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Introduccién. La inactivacion enzimatica es de gran
importancia en sistemas productivos que utilizan medios
de reaccién denaturantes como los solventes orgénicos.
Si bien muchos trabajos se han orientado a mejorar la
estabilidad de las enzimas mediante inmovilizacion, sélo
unos pocos muestran que es posible incrementar adn
mas la eficiencia de uso de estos catalizadores mediante
un proceso relativamente simple de reactivacion[1,2]. En
el presente trabajo se estudia el proceso de reactivacion
de catalizadores enzimaticos evaluando el efecto de la
carga enzimatica sobre su capacidad de reactivacion.

Metodologia . Penicilina G acilasa (PGA) de E. coli con
687 + 25 Ul/mL y 26 + 2 mg/mL de proteina fue
inmovilizada en soporte de glioxil agarosa[3]. La actividad
hidrolitica de la PGA fue determinada usando pHstato
(Mettler Toledo, DL50) que titula el acido fenil acético
producido por la hidrélisis de penicilina G. La unidad de
actividad hidrolitica (Ul) de la PGA fue definida como la
cantidad de enzima que hidroliza un pmol de PenicilinaG-
K por minuto de una solucién 10 mM PenicilinaG-K en
tampon fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.8 a 30°C.

Los biocatalizadores fueron inactivados hasta 75%, 50%
y 25% de actividad residual en 70% (v/v) de dioxano a
5°C y posteriormente reactivados en medio acuoso
(tampon fosfato 5mM pH 7.8 at 40°C). El rendimiento de
reactivacion se define como la razén entre la actividad
recuperada después del proceso de reactivacion y la
actividad inicial del catalizador (previo a la inactivacion).

Resultados . En la Tabla 1 se presentan las cargas de
cada uno de los catalizadores preparados.

Tabla 1. Catalizadores y sus cargas enzimaticas

Catalizador C1l Cc2 C3 C4

Carga enzimatica [Ul/g] 460,4 374,2 252,3 109.8
Proteina inmovilizada[mg/g] 29.1 22,0 14,3 6,4
Respecto a estabilidad, los cuatro catalizadores
presentaron una cinética de inactivacion similar,

obteniéndose un tiempo de vida media de 4 + 0.6 [h].

Los resultados obtenidos con los diferentes catalizadores
inactivados hasta diferentes niveles de actividad residual
y posteriormente reactivados se presentan en la Tabla 2.
En la Fig.1 se presenta, a modo de ejemplo, la cinética
de reactivacién para una de las condiciones estudiadas.

Tabla 2. Rendimientos de reactivacion de catalizadores inactivados
Rendimiento de reactivaciéon

Inactivado Inactivado Inactivado
Catalizador hasta +75% hasta £50% hasta + 25%
act. residual act. residual act. residual
C1 0,721 0,784 0,496
c2 0,742 0,965 0,721
C3 0,763 0,971 0,762
C4 0,981 1 0,743
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Fig. 1. Cinética de reactivacion de catalizadores inactivados hasta un +
25% de actividad residual

Conclusiones .

-Existe un claro efecto de la carga enzimatica sobre la
capacidad de reactivacion de los catalizadores de PGA,
debido a que cuando la proteina es desplegada, su
volumen molar aumenta considerablemente, lo que
puede ocasionar interacciones entre las moléculas de
proteina que impiden su correcto replegamiento

-Los catalizadores menos cargados favorecen el proceso
de reactivacion (cuando son inactivados hasta un £75% y
#50%); sin embargo, la baja actividad especifica de estos
catalizadores dificultaria su posible utilizacién industrial.
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