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Introduccién. La inmovilizacion por enlace covaente
multipuntual ayuda a la formacién del enlace enzima-
soporte por la disminucién de impedimentos estéricos en
el sistema. Con este método se activan grupos funcionales
convenientes para la reaccién con la enzima, existiendo
una mayor cantidad de enlaces entre la enzima y el
soporte, y por tanto, aumentando |a estabilidad del sistema.
El objetivo del trabajo es obtener un derivado enzimatico
con dta actividad dextransucrasa, evaluando varios
soportes para la seleccion del mejor sistema. Ademés,
hacer un estudio cinético del derivado enzimético y
evaluar laestabilidad térmicade éste.

Metodologia. Se obtuvo la enzima dextransucrasa a partir
de un cultivo de Leuconostoc mesenteroides y se purifico
con Polietilenglicol 4000 (15 %). Se inmoviliz6 la enzima
en 4 soportes : agarosa, sepharosa, silica gel y biogel. Se
procedié6 a inmovilizar por € méodo de Guisan con
algunas variaciones (1, 2). Para la determinacién de la
cinética enzimatica de la enzima libre e inmovilizada, se
prepararon soluciones de sacarosa a 10, 15y 20 %. Cada
10 minutos se tomo6 muestra 'y se midié la concentracién
de azUcares reductores por el método del DNS. Para la
determinacion de la estabilidad térmica se determiné la
actividad enzimética residua en el tiempo, cambiando las
temperaturas de operacion (30, 40y 50 °C)(2).

Resultados y discusion.  La enzima semi-purificada se
inmoviliz6 en los 4 soportes en una reaccion de 5 horas
donde se obtuvo el comportamiento que se muestra en la
figural.
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Fig. 1. Comportamiento de la actividad enzmaticaen e tiempo.

Como se observa el derivado sepharosadextransucrasa
retuvo la mayor actividad, y por lo tanto el mejor factor de
inmovilizacion (62,8 %). El problema més grave de la
inmovilizacion de enzimas esta en la inactivacién que
sufren, por los cambios estructurales que en ella ocurren.

Se pudo observar una constancia de la actividad
enzimatica en el sobrenadante durante el tiempo de
inmovilizacion, demostrando que la enzima no se inactivo,
sino que los geles llegaron a su maxima capacidad de
cargaefectiva.

La Fig. 2 muestra € ajuste de la ecuaciéon de Michaeles-
Menten por el método del doble reciproco.
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Fig. 2. Ajuste de las constantes de Michael es-Menten por el
método del doble reciproco.

En este caso, la Km de la enzima libre fue 3,4 veces menor
gue la de la inmovilizada. Esto se debe a que la
inmovilizacion de la enzima incorpora una resistencia
adicional alaocurrenciade lareaccion enzimética.

La estabilidad térmica fue disminuyendo al aumentar la
temperatura, pero disminuy6 la actividad mas velozmente
para la enzima libre que para la inmovilizada. Los tiempos
de vida medio a 50 °C fueron de 26,2 y 115,1 minutos
respectivamente. El ajuste de la ecuacion de Arrhenius en
el rango de temperatura de 30 a 50 °C, mostro energias de
activacion de 25,81 y 18,39 kca/mol para la enzima libre e
inmovilizada respectivamente.

Conclusiones. EI meor factor de inmovilizacion se
obtuvo en el derivado sepharosa-dextransucrasa con un
62,8 % de retencion de la actividad enzimética En €
gjuste de la ecuacion de Michaeles-Menten se obtuvo que
la Km fue 3,4 veces mas dta para la enzima inmovilizada
que para la libre. El estudio de termoestabilidad demostré
una mayor resistencia térmica para la enzima
inmovilizada.
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