 

1: 
~ 40 

20 

Km- 7.88 mM Lactosa 
Vmaa- 201.81&M bctoaalmin 

o .. ~~~.-~~-.~~~-..~~~--~~~ ..... ~~~.-~~-.~~~-f 
o 10 20 40 

mMLaclou 
.50 70 

Figura 12. EEecto de la -trad6n de i.ctoaa en Ja velocklad lnlclal p-a 
Ja hldmllala de...,_ en un al9t.elna ac.- COft 111-saJact-ldaaa de E. ~I a 
37"C y pH- 7.0. La --=-trac16ma de enzima fue de 2.3 nWmL 

Los re-ltados se resumen en la Tabla XIII. Haciendo un estudio 

comparativo se encuentra que la afinidad por el -•trato no cambia 

slgnlflcaUvamente en los tres sistemas. Sin embargo la velocidad eapecfflca para el 

medio bifúico es 4.7 veces superior a la velocidad observada en el sistema mlcelar. 

aunque es lmponante record- que en el sistema blfúico se Incluye tarnbM!n la 

velocidad de hidrólisis. Sin embaq¡o. la velocidad obarvada para el sistema -



bifAslco es también superior (casi el doble) a la velocidad en medio acuoso. lo que 

puede deberse a un efecto activador del alcohol en el sistema. que no se maniftest.a 

en el sistema micelar. probablemente debido a que la concentración de alcohol se 

vuelve limitante o bien existe un exceso de enzinia. Por otro lado. aunque las 

diíerencias en el Km no son muy imponantes pareciera haber una mayor afinidad 

por la lactosa en el medio micelar. Como quiera que sea. no se ob..,rva algún 

efecto difusional de la lactosa en la ciMtica de la reacción. en lo que al an6llsis de 

la lactosa se refiere. 

Tabla XIII. c .... paracl6n de loe •latan- acuoso, blEúlco y de mlc:el.a 
lnvatldas en la clnfdca ClbM!rvada de la 11-plact-ldaaa de E. coll anpleanclo 
lact-. .,_....sustrato. 

Sistema 

Micelar 
BifAsico 
Acuoso 

Km (mM lactosa) 

3.79 
8.72 
7.88 

Velocidad especfftca (1&mol lactosa/ 
1 enzlrna•min) 

34.IS 
160.12 
84.8 

La velocidad r.apránca prewntada corrapondr a la deupartd6n de lactosa. independlrntemente del 
pnxlucto de rracción. 

S.S. Efecto de la concentración de la enzima en la 'Velocidad Inicial en m1c:ea.. 
Invertidas. 

De acuerdo con lo antes discutido, se realizó un estudio para determinar el 

erecto de la concentración de la enzima en la velocidad inicial observada, ya que al 

parecer la menor actividad observada en la IS-galactosidasa en micclas invenidas 

podría deberse a un efecto de saturación en el que un exceso de enzima pudiese 

ser la causa de la menor actividad especifica. Como puede observa en la Figura 13, 

la velocidad Inicial de slntesls de butil-galactósido depende de la concentración de 

enzima utilizada en forma lineal hasta una concentración eft la fase acuosa de 4.76 

mg enzima/mL. A concentraciones mayores de enzima la 11.nearidad se pierde, por 
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lo que en principio deja de exlatir un control cini!tJco. Este resultaido permite 

explicar parcial....,nte las dlferenciaa de wlocidad mAxlma obtenidaa para los 

aiatemas antes descritos. ya que la concentrM:ión a la que .., realizaron eatoa 

cxperl-ntoa fue de 23.8 mg enzlmalmL. prAc:Uc-nte .5 veces mas enzima del 

a¡taftnte valor de aatunición. Es interesante constatar que dada esta situación. si 

calculamos la wlocldad eapedflca para la fl-aalactosidaaa en el alncma micelar a 

partir de la pendiente de la ircc:ta de la Figura J 3. el valol'. obtenido resulta ser de 

77.61 11mol ONP/ mg enzlma•min. aunque como se wrA mu adelante ene estudio 

se ttallzo a concenuación de sunrato no aaturante ( l mM de ONPG en rase 
global). 

Existen divenaa hipótesis para explicar el efecto observado de la 

concentración de enzima en la wJocidad inicial. La primera es que el medio 

presenta una tlplca curva de saturación en ttlación con la enzima. por lo que. a 

altaa concentraciones. la enzima se partJclona en las diferentes pseudofases del 

sistema micelar. quedando auapada tanto dentro de la micela• lnvcrUdaa como en 

la f"ase orgAnica. La segunda hipótesi• ena relacionada con problemu de difusión. 

Sin embugo. en el enudio tennodlnAmico al que ya .., hizo referencia • .., encontró 

que juatamente a la concentración de enzima a la que .., obRrva el efecto 

"aaturante" cJ nútnero de mlcelas vacfaa se hace prAc:tlcatnente cero. Por arriba de 

ene valor las micelas no pueden acomodar mu enzima quedando "suspendida" en 

el sistema. mientras que por abajo de ene valor el mismo n.:imero de micclas 

vadas en propord6n de las llenas va aumentando considerablemente. 
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Una vez encontrada la concentración de enzima en la que cxliltc conuol 

ciMdco en el al-m• micelar, ee el1&16 una concentración de enzhne en la fue 

M:UOU de 4.76 Jlt9'mL. para cfecuaar una 9C!gu.nda comparación clnttlca entre loa 

diferentes sistemas empicando ONPG como auauato. Se decidió utili&ar ONPG 

dada la mayor aflnidad de la enzima por eRe auauato, y la faclHdad anaUtlca para 

monitorear la reacción. 

Los diferentes sistemas analizado• fueron: ( 1) sistema micelar, (2) medio 

acuoso. y (3) medio acu.,., uturado con n-butan0I. La comparación se realizó con 

base en la vclocldad global de conaumo del -trato. Cabe scftalar que para el 

medio acuoso, la velocidad total de daapariclón de ONPG corresponde a la 
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velocidad de· hidrólisis, pan el medio acuoso saturado con n-bu\anol, la -locidad 

global ew Igual a la suma de la 'llClociclad de hidrólisis y la 'llClocidad de slntesia de 

butil-plac\ósido y en el caso del sistema micelas ln'llCrtidas, en la zona de 

experimentación la velocidad total es tsual a la ,,.,locidad de alntelis de butil• 

galactósido. En eau comparación se utilizó ONPG como susUalo, Uevando a cabo 

la reacción a 37"C, aprovechando las 'llCntajas que tiene el sistema micelar de poder 

utilizar l!Wtodos espect..rofotoml:tricos.46 

Slaten\a mk:elar. 

Como se ha mencionado, la enzima p-galact.osidasa puede slntellzar al bulil

galaclósido mediante reaccione• de alcohólials en micelas ln,,.,rtidas. Como puede 

observarse en la Figura 14. la -locldad mAxlma encontrada para la slntesls de 

butil-galaclósido siguiendo una ciMlica de Michaelis fue de 396.1 ¡amoles 

ONP/L•min, utilizando una concentración de 4.76 mg. de enzillUl/mL en fue 

acuosa, mientras que el Km para este sistema fue de 2.36 mM ONPG en la fase 

global. La ,,.,locidad especifica encontrada en este caso fue de 4IS.9 ¡amol lact.osa/g 

enzima·mln. Utilizando cromatogralla en placa fina, se comprobó que la enzima 

cataliza únicamente la reacción de alcohólisis. 
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Flaura 14. Efecto de la cancattr-1dn de ONPG (f- alabal> en la velocldad 
Inicial .,_-a Ja alnteal• de butll-plactósklo en mlcelaa lnvertldaa ·con ,_. 
salact...w..a. La concentracl6n de enzima fue de 0.9.5 me'mL 

Siatema ac:uoao. 

Siguiendo una clnftlca de Mlchaelis-Menten la enzima 111-galactoald ... 

presentó una velocidad especifica para la degradación de ONPG de 381 tamol 

ONP/g. enzima•min y una constante de afinidad de 0.263 mM ONPG, como 

puede constatarse en la Figura J 5. Estos resultado• se encuentran dentro de los 

rangos reponados en la blbllografia,23 como en el caso del estudio clne!tlco con 

lactosa co1110 sustrato, este experiment.o puede usarse corno referencia para 

comparar los diferentes aistemas en los que el ONPG es usado corno austrato por 

la enzima jl-galactosldasa. 
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F•aur• 1.5. Efecto de •• ~ttlld6n de ONPG en la vdoc:ldad lnldal P-• 
au hldr6Ual• - llhedlo ..,._., .,... ~hlaaa. La concentrad6n de 
_.....fue de 0.9.5 ~ 

La enzima tunbi~n efectúa la reacción en la fase acuosa saturada con alcohol 

(n·butanol), por lo que al parecer no es necesario tener un exce110 de este, ya que 

no contribuye en gran medida a la disminución de la actividad de agua y por tanto 

a dirigir la selectividad de la reacción hacia la alcohólisis. Debido a limitaciones 

analiticas la reacción en fase acuosa saturada con butanol se utilizó para inducir el 

componamiento de la enzima en dos fases. Aunque en este trabajo no se 

determinó la relación alcohólisislhldróllaia, la cual nos perimltiria conocer las 

diferencias entre el sistema bifúico y el sistema micelar. 

Los para.netros cln&icos determinad- fueron velocidad especfftca de 

681.12 11mol ONP/g cnzima•min y Km de 1.8 mM. 
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Figura 16. Ekcto de la concentración de ONPG en la -locklad lnklal de 
•fntemla con lll·galact-lda .. de butll ..... actómldo en medio acuo.u saturado 
con n·butanol. La concentración de enzima fue de 0.95 mw'mL 

En la Tabla XIV se presenta una comparación ciN!tlca de las diferentes vías 

para sintetizar but.il-galact.ósido. tomando como rcfe~ncia el sistema acuoso. La 

constante de afinidad calaculada en este trabajo coincide con la reportada en la 

bibliografla. La afinidad de la enzirna por el ONPG en micelas invenidas y en 

medios bifásicos es ligeramente mayor que en medio acuoso, lo cual indica cien.as 

dificult.adcs en el sist.ema de reacción ONPG pero únicamente en el 11\Cdio acuoso. 

En cuanto a la velocidad total con la que la ,.galactosidasa hidroliza el sustrato, las 

cantidades son muy semejantes. aunque en este caso se observa tambi~n una 

activación de la enzima en sistemas bifásicos (la velocidad determinada representa 

la velocidad de .dcohólisis y la de hidrólisis). Podemos señalar que la enzlrna 11· 

galactosidasa de E . ..,¡¡ en micelas invenidas tiene la ventaja de catalizar solamente 

la reacción de alcohólisis con una adecuada velocidad de reacción. 
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Sistema Kll'i Velocidad cspecfflca (,.mol 

Miccln 
Acuoeo a.aturado con n-butanol 
Acuoao 

(mM ONPG) ONP/ 1 enzima•min) 
2.36 41.5.9 
1.8 681.12 

0.26 380 
~ .,..loclcllod ropodftca __...- ei ....... a C ...,loc:idad total de naccl6n. 

5.7. EatabUldad de" la _.._.._ldaaa ele E. MI en loa dilera111- ala- de 
--.:l6n. 37"C. 

Se realizó un e•udlo de wblUdad de .. enzima .... alactosidaa.a .... 

diferente. al8U!mas para concocer el elcct.o individual de Qda uno de los 

component.ca que confonnan el a.tema mkelu: en ene trabajo, asJ como el 

alatema acuoao que no• sin-e como referencia. La eaubilidad en núcelas invertidas 

tambi~n fue objl!to de eatudio, para de esta fltllMra, conocer el efecto global de los 

compuestos. Conocer el· efecto deJ buu.nol sobno la esiabJlidad de la enzJma 

permite comparar la eatabWdad en Ju mlcdu con la que prrsenta en medio 

bif.UCO. ya que ambos sine- de reacción representan las opciones viables para 

la sfntesl• de pactóaldos. 

Eatabilklad ele la ,......__w- en •l•tem- blfiialco 50'J6 bu&anol. 

La enzima ,a-galactosldaaa de E. .:oll ptt9enta una baja estabilidad en 

solventes orgAnicoa como el butano!, por lo que al realizar re.acxlonea de alcohóllaia 

en un sistema blf6s.ico, la enzima riipidamente pierde actMdad en cont~o con el 

butano!. El butano! se dlauJ...., únicamente en un 99& en agua a IS"C,47 aumentando 

la oolubllldad al lncre-ntar la tempesatura. A 37"C, temperatura a la que se 

hicieron los experimentos de establlidwt, el butariol se encontraú en una mayor 
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proporción. El Hempo de vida media resultó ser de 16 min y la const.ante de 

desactivación fue de 2 . .>4 h·1, como se ob!lerva en la Figura 17. donde la estabilidad 

de la enzima almacenada en butanol se describe de acuerdo con un modelo de 

primer orden. 
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Fi¡plra 1 7. Eetabllklad de la ll-sal..,_lda•• de E. eoll en un •latema blEAelc:o. 
SO'Wt ~- y SU.. (p.'p) n·butanol a S7"C, con ... ~6n conatante. 
(r2•0.961S) 

EetablUdad de la ~ldaea en el•tem .. blfAeko S'"6> octano. 

Uno de los principales componentes del sistema micelar es el n-octano, el 

cual se encuentra en una proporción de 23 % p.'p. Este compuesto al igual que 

otros 90lventes orgAnicos t.iencn un efecto negativo en la estabilidad de la enzima 

fl-gal~osidasa. En la Figura 18, se muestra la curva de desactivación de la enzima 

almacenada en preacncla de n-octano. El tiempo de vida media resultó ser de 82 

min y la constante de desactivación de primer orden fue de O . .> 1 h·1• Como se sabe, 

el n-oct.ano es un compuesto no-miscible en agua y debido a su baja solubilidad en 

la misma. tiene un menor cfcct.o sobre la enzima que en ot.ros compuestos 

parcialmente miscibles en agua como es el caso del butanol. En el sistema micclar. 
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con n-butanol y n-ocuno como llOlventcs orsAnico•. el butanol tcndrfa mayor 

ere~o desenabillzantc sobre la 111-galaaosidasa que el n-oc:tano . . ,..,,,...--.--.--.--.--.~--.--.---~--.--.--.--.--.--.--.--.--.--.--.--.--.--.--.--.--.-. 
3.S 

3 

12·: 
!i l.li 

0 • .5 

o+.--.--.--.--.--...---.--.--.--.--...---.--.~------.---------.~--...---.--.--.--.--1 

o 100 l.SO •2CJO 2.50 
"llempo (mln) 

Ff&ura 18. Eaublllded ele la 111-sal_._ ...... de E. _,,en un •hlenaa blf .. k:o 
SOW. _..,...._y 5°"' (pfp) n-oc:tanO a S7""C cm\ ap..a6n coastante. 
(r"•0.898) . 

Eatabllld..l ele .. en&lma - el ···--.-. 
La 111-galac:tosidasa de E. """' en medio ac:uollO es reladvamente estable, ya 

que como se muestra en la Flpra 19, el tiempo de vicia medls es de 31 S mln y la 

constante de desactivación fue de 0.13 hº1• De acuerdo a lo rcponado en la 

blbliografla, la enzima requiere para su aalvldad de la presencia del Ión magnesio . 

.AdemAs, dado que la enzima se encuentra coníormacla esuueturalmente como un 

tetrAmero y a su gran tamafto (500 KDa), la enzima naturalmente tiende a ser 

inactiva. 
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Flgur• 19. EatabUklmd de la _..... 11-a.aaet-ldaaa de E. MI en. ....UO 
--• 37"'C. (r2• 0.867) 

E•t..,Uldmd de I• 1S-11alactoakl8sa de E. ~11 en el 81•--- 8&tllrMlo con 

n·butanoJ. 

En un sistema acuoso saturado con n-butanol, la cantidad de aohoente 

soluble en el agua a 37"C es suficiente para ejercer su efecto desmctivante sobre Ja 

enzima; sin embargo, como es de esperat", el tiempo de vida media es muy similar 

al del s.istema bif;lislco. En la curva de desactivación de la enzima que se reporta en 

la Figua .. 20. se enconuó que el valor de Ja constante de lnactlvaclón fue de 1.91 

h"1 y el tiempo de vida media fue de 22 min. La actividad de la enzima cae 

ñpldamente en presencia de amonlguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 

saturado con n-butanol en comparación con el sistema acuoso. 
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Figura 20. Eatabdllhid de la audma J-plac:t-ldaaa de E. ali en un •ltcma 
ac.- -turado - -butanal a 37"'C con ... tacl6n conHante ancdl-le 
pcopela. (r"•0.907) . 

EatMUldad de la ~-1d ... en el ... tema de mlcel .. lnvenlda.. 

Las mic:el .. invenidaa ofrecen un mejor microamblente para la estabilidad 

de la enzima, como se observa con la qubnotripsina en micelas invenklaa con 

crAJi, la inverta.a a 7S"C en micelas lnvenidas con Triton X-100, y en llpua a 

diferentes pH's y temperatur .. en mlcelu l..,,..rtidas con AOT. Uno de los factores 

que pueden influenciar .. estabilidad en micelas lnvcn.ldas puede ser la naturaleza 

del agua, especialmente en au estado estructurado como ocurre cerca de la 

lnteñase de la membrana biológica en la a!lula viva.49 

Sin embaigo, la estabilidad de la ll-placto9idasa de E. colJ en micelas 

lnvenidas fue menor a Ja del sistema acuoso. En la Flpra 21 se muestra que el 

tiempo de vida media en el sistema mic:elar a 37ºC fue de 67 min y la constante de 

desactivación a esta temperatura fue de 0.62 h·1• Esto Implica una bata estabilidad 

de la enzima en mlcelas invertidas a 37"C, aunque por otro lado, para la slntesls de 

butil-galactósldo, el sistema es mucho mas ~ciente que el blfislco. 
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k• 0.618 hº 
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FJaura 21. l!at.wlld_, de la ....ima •-salactoeldaaa ele E. -11 en 11l•tema 
m~• 317"C. ,,..._ 0.966) 

Raumiendo, ae determinó la estabilidad de la enzima Sl-galactosldasa de E. 

alll en diferente• si.temu: acuoso: acuoso saturado con n·butanol: sistema blf;isico 

5096 fue acuosa y 5096 (p'p) n-butanol, sistema blf:isico 5096 fue acuosa y 509& 

(p'p) n-oc:tano; y el sistema mlcelar. En la Tabla XV ae pre9Cntan las constantes de 

desactivación de prilner orden obtenidas a 37-C. Se observa c:Jaramente que el 

sistema mic:elar es ""• Inestable· que el sistema acuoso y que es el butano!, mas 

que el octano el elemento nocivo para la reacción. Sin emba,... la s(ntesis de butiJ

galactósido puede realizane mediante diferentes estrategias. Especfficamente se 

intentó en este trabajo llevar a cabo Ja reacción de alcohólisls en dos fases 

(amoniguador I butano!) o por reacción de alcohólisis en sistema de micelas 

in...,rtidas. De enoa dos, la enzima es m;is esuible en el mlcelar. 
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Tabla XV. EeuohU ...... de la,......,._...._ - d.....a- ...._._a 3r'C. 

Sistema le Tiempo de vida 

Acuooo (conuol) 
Micelaa lnwnJclaa 

Acuooo satunido con n-butanOI 
SO"' wlw Buunol 
SO 9' wlw Ocuno 

fh"1 ) .htedla (min) 

0.13 
0.618 
1-91 
2~ 
0.51 

SIS 
67 
22 
16 
82 

5.8. Efecto de la -.--• en la -•allüldad de la ,......,._..._ en ....... ..._.._. 
Dlldo que el dempo ele vida media de la enalma ~ a S7"C fue 

__.. que el medk> -· • e11tudl6 la cnabWclad de la en&lma a 25"C, 

temperatura que ~ta condk:IOlwa muy -• para_ alncet.laar .aquu. 
plact.óaldoa. Como • ob8erYa en la Fipra 22, la conatance ele deaacúvad6n fue 

menor a una ccmperatura de 25"C (k- 0.132 h-1 ). El tiempo de vida media a 25"C 

ea muy ameJante al del medk> acuooo a 37"C, por lo que en eataa condlclo-• 

puede llevu8e a cabo la alftceala ele butll-plact6aido, donde laa dlfaenclaa en 

actividad aon mlnlmaa (Flpr• 23). mlenuaa que el Uempo de vida media cul ae 

quintuplica. E.no re-ai6 en un Incremento en productividad. 
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Ffsura 22. Efecto ele la temperat-a en la eatabllldad ele la a\&bna ,_ 
salact ... ldaaa ele E. "'" en mlcelaa ln-nkl-. (• T• 37"C y • T • 25"'C) 

5.9. Efecto ele la cemperat-• en la velocldad Inicial ele •lnteala ele butll
plactmklo en mlcela9 lnvenld-. 

Se ha visto que las enzimas en solventes org6nlcos tienen una establlklad 

mayor. Ademú, este ml•tno erecto ae ha observado en micelas Invertidas con 111-

galactoaidasa, la cual ha sido reportada como medianamente eatable en dlrerentea 

rormas de la enzima: ya sea como enzima libre, inJnovW&ada o en "lulas 

completas. La temparatura óptima para loa casoa anteriores, ae encuentra en un 

rango entre 37 y 6S"C. Las 111-galactoaldasas de origen bacteriano al parecer son 

menos resistentes a la temperatura que las fungales, aunque el óptimo para 111-

galactosldaaaa _bacteriana se sltua en SS"C. Los resultados de este estudio ae 

reportan en la Figura 23. Poco se ha estudiado sobre el erecto de la temperatura en 

la 111-galactosidasa de E. alli en solventes orgánicos. En este trabajo se encontró que 
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la enzima tiene un óptimo a 65"C, bajo las condiciones estudiadas. Sin embargo, 

de acuerdo al estudio realizado de estabilidad, se observa que es muy.inestable. De 

esta manera no solo se vuelven crfticos los minutos que dura el ensayo. sino 

inclusive el tiempo de Incubación de la enzima previo al inicio de la reacc:ión. 

Ffaura 23. Electo de la -a-'•tura ele reaa:i6n en la veloc:ld.-I lnclal ele 
afntesl• ele butll-plact6eldo en mlc:el.- bnlenld-. 

s.10. Sfnteala ele budl~ en mk:daa lnvenJdaa con 11-G.._ld_ 
eleE. Alll. 

JlelOC:ddft de alcoh6llala cain ONPG w •uatrato. 

Como se ha dcoc:rito ampliamente en la bibliograffa. la enzima fl

galactosldasa puede usar una amplia variedad de sustratos. En una primera etapa. 

el ONPG se utilizó para la sfntesis de buill·galactósido dada la flexibilidad 

analftica. 

En la Figura 24 se presenta la evolución de la reacción de alcohólisis: la 

concentración de ONPG en la fase global fue de 1 S mM. La convenlón de ONPG 
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fue del IOO'M:. en cu.at.ro horas de reacción. Por consiguiente la coricC:nt.r.ación final 

alcanzada en la fase global ruC de 3.5 p/L de bulil-galactósido ( 15 rnM). 

La lact.osa es el sustrato natural de la enzima l'-&abc:to•idasa. Este 

compueno Uene la venüja de ser de mayor disponibilidad que los oUo• susuato• 

que puede emplear por la enzima, como el ONPG. La slntesis de buUl-salactl!.•ido 

a panir de laclosa se Uero a cabo en micelas invertid-. e8\os ieaullados se 

presentan en la Figura 25. Al igual que con el ONPG. la enzima conviene al 1009& 

la laclo .. en buUl-&alact.ósldo. Sln embarJlo, existen algunas difeienclas entie la 

clno!\k:a de producción a partir de ONPG y lacloaa como 80n: el Ue~po de 

reac:ción para alcanzar el 1009& de conversión de la lac\oaa ea 40 horu y la 

concentración ftnal fue de 6 p/L de buUl-&alattósldo. En slttemas bifAalcos 11e ha 

ffPOn.ado que la enzima •-aalacto~ de JICJ~.J'"S Mis alcanza una 

con-nión del 23'M> y una concentración del buUl-glicósido correspondJente de 10 

g/L con un tiempo de ieacción de 24 horas. en el que la lac\osa a una 

conc:enuación de 182 mM fue el donador gllcosOico.•• 

CONSIDERACIONES FINALES. 

Eldsten aun muchos y muy diverso• aspec:t.o• que se deben eaudlar para 

compiender el comportamiento de las enzimas en micel- ln-ni~. Sln embargo 

este uaba¡o tiene algunas aport.aciones. El sistema micelar utill~ crAB como 

surfaca.ante no se ha uUllzado ampliamente, a pesar de que ofrece algunas venüjas 
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llObno el silltema que emplea AC>T: como se mencionó, el CTAB necesita de un 

co110lvcnte para la formación de micelas y para el caso particular de la. noacclón de 

alcohólisis, el butanol u ouo alcohol puede ser empleado. De esta manera el alcohol 

es sustrato en la reacción para la sfntesis de butil-galactósido y elemento del 

sistema micelar. 

Las principales ventajas de utilizar mlcelas liwertidas para la sfntesis de 

alquil-galactósldos en comparación con si11temaa bifásicos. es que la enzima actúa 

especifica y exclusivamente para la noac:ción de alcohólisis. Adicionalmente. la 

enzima presenta una mayor estabilidad en nolaclón con el sistema blfúlco y es mas 

estable a la temperatura. Es necesario continuar el estudio del sistema propuesto. 

ya que falta contelltar preguntas tales como la explicación al componarnle~to de la 

actividad con respecto al W 0 • .!Cu41 ea el efecto de la concentración de 

surfactante? .!como Implementar un mll!todo de sfntesis paralela de alquil

galactósidos con jt-galactosidaaa y alquil-glucóaidos a-glucosidaaa empleando la 

glucosa residual.para la obtención de una mezcla de productos? En cuanto a la 

purificación del producto, es posible que esta .., pueda realizar por medio de 

extracciones y/o evaporación de los 1alvcntea. Debido a que existe un mayor 

interll!s por los alquil-gllcósidos de cadenas mú largas es necesario explorar la 

sfntesis de ~stos utilizando los conocimientos obtenidos durante este estudio. 

Una de las limitaciones mis importantes del ~todo de producción de 

alquil-glicósldos en mlcelas invertidas en goencral, es que la concentración múima 

de sustrato esta cont.rolada por la composición acuosa del sistema aunado. en el 

caso de la lactosa, a la baja solubilidad del disacirldo en agua, por lo que. una 

siguiente etapa del proyecto podría abocarse a incrementar la productividad 

lncnomentando la concentración de lactosa en el medio. 
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6. CONCLUSIONES 

Dentro de las grandes YCnuijas de uf..illz•r las miccl•s invenidas en reacciones 

de alcohólisis. destaca el hecho de que la enzima 11-galactosldasa aínlcamente Dcvaa a 

c•h<> la síntesis de butil-galactóaido a conccntr.clones de ...,. de aproximad•mente 

4096. Las condiciones para I• producir el compuesto .., estudiaron y opúlllUaron a 

lo largo de este tnabajo. 

1. Se demostró la c:.paddad de la enzi1na 11-8.&llClOsidasa para realiza la sfntesls de 

buúl-g.iactósldo en micelu Invertidas c:on diferentes composiciones de lactoss 

en •monlpador/octaftQlbulUIOI. denuo de las cu.ale• se ubicaron regiones en bis 

que la enzima únicamente re.Jlz. reacciones de .alcoh6Usis. Con Jos d•tos 

obtenidos se propuM> un modelo esuidístlco que permite predecir Ja ,,.,locidlld 

Inicial de sintesls de butil-plact6sido para una composición de núcela dada • 

. enc:ontdndose asf regionea de alui velocidad. Sin embargo. el modelo obtenido 

de un dlseflo experimental es empfrico y no permite explicar el efecto de los 

diferentes componentes de la micela ni sus interaccione• en la actividad y en S.. 

formación de micelas. 

2. Se encontró que para una relación de w. de 20 se presenta un óptimo en la 

velocidad de sfntesis de butll•galactósldo en las condiciones estudiad•• y 

utllfzando CTAB como surf~te. La velocidad inicial de alcohólisis de la 

enzima tJ-galactosldasa describe una curva típica de forma de campana en 

relación con el tarn.i\<> de partlcul•. 

3. La forma de preparación del sistema micelar no tiene un efecto significativo en 

la velocidad inicial de síntesis de butJl-plactósldo con la enzima ,S-galactosidasa. 

4. La enzima IJ·galactosldasa presenta una estabilidad baja en un sistema de 

reacción con butano! al 5096 w/w, mientras que su estabilidad es mayor en -



octano al 5096 w/w, ya que el tiempo de vida media ea de 16 y 82 min 

real""'tivamente. Al parecer la estabilidad de la enzima en micelas lnvenldas a 

w.- 20 y 37"C es baja. Sin embargo, al disminuir la temperatura a 25''C la 

estabilidad mejora sensiblemente, aumentando tiempo de vida media de 67 a 

315 mln. Este aumento en la estabilidad podría representar un ventaja de las 

micelas invenldas contra los sistemas de dos fases para la sfnteals de alquil-

11a1actósldos. 

5. Al realizar el estudio del efecto de la temperatura sobre la ,,.,locldad Inicial de 

reacción en micelas Invertidas, .e oboenió que esta aumenta al Incrementarle la 

temperatura, como era de esperarse. La temperatura óptima fue de 6S"C, por 

arriba de lo reportado para el medio convencional y el slftema bifúlco. 

6. El sistema de mlcelas Invertidas con '-galactosidasa preoe'!ta un 

comportamiento •saturant.e• en relación con la concentración de enzima. ya que 

a bajas concentraciones de enzima (menos de 4.76 mg enzima/mL en fase 

acuosa) se presenta un comportamiento lineal con la velocidad inicial, pero al 

lncrementar9C la concentración de enzima la ,,.,locldad Inicial permanece casi 

constante. 

7. Se determinaron los padmetro• ciMticos de la enzima '-galactosldasa en 

diferentes sistemas: acuoso, acuoso sat.urado con butanol y en micelas invertidas. 

donde al parecer el sistema acuoso saturado tiene una velocidad mixlma total 

mayor que en micelas l~rtldas. 

8. El butil•11alactósido se sintetizó a partir de lactosa y ONPC en micelas 

Invertidas, la enzima convierte al 100% los sustratos. El tiempo de reacción para 

alcanzar el 10096 de convenlón de 25 mM de lactosa fue 40 horas; mienuas que 

con 15 mM de ONPG. el galactósido se sintetiza en 4 horas. 
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