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Resumen 

En este trabajo fue inmovilizada la enzima ß-galactosidasa de Aspergillus oryzae en esferas 

de quitosano, usando genipina como agente de entrecruzamiento. Para dicho objetivo se 

evaluó el pH de activación del soporte; luego, se determinó la efectividad de dicho proceso 

evaluando la actividad enzimática, el mejor pH fue 9.0 y con éste se obtuvo un rendimiento 

de inmovilización de 86.1 %, eficiencia de 43.2 %, actividad retenida de 37.5 % y actividad 

específica de 769.2 U g-1 de soporte. Al final fue analizada la estabilidad térmica, encontran-

do que la enzima inmovilizada es 2.0 veces más estable que la libre a 50 ºC y 1.6 veces a 

60 ºC; así como la estabilidad operacional, donde después de 40 lotes, se mantuvo el 100 % 

de la actividad enzimática.  
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Introducción 

La inmovilización de enzimas es 

una gran alternativa para su uso en siste-

mas industriales, por la estabilidad (reutili-

zación) que dicho proceso trae y la dismi-

nución de costos. El extendido uso de ß-

galactosidasa (ß-GAL), no sólo atiende al 

creciente mercado que demanda produc-

tos sin lactosa, pues también mejora las 

características organolépticas de alimen-

tos a base de leche. Para la inmovilización 

de ß-GAL se ha utilizado glutaraldehído 

(GLU), comprobadamente citotóxico, lo 

que limita su uso en alimentos; como al-

ternativa en este trabajo se utilizó genipina 

(GEN), pigmento natural 10,000 veces 

menos tóxico que el GLU, presente en los 

frutos de Gardenia jasminoides y Genipa 

americana L., el cual ha demostrado ser 

una excelente alternativa para su aplica-

ción en bioprocesos que involucran enzi-

mas  (Bellé, et al., 2018). 

 

 



 

 

Objetivos 

Determinar las mejores condicio-

nes para la inmovilización de ß-GAL de A. 

oryzae en esferas de quitosano usando 

GEN como agente de entrecruzamiento. 

Evaluar la estabilidad térmica y operacio-

nal del producto obtenido. 

 

Materiales y Métodos 

Las esferas de quitosano fueron 

preparadas de acuerdo con la metodolo-

gía de  Klein, et al., (2012). La GEN fue 

disuelta en soluciones con diferentes pH 

(4.0 – 12.0) en concentración de 1.5 mg 

mL-1. Así, fue colocado 20 mg de esferas 

(peso seco) en 5 mL de la solución de 

GEN y colocado en un baño maría por 1 h 

a 60 ºC. Pasado el tiempo, el soporte fue 

lavado con agua destilada y adicionada la 

solución de ß-GAL 10 U mL-1 en buffer 

acetato de sodio pH 4.5. Se dejó en agita-

ción toda la noche para favorecer el con-

tacto enzima-soporte y así, la inmoviliza-

ción.  

Se realizó la actividad enzimática 

usando como substrato una solución de o-

nitrofenil-galactopiranosídeo (ONPG) 28 

mM. La determinación fue realizada en 

espectrofotómetro a 415 nm. 

Al final fue analizada la estabilidad 

térmica del producto obtenido a 50 ºC y 60 

ºC y la estabilidad operacional usando 

lactosa al 5 % (p/v). Para eso, se adicionó 

48 mg de soporte en 4 mL de la solución 

mencionada a 40 ºC por 250 min en agita-

ción. 

 

Resultados y Discusión  

A partir de los experimentos reali-

zados, conforme a la metodología expues-

ta, se encontró que el pH fue un factor de 

gran impacto en el rendimiento y eficiencia 

de la inmovilización, reflejándose así en la 

actividad residual y específica del produc-

to obtenido.  

 

Fig. 1 Influencia del pH durante la activación en 

la actividad retenida (◆).  

El mejor pH para la activación del 

soporte, como puede observarse en Fig. 1 

Influencia del pH durante la activación en la activi-

dad retenida (◆)., fue 9.0, con un rendi-

miento de la inmovilización de 86.2 %, la 

eficiencia de 43.2 %, la actividad retenida 

fue de 37.5 % y actividad específica de 

769.2 U g-1 de soporte la activación con 

distintos pHs resultó en actividades rete-

nidas distintas, esto porque la polimeriza-

ción de la GEN depende del pH medio de 

reacción  (Reddy, Reddy, & Jiang, 2015;  

Jahren, Butler, Adams, & Cameron, 2011), 

lo cual incluso pudo ser confirmado por las 

diferentes tonalidades de azul que el so-

porte adquirió en cada pH (desde azul 

claro en pH ácido, hasta azul verdoso muy 

escuro en pH alcalino). Además, factores 

como el tiempo, temperatura, pH y con-



 

 

centración de la GEN en el medio de 

reacción inciden directamente en la poli-

merización de este compuesto  (Tillet, 

Boutevin, & Ameduri, 2011;  Neri-Numa, 

Pessoa, Paulino, & Pastore, 2017).  

Se observó que en pHs bajos, la 

actividad retenida (AR) caía drásticamente 

(pH 4; AR 1.0 %), mientras que en pHs 

mayores la diferencia aunque significativa, 

era menor (pH 12; AR 23.2 %), lo cual 

puede explicarse, ya que en condiciones 

básicas, aun cuando la GEN presenta una 

mayor polimerización interna, también 

forma cadenas largas con más grupos 

libres para formar enlace, ya en condicio-

nes ácidas, estas cadenas son pequeñas 

y rígidas, haciendo que existan menos 

posibilidades de enlace y de la enzima 

mantener su funcionalidad  (Delmar & 

Bianco-Peled, 2015;  Muzzarelli, 2009). 

A partir del análisis de la estabili-

dad térmica del producto obtenido, se en-

contró que a 50 ºC, la enzima inmovilizada 

alcanzó un tiempo de media vida de 89.2 

h y para la enzima libre de 43.8 h, es de-

cir, 2.0 veces más estable siendo inmovili-

zada; a 60 ºC los resultados fueron de 

44.3 y 28.0 min respectivamente para la 

enzima inmovilizada y libre; o sea, más 

estable 1.6 veces; lo anterior puede expli-

carse por la matriz polimérica que se for-

ma entre la enzima, genipina y quitosano 

por enlaces covalentes, que aumenta la 

rigidez conformacional de la enzima, dán-

dole una mayor estabilidad y tolerancia a 

las mudanzas que puedan ocurrir en el 

medio de reacción comparado con la en-

zima libre (Bhandari, Gupta, & Hari, 2009). 

Por último, la capacidad de reúso 

de una enzima inmovilizada ofrece una 

ventaja sobre la enzima libre en su aplica-

ción industrial para la reutilización, estabi-

lidad y consecuentemente la reducción de 

costos (Sheldon & van Pelt, 2013), en este 

trabajo como aparece en la Fig. 2 Estabilidad 

operacional. Ciclos de 250 min a 40 ºC usando 

solución de lactosa al 5 % (p/v). consiguió 

reusarse el producto obtenido por 40 ci-

clos, manteniendo el 100 % de la actividad 

inicial, lo cual indica una alta estabilidad y 

eficiencia. 

 

Fig. 2 Estabilidad operacional. Ciclos de 250 min 

a 40 ºC usando solución de lactosa al 5 % (p/v). 

 

Conclusiones 

Logró inmovilizarse la enzima ß-

GAL con una alta actividad residual y es-

pecífica. Así, pudo obtenerse un producto 

muy estable frente a la temperatura cuan-

do comparado con la enzima libre y con 

un excelente desempeño en un proceso a 

micro escala, prometiendo así un gran 

potencial de uso industrial. 
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