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Resumen 

La β-galactosidasa o lactasa es una enzima de gran importancia en la industria láctea, 

sin embargo en los procesos industriales, el empleo de enzimas en solución conlleva 

ciertas desventajas operativas, convirtiendo a los sistemas inmovilizados la alternativa 

tecnológica más adecuada y rentable. El objetivo del presente proyecto de investigación 

es evaluar la actividad de la β-galactosidasa inmovilizada en perlas de quitosano 

reticulado con dos agentes funcionalizantes, el glutaraldehído y el almidón oxidado, en 

dos concentraciones, 1% y 3%. A partir de los ensayos se concluye que el mejor 

reticulante del quitosano es el glutaraldehído sin un efecto significativo de la 

concentración. Para las cinco variables analizadas, los mejores valores son, 31.07 

U/gss de actividad inmovilizada específica, 9.96% de actividad recuperada y 98.08% de 

lactasa retenida en el soporte al emplear glutaraldehído al 1%, un 100% de rendimiento 

usando glutaraldehído al 3% y un 24.7% de eficiencia  con almidón oxidado al 1%. En 

esta investigación se comprueba que el glutaraldehído es un excelente reticulante del 

quitosano maximizando sus propiedades como soporte, sin embargo, siendo ésta de las 

primeras donde se reporta al sistema quitosano-almidón oxidado para la inmovilización 

de la β-galactosidasa, y con base a los resultados, el almidón oxidado es un agente 

reticulante prometedor en los sistemas de inmovilización enzimática.  

Palabras clave: 

• β-GALACTOSIDASA 

• INMOVILIZACIÓN 

• QUITOSANO 

• GLUTARALDEHÍDO 

• ALMIDÓN OXIDADO 
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Abstract 

β-galactosidase or lactase is an enzyme of great importance in the dairy industry, 

however in industrial processes, the use of soluble enzymes involves certain operational 

disadvantages, making immobilization systems the most suitable and profitable 

technological alternative. The objective of this research project is to evaluate the activity 

of immobilized β-galactosidase in chitosan beads cross-linked with two functionalizing 

agents, glutaraldehyde and oxidized starch, in two concentrations, 1% and 3%. From the 

assays, it is concluded that the best crosslinking agent for chitosan is glutaraldehyde 

without a significant effect on the concentration. For the five variables analyzed, the best 

values are 31.07 U/gss of specific immobilized activity, 9.96% of recovered activity, and 

98.08% of lactase retained in the support when 1% glutaraldehyde was used, a 100% 

yield when was used 3% glutaraldehyde and 24.7% immobilization efficiency with 1% 

oxidized starch. As in many investigations, glutaraldehyde is found to be a remarkable 

crosslinking agent for chitosan, maximizing its properties as a support, however, this 

research is one of the first where the chitosan-oxidized starch system is reported for the 

immobilization of β-galactosidase, and based on the results, oxidized starch is a 

promising crosslinking agent for enzyme immobilization systems. 

Key words: 

• β-GALACTOSIDASE 

• IMMOBILIZATION 

• CHITOSAN 

• GLUTARALDEHYDE 

• OXIDIZED STARCH 
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Capítulo 1: Introducción 

Antecedentes 

La β-galactosidasa, también conocida como lactasa, fue descubierta en 1894 y 

desde esa fecha ha sido empleada en muchos procesos, siendo los industriales 

aquellos de mayor desarrollo en la actualidad. (Vera et al., 2020; Vera & Illanes, 2016). 

Las investigaciones direccionadas a la inmovilización de la β-galactosidasa datan de la 

década de 1970 (T. P. Shukla & Wierzbicki, 1975), en el artículo de revisión realizado 

por Finocchiaro, Olson, & Richardson, (1980) se mencionaban las diversas fuentes de 

obtención de la enzima, Aspergillus niger, Kluyveromyces lactis, Escherichia coli, 

Aspergillus oryzae y Curvularia inaequalis, y los soportes que fueron empleados para la 

inmovilización, destacando las resinas de intercambio iónico, hidrogeles de agarosa, 

métodos con colágeno modificado y fibras de celulosa, sistemas de soporte de vidrio 

poroso, encapsulaciones con celulosa y nylon, etc.  

En la actualidad existen muchas investigaciones con diferentes matrices y 

soportes empleados para la inmovilización de la β-galactosidasa, por ejemplo matrices 

de celulosa y concanavalina A (Ansari & Husain, 2010), macro y mico partículas de 

quitosano (Klein et al., 2012, 2013), matrices de silice (Li et al., 2018), nanopartículas 

magnéticas (Pan et al., 2009), soportes clásicos como las perlas de alginato de calcio 

(Becerra et al., 2001), soportes sintéticos con resinas de intercambio iónico (Guidini et 

al., 2010), en membranas de polisulfona (Gonawan, 2019), nanopartículas (Alshanberi 

et al., 2021; Selvarajan et al., 2019) etc., que han direccionado las investigaciones a la 

aplicación a escala industrial. 

Los sistemas de inmovilización con quitosano se registran en los años 1970 en 

adelante, sus ventajas atractivas como la abundancia de su el precursor, quitina, en 
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muchos sistemas biológicos y su poca toxicidad lo volvieron un material llamativo para 

el uso en industria principalmente la alimenticia (Muzzarelli, 1980). Las primeras 

investigaciones del quitosano para la inmovilización de la β-galactosidasa se realizaban 

empleando el glutaraldehído como agente funcionalizante (Bissett & Sternberg, 1978; 

Leuba & Widmer, 1977; Stanley, W. & Watters, G. 1975 citado por Muzzarelli, 1980). 

En la actualidad las formulaciones con quitosano para su empleo como soporte 

en la inmovilización de lactasa se han ido modificando, ejemplos como: soportes con 

sílice y quitosano (Ricardi et al., 2018), nanopartículas magnéticas de quitosano 

(Joseph et al., 2021; Pan et al., 2009), hidrogeles con quitosano, ácido acrílico, N-N’-

metilenbisacrilamida y persulfato de potasio (Wolf et al., 2021), etc. A fin de emplear 

otros agentes reticulantes que no tengan características tóxicas como el glutaraldehído 

(Zeiger et al., 2005) se han investigado reticulantes como la genipina (Klein et al., 2016) 

o la epiclorhidrina (Urrutia et al., 2018). En esta investigación se propone el empleo del 

almidón oxidado como sustituto del glutaraldehído debido a que las reacciones entre los 

grupos funcionales del almidón y el quitosano son las mismas que con el glutaraldehído, 

es decir se forman bases de Schiff (Tharanathan, 2005). 

El almidón oxidado se ha empleado para inmovilizar enzimas, en la investigación 

de Jiugao et al., (1994)  empleo el almidón oxidado con periodato para la inmovilización 

de la ureasa o para esta misma enzima se empleó almidón dialdehído poroso (Luo & 

Fu, 2010), este polímero también se ha empleado para β-galactosidasa a través de los 

agregados de enzimas reticuladas (CLEA) o las investigaciones más actuales se han 

centrado en el desarrollo de nanopartículas magnéticas con almidón dialdehído (Qiu et 

al., 2020; X. Yang et al., 2019; Ziegler-Borowska, 2019). Tan solo se encontró una 

investigación donde se empleaba el almidón oxidado como agente funcionalizante de 

quitosano, en el trabajo realizado por Chen et al., (2010), se empleó almidón dialdehído 
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con un grado de oxidación del 90% para la inmovilización de xilanasa logrando una 

recuperación de la actividad superior a la actividad obtenida con glutaraldehído, 60.8% y 

54.2% respectivamente, con esta investigación se aclara el panorama sobre la 

posibilidad de usar este polímero modificado de bajo costo junto con el quitosano para 

la inmovilización de la lactasa. 

Justificación 

Alrededor del 70% de la población mundial adulta es intolerante a la lactosa 

(Dutra Rosolen et al., 2015), según Paz y Miño, (2016) un 70% de la población mestiza 

es en cierto grado intolerante a la lactosa, y considerando que en el país anualmente se 

producen aproximadamente 5.02 millones de litros de leche cruda por día donde el 37% 

de la leche se destina para el autoconsumo y un 53% es captado por las industrias para 

la elaboración de los productos y derivados lácteos en general (CILEcuador, 2018); la 

cantidad de leche que debe ser procesada para conseguir productos sin lactosa es muy 

grande de ahí la necesidad de emplear procesos eficientes para la utilización de la 

lactasa. 

Las enzimas catalizan una variedad de reacciones siendo de mucho interés en 

la industria química, farmacéutica, alimenticia, química ,etc., sin embargo su empleo en 

forma de solución involucra varias dificultades técnicas importantes pues, en forma libre, 

las enzimas pierden estabilidad operativa si se emplean por largos periodos, el 

almacenamiento prolongado reduce su vida útil y una vez que se han vertido en una 

mezcla, la recuperación de estas es difícil impidiendo su reúso y encareciendo los 

procesos por la necesidad de una adquisición continua (Brena & Batista-Viera, 2006; 

Homaei et al., 2013). Los métodos de inmovilización permiten la reutilización de las 

enzimas al facilitar su separación del medio de reacción, además se ha visto que 
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mejoran el rendimiento, la estabilidad operacional y de almacenamiento, la especificidad 

y permiten el uso de las enzimas de forma continua (Li et al., 2017; Mateo et al., 2007; 

Xavier et al., 2018).  

Para las aplicaciones industriales, el proceso de inmovilización debería cumplir 

con varias características: simplicidad en el método de fabricación del soporte y bajos 

costos de la materia prima; adicionalmente, al hablar de una enzima de amplio uso en la 

industria alimenticia, las características de biocompatibilidad y no toxicidad del soporte 

son necesarias (Garcia-Galan et al., 2011; Klein et al., 2013). El quitosano, un 

poliaminosacárido que es subproducto de los desechos de la industria acuícola, cumple 

con las características mencionadas y en adición presenta propiedades antibacterianas 

contra microorganismos Gram positivos y negativos (Krajewska, 2004; Venugopal, 

2019), y que ya ha sido empleado en sistemas de inmovilización enzimática (Nu et al., 

2017; Z.-X. Tang et al., 2012; Tharanathan, 2005) 

Según la información recopilada por Satar, Jafri, Rasool, & Ansari, (2017), la β-

galactosidasa ha sido inmovilizada en variedad de soportes (gelatina, alginato de calcio, 

quitosano, agarosa, grafito, nanopartículas magnéticas, etc.) con ayuda del 

glutaraldehído como agente de reticulación que no solo activa los soportes al formar 

enlaces entre sus grupos carboxilo con los grupos amino de la enzima sino que también 

mejora la resistencia mecánica del soporte optimizando su rendimiento y evitando la 

descomposición en condiciones desfavorables (Klein et al., 2012; Satar et al., 2017). El 

glutaraldehído, sin embargo, es un agente irritante y corrosivo de la piel, ojos y vías 

respiratorias si no es manipulado con cuidado (Takigawa & Endo, 2006; Zeiger et al., 

2005). Estudios sobre la toxicidad del glutaraldehído en solución demuestran que a 

bajas concentraciones (0.5 ppm), durante una exposición de tres días, puede provocar 

la muerte celular de cultivos in vitro de fibroblastos (Sung et al., 1999). 
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Por otro lado, el almidón oxidado se han estudiado bastante en unión con el 

quitosano para la formación de hidrogeles con efectos antimicrobianos (R. Tang et al., 

2003)  o como biopolímeros estructurales para ingeniería de tejidos y reparación de 

cartílagos (Kamoun, 2016), estas aplicaciones se han estudiado por las características 

de biocompatibilidad y biodegradabilidad de los hidrogeles (Teng, 2012). Así como el 

glutaraldehído, este polisacárido oxidado por reacciones de base de Schiff entre sus 

grupos carbonilo y los grupos amino de la enzima y puede emplearse para provocar la 

unión covalente de la β-galactosidasa con el quitosano (Hongge Chen et al., 2010).  

Con estas consideraciones, el desarrollo de matrices económicas, 

biocompatibles y capaces de mejorar las características de la enzima se vuelve un tema 

de gran importancia para las industrias que emplean lactasa como parte de su proceso 

productivo.  

Objetivos de la investigación 

Objetivo general del proyecto 

Evaluar la actividad de la β-galactosidasa inmovilizada en perlas de quitosano 

funcionalizadas con los agentes reticulantes, glutaraldehído y almidón oxidado. 

Objetivos específicos del proyecto 

1. Caracterizar la enzima y el soporte empleado en la inmovilización para 

establecer las condiciones idóneas de ensayo. 

2. Explorar el efecto de utilizar glutaraldehído y almidón oxidado como agentes 

funcionalizantes de las perlas de quitosano en los parámetros de actividad, 

rendimiento y eficiencia de la inmovilización. 

Hipótesis de la investigación 

• La inmovilización de la β-galactosidasa con el almidón oxidado como agente 

reticulante presenta características similares a la inmovilización con 

glutaraldehído. 
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• La concentración de los agentes reticulantes tienen un efecto significativo en la 

inmovilización de la β-galactosidasa. 
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Capítulo 2: Marco teórico 

Lactosa 

La lactosa (nombre IUPAC 4-O-(β-D-galactopiranosil)-D-glucopiranosa) es un 

disacárido reductor por la presencia del grupo hemiacetal libre de la glucosa, está 

presente en la leche de la mayoría de mamíferos y se forma por la unión de una 

molécula de galactosa y una de glucosa mediante un enlace glucosídico β que une los 

grupos hidroxilo del carbono C1 y el carbono C4 de los respectivos monosacáridos 

(Fox, 2009; Mckee & Mckee., 2014; Ouellette & Rawn, 2018). 

Figura 1 

Estructura química de la lactosa. 

 

Nota: Modificado de Gonawan, (2019) 

La concentración de la lactosa en la leche dependerá de la especie, la leche de 

los primates, incluida la del humano, tiene las concentraciones más altas de lactosa, 

7%, siendo la leche del mono verde la de mayor concentración, 10.2%; en el caso de la 

leche de vaca tiene una concentración de lactosa del 4.8% siendo este valor igual para 

la leche de oveja, de búfalo silvestre y de gato, etc. (Fox et al., 2015; Walker & Thomas, 

2019). 
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La lactosa al ser un azúcar reductor puede formar un hemiacetal creando un 

nuevo centro quiral que provoca que la lactosa tenga dos anómeros, α y β, 

intercambiándose entre ellos por mutarrotación, estos anómeros tienen propiedades 

diferentes de rotación, solubilidad y cristalización (Fox, 2009). La lactosa es mucho 

menos dulce que la sacarosa y fructosa y de los menos solubles en comparación a los 

otros azúcares (Harper, 1992; Illanes, 2016). 

La lactosa, en la industria, suele emplearse como agente endulzante en 

productos en donde no es requerido altos niveles de azúcar, se lo utiliza como 

ingrediente de fórmulas infantiles, en la industria farmacéutica es empleado para el 

recubrimiento o relleno de tabletas y suele ser la principal fuente de carbono para las 

bacterias ácido lácticas que participan en la elaboración de productos lácteos 

fermentados (Audic et al., 2003; Fox, 2009).   

En la leche, la lactosa es fácilmente metabolizada durante el periodo de 

lactancia, sin embargo al pasar esta etapa la producción de la β-galactosidasa se ve 

sustancialmente reducida en las paredes intestinales lo que provoca una inadecuada 

metabolización que deriva en la producción de ácido láctico e hidrógeno generando los 

síntomas gastrointestinales comunes de la intolerancia a la lactosa, hinchazón 

abdominal, calambres intestinales, diarrea, flatulencia, dolor de cabeza e incluso 

problemas en la piel y articulaciones (Dutra Rosolen et al., 2015; Morelli et al., 2019; 

Szilagyi et al., 2019; Walker & Thomas, 2019). Alrededor del 70% de la población tiene 

intolerancia a la lactosa o es en cierto porcentaje incapaz de hidrolizarla por una 

insuficiente síntesis de lactasa (Szilagyi et al., 2019) provocando que la industria láctea 

cada día mejore los procesos para la obtención de productos libres de lactosa o bajos 

en lactosa siendo la β-galactosidasa la primera opción para conseguir la hidrólisis de 

este disacárido (Dutra Rosolen et al., 2015). 
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Otra fuente importante de lactosa y que es considerado material de desecho de 

las industrias lácteas es el suero de leche, y el permeado de suero teniendo este último 

una cantidad aproximada de lactosa del 85% en base seca (Illanes, 2016). El suero, que 

posee la mayor parte de la lactosa, se obtiene durante la elaboración de los quesos una 

vez que se ha formado la cuajada y la lactosa residual que queda en el queso es 

consumida gradualmente en el proceso de fermentación (Corzo et al., 2010); 

dependiendo del tipo de queso elaborado se pueden obtener dos sueros diferentes, el 

ácido y el dulce, siendo el primero el resultado de la producción del queso cottage por 

acidificación de la leche obteniéndose un suero de pH 5 o inferior, mientras que el 

segundo, un suero de pH 6, es el subproducto de la coagulación enzimática de la leche 

en la producción de la mayoría de quesos (Illanes, 2016; Zall, 1992). 

En Ecuador, según el Centro de la Industria Láctea (CIL) se generan diariamente 

900000 litros de suero al procesar 1.2 millones de litros de leche en la producción de 

queso y tan solo un 10% del suero de leche líquido es nuevamente empleado por la 

industria láctea (Mendoza & González, 2018), que según el Acuerdo Interministerial No. 

177 solo es posible por parte de las industrias que cuenten con el certificado de Buenas 

Prácticas de Manufactura registrado en la ARCSA, para la elaboración de productos 

pulverizados y en la elaboración de quesos de suero o bebidas de suero debidamente 

etiquetadas (MPCEIP et al., 2019). El resto del suero, a nivel de industrial artesanal 

principalmente, suele emplearse como fuente de alimento para animales o descartado 

al alcantarillado convirtiéndose en un problema de contaminación pública (Marcial, 

2012) puesto que la demanda química de oxígeno (DQO) de un litro de suero de leche 

se encuentra entre 60-70 g/L y la demanda bioquímica de oxígeno (DBO) entre un 35-

45 g/L (Mawson, 1994) debiendo ser tratado previo a su disposición al cuerpo de agua 

receptor. 
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Enzimas 

Conceptos básicos 

Las enzimas en su mayoría son proteínas que poseen funciones catalíticas que 

al unirse a un ligando (moléculas de pequeño tamaño e inclusive otras proteínas) a 

través del sitio de fijación o sitio activo cambian su estructura tridimensional 

favoreciendo la formación del producto sin consumirse o afectarse permanentemente al 

concluir la reacción  (Bender et al., 2016; Feduchi et al., 2011). Las enzimas al ser 

catalizadores aumentan la velocidad de las reacciones químicas disminuyendo la 

energía de activación de modo que las moléculas pueden superar más rápido la barrera 

energética y se transforman en productos (Nelson & Cox, 2005). 

En general la actividad catalítica de las enzimas depende principalmente de las 

interacciones entre el sustrato y los aminoácidos que conforman el sitio activo sin 

embargo algunas enzimas requieren de componentes adicionales para funcionar a 

plenitud, los cofactores y las coenzimas, los primeros son iones metálicos como Mg2+, 

Zn2+, Ca2+, etc., que suelen ser parte de la estructura proteica e incluso algunos se 

pueden unir al sustrato y mejorar la interacción con la enzima; los segundos hacen 

referencia a moléculas orgánicas o metaloorgánicas complejas que participan en el 

transporte transitorio de grupos funcionales, la mayoría se derivan de las vitaminas 

(Mckee & Mckee., 2014; Nelson & Cox, 2005; Punekar, 2018). En el caso de la β-

galactosidasa un cofactor que afecta positivamente la actividad catalítica de la enzima 

es el ion Mg2+ y cuya presencia se ha visto puede mejorar un 135% la actividad de la 

enzima inmovilizada (Ansari & Husain, 2010).  

Cuando se habla sobre la caracterización de las enzimas lo primero que se debe 

considerar es el estudio de la catálisis enzimática mediante ensayos de cinética con los 
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cuales es posible determinar la velocidad de la reacción, es decir formación de producto 

por unidad de tiempo, al emplear concentraciones de sustrato mucho mayores a la 

concentración de la enzima (Nelson & Cox, 2005). Las reacciones enzimáticas, 

sencillas, tienen principalmente tres etapas de reacción la primera corresponde a una 

cinética de primer orden donde la relación de la formación de producto a través del 

tiempo es lineal, una segunda etapa curvilínea donde la formación del producto se ve 

disminuida y la tercera etapa correspondiente a una cinética de orden cero que sin 

importar el tiempo transcurrido no se obtendrá una mayor concentración de producto, es 

decir, la velocidad no va variar así se aumente la concentración de sustrato (Feduchi et 

al., 2011). 

Figura 2  

Transcurso de la reacción enzimática a través del tiempo con concentración constante 
de enzima. 

 

Nota: Tomado de Feduchi et al., (2011). 

Del mismo modo para los estudios de cinética enzimática se debe considerar 

que existen factores externos que influyen notablemente en el desempeño de las 

proteínas, la temperatura y el pH. La temperatura tiene un efecto directo a nivel 

energético en las reacciones químicas y en la enzima favorece positivamente la 
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conformación tridimensional durante el acople con el sustrato, cuando la temperatura de 

la reacción está a la temperatura óptima de la enzima está cataliza la conversión del 

sustrato con su máxima eficiencia, sin embargo se debe tener cuidado de no trabajar 

con temperaturas elevadas porque se produciría la desnaturalización de la proteína 

provocando que esta pierda su función catalítica (Feduchi et al., 2011; Mckee & Mckee., 

2014). 

El pH, como medida de concentración de los iones hidrógeno, tiene un efecto 

directo en la afinidad del sustrato debido a que las variaciones en los estados de 

ionización de los grupos ácido-base de las cadenas laterales pueden alterar las 

interacciones con el sustrato, e incluso si existen modificaciones importantes en los 

grupos funcionales se puede ver afectada la estructura terciaria de la proteína. Cuando 

las variaciones del pH son muy bruscas la enzima tiende a desnaturalizarse (Feduchi et 

al., 2011).  

La 𝜷-galactosidasa 

Generalidades 

La β-galactosidasa (β-D-galactósido galactohidrolasa, EC 3.2.1.23) es una 

glicosil hidrolasa que cataliza la hidrólisis de los enlaces β-glicosílicos de los β-D-

galactosidos como la lactosa, específicamente los terminales no reductores de la β-D-

galactosa (Gonawan, 2019; Moss, 2020). Esta enzima está presente en una gran 

variedad de organismos, en animales las fuentes principales son los intestinos, en 

vegetales como manzanas, melocotones, albaricoques y almendras y en 

microorganismos como hongos, levaduras y bacterias (Harju et al., 2012; Husain, 2010; 

T. P. Shukla & Wierzbicki, 1975). Entre los microorganismos de mayor importancia 

industrial están los hongos: Aspergillus aryzae y Aspergillus niger, las levaduras: 
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Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces fragilis y las bacterias: Escherichia coli cuya β-

galactosidasa fue una de las más estudiadas debido a la importancia del operon Lac en 

los estudios de regulación génica y de expresión, Bacillus sp. y Lactobacillus sp. 

(Anisha, 2017; Dutra Rosolen et al., 2015; Illanes, 2016). 

La β-galactosidasa de Kluyveromyces lactis es una de las enzimas de más 

amplio uso en la industria (Plou et al., 2017). La lactasa es parte de la familia GH2 

correspondiente a las glicosil hidrolasas procariotas y por eso su similitud estructural y 

catalítica con la β-galactosidasa de E. coli (Plou et al., 2017). En análisis estructurales 

por cristalografía se ha observado que la β-galactosidasa de Kluyveromyces lactis es 

una enzima tetramérica de cuatro subunidades formada por la dimerización de dímeros 

poseyendo dos sitios activos y donde cada subunidad, de aproximadamente 1024 

residuos y 119 kDa, pose cinco dominios localizándose el sitio activo en el dominio 3 

(Figura 3); contiene iones de magnesio y sodio que son claves durante la hidrólisis por 

estar directamente asociados con el acomodamiento de la galactosa en el sitio activo 

(Pereira-Rodríguez et al., 2012).  

Empleando la técnica espectroscópica de dicroísmo circular, en la investigación 

de Kayukawa et al., (2020) se pudo determinar que la estructura secundaria de la β-

galactosidasa de Kluyveromyces lactis está compuesta aproximadamente por “un 

22.6% de hélices α, un 29% de láminas β, un 20.9% de giros β y un 27.5% de espirales 

al azar (random coil)”.  
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Figura 3  

Representación tridimensional de la estructura de la β-galactosidasa de Kluyveromyces 
lactis. 

 

Nota: a) Representación superficial de la estructura cuaternaria de la β-galactosidasa 

como tetrámero (subunidades A, B, C y D), b) representación superficial de la estructura 

terciaria de una subunidad y c) representación en “cartoon” de la estructura secundaria 

de una subunidad. Fuente: Tomado de Pereira-Rodríguez et al., (2012) 

La β-galactosidasa tiene actividad hidrolítica y de transgalactosilación donde la 

primera cataliza la conversión de lactosa en glucosa y galactosa, monosacáridos de 

fácil digestión, y con la segunda, en presencia de altas concentraciones de lactosa, se 

cataliza la formación de los galactooligosacáridos (GOS)  al transferir los 

monosacáridos residuales (glucosa o galactosa) a moléculas de lactosa (Figura 4) 

conformando polímeros de difícil digestión que son empleados como prebióticos de la 
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microbiota intestinal favoreciendo la actividad del sistema inmune (Gonawan, 2019; 

Klein et al., 2013). 

Figura 4  

Proceso de hidrólisis y transgalactosilación de la lactosa. 

 

Nota: Tomado de Gonawan, (2019) 

La reacción de hidrólisis de la lactosa dentro del sitio activo de la β-

galactosidasa tiene lugar en dos pasos por acción de dos grupos funcionales, en el 

primer paso el grupo imidazol actúa como nucleófilo porque ataca el centro anomérico 

del carbono C1 del β-galactósido produciendo el complejo galactosil-enzima y el 

segundo grupo, el grupo sulfhidrilo (-SH) actúa como un ácido que protona el átomo de 

oxígeno del enlace glicosídico activando la aglicona permitiendo la liberación del residuo 

glucosilo, en el segundo paso de la reacción el anión sulfhidrilo (S-) actúa como base 
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para extraer un protón del agua facilitando el ataque del grupo hidroxilo (OH-) en el 

aceptor de galactosa que al recuperar su forma ácida ataca el complejo enzimático 

liberando la galactosa del sitio activo de la enzima (T. P. Shukla & Wierzbicki, 1975; 

Vera et al., 2020). 

Para los estudios de actividad de la β-galactosidasa es factible el empleo de la 

lactosa como sustrato calculando la glucosa o galactosa residual y debido a las 

reacciones de transferencia se suele aconsejar la determinación de la aparición de 

producto como la desaparición del sustrato (Richmond et al., 1980). En la actualizad el 

sustrato más empleado para los ensayos de actividad es el o-nitrofenil-β-D-

galactopiranósido (ONPG) que es un sustrato cromogénico sintético que al hidrolizarse 

librera el o-nitrofenol que puede ser cuantificado por métodos espectrofotométricos a 

420 nm (Anisha, 2017). En estudios con β-galactosidasa de E. coli se observó que las 

tasas de reacción (actividad) para el ONPG son mucho mayores en comparación con la 

lactosa (Ladero et al., 2001). En esta investigación se decidió emplear lactosa como 

sustrato para los ensayos de actividad 

Dependiendo de las fuentes de la β-galactosidasa las condiciones de trabajo 

varían, por ejemplo aquellas enzimas procedentes de levaduras son empleadas en la 

hidrólisis de la lactosa en leche o suero dulce por tener un pH óptimo entre 6.5 y 7 

mientras que aquellas enzimas provenientes de hongos trabajan en condiciones ácidas, 

pH 3.0 a 5.0 siendo óptimas para la hidrólisis de suero ácido (Anisha, 2017; Nath et al., 

2014). En el caso de la β-galactosidasa de Kluyveromyces lactis, Ha-LactaseTM 5200 de 

CHR HANSEN, en rango de pH es de 6.5 a 8.0 y que por otras investigaciones se sabe 

que el óptimo es de 6.5 a 7 (Klein et al., 2013). 
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Aplicaciones de la β-galactosidasa 

Entre las primeras aplicaciones de la lactasa tenemos la elaboración de 

productos para las personas con intolerancia a la lactosa como la leche deslactosada, 

que industrialmente se obtiene por el empleo de la enzima en solución aunque ya 

existen empresas que utilizan sistemas inmovilizados para este propósito (Vera et al., 

2020), productos bajos en lactosa como yogures y helados (T. P. Shukla & Wierzbicki, 

1975), la enzima per se, sola o junto con otras enzimas digestivas, como suplemento 

para personas con intolerancia (Vera et al., 2020).  

Adicionalmente la lactosa hidrolizada de la leche y el suero puede mejorar las 

características sensoriales y tecnológicas de los alimentos, por ejemplo en la 

producción de productos basados en leche concentrada (leche condensada, leche 

evaporada, leche congelada o helado) donde es necesaria la hidrólisis de la lactosa 

para minimizar su cristalización y aumentar su solubilidad (Mariotti et al., 2008; Xavier et 

al., 2018). La β-galactosidasa también puede utilizarse para tratar el problema de 

contaminación que genera el suero de leche y el permeado de suero que es descartado 

por la industria quesera al reducir la lactosa, el principal compuesto de estas soluciones 

y el de mayor aporte en cuando a DBO y DQO, y que no solo lo reduce o elimina sino 

que la β-galactosidasa es capaz de sintetizar productos de alto valor agregado 

empleando dichas fuentes como materia prima (Vera et al., 2020). 

Los siguientes derivados de la lactosa obtenidas por la acción hidrolítica y sobre 

todo de transgalactosilación de la lactasa han ido ganando mayor interés a nivel 

industrial promoviendo la investigación y el desarrollo tecnológico durante los últimos 

tiempos a fin de mejorar la producción a grandes escalas. 
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Los galacto-oligosacáridos (GOS) son prebióticos de alto interés alimenticio que 

se obtienen por la actividad de transagalactosilación de la lactasa al transferir los 

residuos de galactosa obtenidos de la hidrólisis a una unidad de glucosa de una nueva 

molécula de lactosa u otro tipo de sacáridos (Basso & Serban, 2019; Gonawan, 2019). 

La tagatosa es un endulzante que se puede obtener del aprovechamiento de la 

lactosa, como paso inicial es necesaria la hidrólisis de la lactosa, la glucosa residual es 

eliminada por deglicosilación y finalmente la galactosa es epimerizada en tagatosa con 

hidróxido de calcio Ca(OH)2 aireado (Basso & Serban, 2019). 

La lactulosa es un isómero de la lactosa cuyo residuo de glucosa es convertido 

en fructosa (Playne & Crittenden, 2009), empleando β-galactosidasa es posible 

sintetizar este disacárido usando lactosa y fructosa como sustratos iniciales (Guerrero et 

al., 2011; Lee et al., 2004), y durante estas reacciones también es posible encontrar la 

formación de los fructosil-galacto-oligosacáridos (fGOS) (Vera et al., 2020). 

La lactosacarosa es un trisacárido edulcorante obtenido al emplear β-

fructofuranosidasas en una reacción de transfructosilación donde un residuo de fructosa 

proveniente de la sacarosa es transferido a la glucosa; tiene efecto bifidogénico siendo 

considerado por tanto como prebiótico estimulante de la microbiota intestinal (Gänzle et 

al., 2008; Playne & Crittenden, 2009; Vera & Illanes, 2016). Sin embargo es posible 

emplear β-galactosidasas inmovilizadas para la elaboración de lactosacarosa usando 

como sustratos lactosa y sacarosa observándose también la formación de otros 

oligosacáridos (Duarte et al., 2017). 

La cantidad de microorganismos que son capaces de emplear lactosa como 

fuente de carbono es bastante limitada en comparación a los microorganismos que 

emplean la glucosa y galactosa como fuente de energía (Dutra Rosolen et al., 2015; 
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Siso, 1996) permitiendo que el hidrolizado de suero gane valor en el mercado que 

busca emplear materia prima barata para la elaboración de sus productos, entre los que 

se pueden destacar: el metano, bioetanol, biobutanol, acetona, ácidos orgánicos, 

aminoácidos, vitaminas (Audic et al., 2003; Illanes, 2016) e incluso biomasa de cultivos 

celulares que son de importancia comercial para la producción de proteína (Kosaric & 

Asher, 2005). 

Inmovilización enzimática 

Generalidades 

La inmovilización de enzimas se refiere al atrapamiento o confinamiento físico de 

la enzima en una región del espacio de un soporte permitiendo que esta mantenga su 

actividad catalítica favoreciendo su uso en forma continua y repetitiva (Brena & Batista-

Viera, 2006; Tosa et al., 1966 citado por Todea et al., 2020). Para lograr la 

inmovilización existen métodos físicos (suelen existir interacciones débiles entre la 

enzima y el soporte) como adsorción, encapsulación y atrapamiento o métodos 

químicos como la unión covalente o iónica, la reticulación que generalmente forma 

uniones covalentes, la conjugación electroquímica o por afinidad de ligandos y la 

autoinmovilización enzimática con el método de agregados enzimáticos reticulados 

(CLEA por su nombre en inglés) (Dwevedi, 2016; Selvarajan et al., 2019; Wang, 2012).  

La inmovilización enzimática puede tener lugar en una variedad de soportes y 

dependiendo de los objetivos que se pretenden conseguir, los biocatalizadores o 

sistemas de inmovilización tendrán diferentes propiedades mecánicas, bioquímicas y 

cinéticas (Homaei et al., 2013). Existen una variedad de matrices que han sido 

empleados como soportes para la inmovilización de las enzimas: polímeros orgánicos 

sintéticos, biopolímeros, hidrogeles, soportes inorgánicos, polímeros inteligentes, 
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nanopartículas de oro o magnéticas, nanofibras, nanotubos, etc. (Dwevedi, 2016; 

Homaei et al., 2013; Wang, 2012). 

En esta investigación la inmovilización para la β-galactosidasa se realiza en el 

hidrogel de quitosano mediante inmovilización de tipo química donde por 

entrecruzamiento con un agente bifuncional se activan los grupos amina (-NH2) del 

quitosano y el otro grupo funcional libre es capaz de interactuar con los grupos amina (-

NH2) de la enzima formando las bases de Schiff que son enlaces de tipo covalente 

(Dwevedi, 2016; Wang, 2012). 

Ventajas y desventajas de la inmovilización 

El empleo de enzimas solubles en los procesos industriales puede presentar 

varias desventajas como su alta sensibilidad a condiciones desnaturalizantes que 

pueden presentarse durante el proceso productivo por efecto de las variaciones de 

temperatura, pH y sustancias en niveles traza que pueden actuar como inhibidores, es 

posible también observar contaminación en los procesos debido a la homogeneidad de 

los sistemas de catálisis y sobre todo lo complicado que puede ser la recuperación y 

reutilización de la enzima en su forma activa una vez que ha sido mezclada con el 

sustrato, así como la falta de estabilidad operativa a largo plazo (Homaei et al., 2013; 

Sheldon & van Pelt, 2013). 

Dichas desventajas del trabajo con enzimas en solución pueden superarse al 

emplear sistemas de inmovilización porque permiten mejorar el trabajo con las enzimas 

debido a que estos sistemas son sólidos y pueden ser fácilmente separados y 

recuperados, adicionalmente permiten la reutilización de la proteína volviendo los 

procesos rentables, la inmovilización también aporta estabilidad a la enzima en 

condiciones operativas y de almacenamiento pues se mantiene la actividad enzimática, 
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y una vez que las enzimas han sido inmovilizadas se vuelven resistentes a las 

variaciones ambientales sobre todo de pH y temperatura. Con los sistemas de 

inmovilización se consiguen mejores rendimientos y productividades más altas debido al 

reuso durante múltiples ciclos permitiendo su operación en formatos tipo Bach o 

continuos, y se pueden aplicar métodos de co-inmovilización para la obtención de 

biocatalizadores multifunción (DiCosimo et al., 2013; Homaei et al., 2013; Sheldon & 

van Pelt, 2013).  

A pesar de todas esas ventajas, se ha observado que generalmente la 

inmovilización afecta las propiedades catalíticas de la enzima comprobándose 

alteraciones cinéticas desfavorables como un mayor valor para la constante de 

Michaelis y una reducción de la actividad respecto de la enzima libre siendo esto 

resultado de los cambios estructurales, conformacionales y orientaciones perjudiciales 

que puede adoptar la enzima, además se crean diferentes microambientes respecto a la 

enzima libre y existen ciertas limitaciones de transferencia de masa y de difusión que 

afectan la capacidad del sustrato para acceder al sitio activo  (DiCosimo et al., 2013; 

Krajewska, 2004; Secundo, 2013), mas estas desventajas pueden ser sobrellevadas al 

emplear reactores con diseños adecuados y habiéndose optimizado el sistema de 

inmovilización y las condiciones de trabajo. 

Quitosano 

El quitosano es un poliaminosacárido semicristalino y lineal que se forma por la 

unión de los residuos N-acetil-2-amino-2-deoxi-D-glucopiranosa (unidad acetilada 

también conocida como N-acetil-D-glucosamina) y 2-amino-2-deoxi-D-glucopiranosa 

(unidad desacetilada conocida como D-glucosamina) mediante un enlace glucosídico 

𝛽 − (1 → 4) (Figura 5) (Annu et al., 2017; Lopes et al., 2020; Ways et al., 2018). Este 
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polímero se obtiene comercialmente a partir de la quitina por N-desacetilación alcalina 

con NaOH concentrado entre 40 – 45% (Figura 6) o por hidrólisis enzimática 

empleando la quitina desacetilasa (Krajewska, 2004; S. K. Shukla et al., 2013).  

Figura 5  

Estructura química del quitosano, D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. 

 

Nota: Tomado de Ways et al., (2018) 

Figura 6  

Desacetilación de la quitina. 

 

Nota: Modificado de S. K. Shukla et al., (2013) 
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El quitosano está presente en las mismas fuentes de quitina y de estas las 

principales son los insectos como mariposas, mosquitos, moscas, gusanos de seda, 

arañas y miriápodos con un contenido de quitina entre el 20 y 60% (Teng, 2012), los 

crustáceos como camarones y cangrejos cuyo contenido de quitina es del 58 a 85% son 

las fuentes principales de obtención industrial del quitosano incluyendo también 

langostas y krills, siendo el exoesqueleto de estos crustáceos (con un contenido de 

quitina entre el 5 y 42%) la estructura de mayor aprovechamiento por ser un desecho de 

la industria acuícola y un material de bajo costo (Dotto & Pinto, 2017; Krajewska, 2004; 

Teng, 2012), moluscos de las clases anfineura, gasterópodos, escafópodos, bivalvos  y 

cefalópodos con un contenido de quitina del 3 al 26% (Teng, 2012) y hongos de las 

clases zigomicetos, quitridiomicetos, deutoromicetos, ascomicetos y basidiomicetos 

tienen en su pared celular un 1 a 40% de quitina (Dotto & Pinto, 2017; Lopes et al., 

2020). 

Este biomaterial se caracteriza por ser una base fuerte con grupos amino -NH2 

libres en su estructura  (𝑝𝐾𝑎 ≈ 6.3), cuando el pH desciende a 6 o menos los grupos 

amino se protonan formándose grupos NH3
+ que dan lugar a un polisacárido 

policatiónico que es por tanto soluble en soluciones ácidas como el ácido acético, ácido 

fórmico, ácido clorhídrico y ácido nítrico e insoluble en agua, medios alcalinos e incluso 

solventes orgánicos cuando el pH es mayor a 6 (Annu et al., 2017; Dotto & Pinto, 2017; 

Raafat & Sahl, 2009). Con pH inferior a 6.5, forma agregados con compuestos 

polianiónicos y quelatos con metales pesados y propiedades que junto con la solubilidad 

permiten buenas propiedades para la formación de geles (Krajewska, 2004; Thakur & 

Thakur, 2014). 

En cuanto a las propiedades biológicas, el quitosano es biodegradable, 

biocompatible, poco tóxico, tiene propiedades de mucoadhesión y actividad 
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antimicrobiana, antifúngica, anticancerígena, antiinflamatoria, y hemostática, cualidades 

que le facultan al quitosano a formar geles de gran interés en la industria biotecnológica, 

en la alimenticia y de aditivos, en la biomédica con la ingeniería de tejidos y la 

cicatrización de heridas, en la agrícola, en la ambiental empleándolo en remediación de 

aguas, en la cosmética, en la farmacéutica como andamio para la liberación controlada 

de fármacos, etc. (Annu et al., 2017; Domalik-Pyzik et al., 2019; Krajewska, 2004; Lopes 

et al., 2020; Thakur & Thakur, 2014; Zargar et al., 2015). 

Modificación del quitosano 

El quitosano puede ser manipulado para conseguir diferentes formas, las más 

comunes son las nanopartículas, macro o microesferas, hidrogeles, películas, 

membranas, fibras tabletas o cápsulas dependiendo de la técnica de síntesis utilizada 

(Arfin, 2017; Dash et al., 2011). La manipulación e incluso la modificación del quitosano 

permiten su uso como soporte enzimático, en general un mismo método o técnica 

puede utilizarse para dar varias formas al quitosano (Wang, 2012), entre las técnicas 

más empleados están: 1) la evaporación del solvente con los métodos de recubrimiento 

por rotación (spin coating)  o el secado por atomización (spray-drying), 2) la técnica de 

inversión de fase con los métodos de precipitación/coacervación 

(precipitation/coacervation), la reticulación con emulsión (emulsion cross-linking) y un 

método conjugado de los dos anteriores, el método de coalescencia de emulsión-gota 

(emulsion-droplet coalescence method); y 3) métodos que basados en las propiedades 

físicas y químicas del quitosano en conjunto con otras sustancias permiten obtener 

partículas, como el método de gelificación por ionización (ionotropic gelation), el método 

micelar inverso (reverse micellar method) y el método de tamizado (sieving method) 

(Dash et al., 2011; Wang, 2012; Xiao et al., 2012).  
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El método empleado en esta investigación fue el de precipitación/coacervación 

cuyo principio está basado en la propiedad de insolubilidad del quitosano cuando este 

se pone en contacto con una solución a pH alcalino y por tanto precipita o coacerva, 

para este método se han empleado soluciones de hidróxido de sodio (NaOH), NaOH-

etanol, NaOH-metanol y etilendiamina que facilitan la formación precipitados de 

quitosano cuando se dejan caer gotas de esta solución a través de boquillas con aire 

comprimido y que luego pueden ser recuperadas por filtración o centrifugación con 

lavados consecutivos de agua; los tamaños de las partículas, macro y micropartículas, 

se pueden controlar dependiendo de la presión del aire y el diámetro de la boquilla 

empleados (Dash et al., 2011; Krajewska, 2004; Xiao et al., 2012).  

Funcionalización del quitosano 

La mayoría de los métodos previamente enlistados suelen requerir de un agente 

reticulante o redes de polímeros para mejorar las cualidades del quitosano como 

soporte y darle rigidez y estabilidad a las estructuras fabricadas (Pavinatto et al., 2017), 

en la activación del  quitosano se pueden emplear agentes como el glicidol, 

epiclorhidrina, etilendiamina, glutaraldehído, hexametilendiamina, carbodiimidas, etc. 

(Cacicedo et al., 2019; Krajewska, 2004). Los agentes funcionalizantes o reticulantes 

del quitosano, a más de facilitar la unión de la enzima al soporte, mejoran las 

propiedades mecánicas del material e impiden su disolución en condiciones extremas 

de pH o temperatura debido a la formación de enlaces covalentes (Cacicedo et al., 

2019).  

La reacción que tiene lugar entre el quitosano y el glutaraldehído se denomina 

base de Schiff y fue descrita por primera vez en 1864 por Hugo Joseph Schiff (Antony et 

al., 2019), esta reacción tiene lugar por la condensación de una amina primaria con un 
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grupo carbonilo (aldehído o cetona) y comienza con la formación de una carbonilamina 

que al deshidratarse da lugar a un doble enlace entre el carbono y el nitrógeno conocido 

a esto como grupo imina (-RC=N-) (Antony et al., 2019; Jin et al., 2009; Martínez-Mejía 

et al., 2019). 

El quitosano tiene varias ventajas cuando se considera su uso en la 

inmovilización de enzimas, ventajas como su alta afinidad a proteínas, la disponibilidad 

de grupos funcionales amino (-NH2) e hidroxilo (-OH) que pueden reaccionar 

directamente con las enzimas o que pueden ser modificados químicamente para facilitar 

la interacción con las proteínas y la variedad de configuraciones geométricas que se 

pueden conseguir en dependencia de la técnica de preparación empleada (Krajewska, 

2004; Wang, 2012), adicionalmente cuando es modificado las ventajas mejoran aún 

más consiguiendo soportes con  mayor estabilidad mecánica, resistencia a la 

degradación química por ejemplo en presencia de soluciones ácidas (pH < 2), mayor 

rigidez y mejores propiedades en la superficie del soporte (Juang et al., 2001; 

Krajewska, 2004).  

Glutaraldehído 

El glutaraldehído (C5H8O2) es un dialdehído linear de cinco carbonos, soluble en 

agua, alcohol y solventes orgánicos capaz de reaccionar con los grupos amino 

terminales de péptidos y aminoácidos y residuos sulfhidrilos para formar piranos, 

hidratos y polímeros en general con buena estabilidad química y térmica (Kumar et al., 

2015; Satar et al., 2017).   
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Figura 7  

Estructura del glutaraldehído y propiedades químicas. 

 

Nota: Tomado de Satar et al., (2017) 

La reacción del glutaraldehído con los grupos amino primarios del quitosano 

produce enlaces covalentes y la reacción de Schiff puede involucrar ambos aldehídos 

con diferentes cadenas de quitosano para reticularlo (Figura 8), o al quedar libre uno de 

los dos grupos aldehídos, en una reacción posterior, son capaces de interactuar con los 

grupos amino de la enzima formándose el mismo enlace covalente (grupo imina) 

inmovilizando la proteína (Figura 9) con alta fuerza iónica; siendo así como el 

glutaraldehído cumple la función de agente reticulante y funcionalizante del quitosano 

(Klein et al., 2012; Monteiro & Airoldi, 1999; Satar et al., 2017). 

Figura 8  

Esquema del quitosano reticulado y funcionalizado con glutaraldehído.

Nota: Estructura química elaborada en el programa ChemSketch 
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 Figura 9  

Esquema de la enzima inmovilizada en el quitosano funcionalizado. 

 

Nota: Estructura química elaborada en el programa ChemSketch 

Cuando el quitosano es reticulado con el glutaraldehído los enlaces imina 

formados son irreversibles mejorando la estabilidad operacional de las perlas (Wang, 

2012) y se ha observado que el quitosano en membrana al ser reticulado con este 

agente consigue una mayor hidrofobicidad y que en comparación a un hidrogel de 

quitosano sin reticulación, el glutaraldehído mejoran la resistencia mecánica y evita en 

cierto grado el hinchamiento gel (Dudek & Turczyn, 2017; Uragami et al., 1994). 

El glutaraldehído se ha empleado como el principal agente reticulante del 

quitosano (Silva et al., 2004) sin embargo es sabido que esta sustancia puede causar 

efectos adversos para la salud humana tales como decoloración de la piel, dermatitis, 

ulceraciones e irritación en ojos y las vías respiratorias (Beauchamp et al., 1993; 

Takigawa & Endo, 2006). En la investigación realizada por Silva et al., (2004) se evaluó 

la citotoxicidad de membranas de quitosano reticulado con glutaraldehído en 

fibroblastos de pulmón de ratón por tres días y se observó que mientras mayor era la 

concentración de glutaraldehído (superior o igual a 10%) la viabilidad celular disminuía 

sin embargo con las concentraciones más bajas (menor a 10%) la viabilidad celular se 
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mantenía en un 80% aproximadamente, estos resultados fueron similares a los hallados 

por Martínez-Mejía et al., (2019) quienes observaron que las membranas de quitosano 

reticuladas con glutaraldehído en concentraciones de 2, 4 y 6 % presentaron 

aproximadamente un 95% células de fibroblastos humanos viables mientras las 

concentraciones de 8 y 10% fueron consideradas citotóxicas. Es así que las 

investigaciones se han orientado en investigar la eficacia de otros compuestos sin 

características citotóxicas como la genipina (Klein et al., 2016; Yin & Li, 2012) o el 

almidón oxidado (Hongge Chen et al., 2010) versus el glutaraldehído.  

Almidón oxidado 

El almidón es un polímero compuesto por amilopectina y amilosa cuyo 

monómero estructural es la α-D-glucosa, es un biopolímero de origen vegetal siendo de 

los más abundantes en la naturaleza cuya obtención es de bajo costo y sus 

propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad no toxicidad y solubilidad en agua 

caliente son muy llamativas para la industria papelera, textilera y farmacéutica (Karaki et 

al., 2016; Lu et al., 2009; Rodrigues & Emeje, 2012).  
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Figura 10  

Estructura del almidón. 

 

Nota: Tomado de Lu et al., (2009) 

El almidón es de los materiales más baratos debido a su alta disponibilidad 

(Vanier et al., 2017), las fuentes principales de obtención son los cereales, tubérculos y 

raíces, con el maíz como la principal fuente a nivel industrial, seguido por el trigo, sorgo, 

el arroz, la papa y la yuca (Bergthaller, 2004; Tharanathan, 2005; Vanier et al., 2017) y 

también existen otras fuentes para la obtención de este polímero como la zanahoria 

blanca, la papa oca, la achira (Santacruz et al., 2002), camote, mango, amaranto, 

quinua, frijol, etc. (Moorthy, 2004). Sin embargo en forma nativa el almidón tiene baja 

solubilidad y alta hidrofilia provocando que este material sea propenso a modificaciones 

químicas, físicas y enzimáticas a fin de mejorar sus propiedades (Lewicka et al., 2015). 

Modificación de polímeros. Existen muchos métodos de modificación del 

almidón, las modificaciones físicas incluyen técnicas como la dextrinización, la 

gelatinización, radiación electromagnética, etc.; entre las principales técnicas de 

modificación química están la oxidación, reducción, esterificación, eterificación, 

acetilación, aminación, polimerización de injerto (graft polymerization), 
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entrecruzamiento, etc. (Tomasik, 2004), y las modificaciones enzimáticas que pueden 

incluir el uso de enzimas como las lipasas y proteasas en reacciones de acilación o 

esterificación y enzimas como las peroxidasas o lacasas en reacciones de 

copolimerización (Karaki et al., 2016). 

La oxidación del almidón se produce cuando un grupo hidroxilo primario es 

convertido a un grupo carbonilo (-CHO) o carboxilo (-COOH) en presencia de un agente 

oxidante como el periodato de sodio (NaIO4), el ácido nítrico (HNO3), el peróxido de 

hidrógeno (H2O2), el hipoclorito de sodio (NaClO), el dicromato de potasio (K2Cr2O7), 

ozono, etc., en presencia o no de catalizadores metálicos (Lewicka et al., 2015; 

Tharanathan, 2005; Tomasik & Schilling, 2004). Estas reacciones son exotérmicas y de 

mayor velocidad a pH neutro y le confieren al almidón una menor viscosidad debido a 

despolimerización, mayor solubilidad sobre todo en agua caliente y tendencia a la 

retrogradación (reasociación molecular ordenada) (Lewicka et al., 2015; J. Singh et al., 

2016; Tharanathan, 2005; Ziegler-Borowska et al., 2018). 

Durante la oxidación los grupos hidroxilo en la posición C-2, C-3 y C-6 son 

oxidados a grupos carbonilo y luego a grupos carboxilo (J. Singh et al., 2016), por 

ejemplo en el caso del periodato, este produce la ruptura oxidativa de los carbonos C2 y 

C3 de los monómeros de glucosa provocando que los grupos hidroxilo formen dos 

grupos aldehídos o “dialdehídos” y de ahí el termino de almidón dialdehído (Tomasik & 

Schilling, 2004). La oxidación del almidón puede generar grupos aldehídos (–CHO) que 

mejoran las propiedades hidrófilas y de flexibilidad del almidón además de reducir su 

viscosidad y las entalpías de gelatinización y retrogradación (Hongge Chen et al., 2010; 

J. Singh et al., 2016).  

En esta investigación se empleó peróxido de hidrógeno (H2O2) como agente 

oxidante del almidón de zanahoria blanca, respecto de este agente se sabe que la 
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oxidación forma principalmente grupos carbonilo y una pequeña cantidad de grupos 

carboxilo (Sangseethong et al., 2010) (Figura 11), además la oxidación con peróxido 

tiene  la ventaja de ser de bajo costo y no produce efectos ambientales negativos pues 

el peróxido se descompone rápidamente en oxígeno y agua siendo estos desechos no 

tóxicos (Lewicka et al., 2015; Vanier et al., 2017; Y. R. Zhang et al., 2012). Antes de la 

oxidación siempre se recomienda gelatinizar el almidón para destruir la estructura 

cristalina del almidón nativo de tal forma que los grupos hidroxilo de la región cristalina y 

la amorfa del almidón sean capaces de reaccionar con el peróxido (Y. R. Zhang et al., 

2012).El peróxido de hidrógeno por si solo es capaz de lograr grados de oxidación 

superiores al 55% (S. D. Zhang et al., 2009) sin embargo el empleo de catalizadores 

metálicos como cobre, hierro, cobalto, titanio, etc., puede mejorar la activación del 

peróxido debido a una rápida descomposición y generación de radicales hidroxilo de 

alta reactividad con carbohidratos (Lewicka et al., 2015; Vanier et al., 2017). 

Figura 11 

Esquema de la oxidación del almidón 

 

Nota: Modificado de Kamoun, (2016) 

Hidrogel de quitosano y almidón oxidado. Cuando el almidón dialdehído es 

empleado en la reticulación del quitosano se espera que uno de los grupos forme la 

base de Schiff (Figura 12) y el otro esté disponible para otras reacciones, por ejemplo 

su empleo en la inmovilización de la β-galactosidasa (Teng, 2012). En la formación de 
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los hidrogeles con ambos polímeros no solo participan las bases de Schiff (grupos 

imina) que son los que forman los enlaces covalentes sino que también existen enlaces 

físicos como las interacciones hidrofóbicas y los enlaces de hidrógeno que favorecen la 

interacción entre las cadenas de ambos polímeros (Serrero et al., 2010). 

Figura 12 

Esquema del quitosano reticulado con almidón oxidado.  

Nota: Modificado de Kamoun, (2016) 

En estudios de síntesis de hidrogeles de quitosano entrecruzados con almidón 

oxidado, también conocido como almidón dialdehído o DAS, se ha observado que el 

empleo del almidón oxidado evita que el quitosano se hinche y que la rigidez del 

quitosano aumenta a mayores concentraciones de reticulante (Baran et al., 2004). 

Adicionalmente se ha visto que los hidrogeles mantienen la actividad antimicrobiana que 

es característica del quitosano siendo esta una propiedad de alta importancia cuando se 

trata de aplicaciones biomédicas (R. Tang et al., 2003) y que en contraste a los 

hidrogeles de quitosano reticulado con glutaraldehído no produce efectos citotóxicos 

(Wegrzynowska-Drzymalska et al., 2020). 
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Capítulo 3: Materiales y métodos 

Instituciones participantes 

La presente investigación forma parte del convenio entre  el laboratorios del 

Instituto de Desarrollo de Energías y Materiales Alternativos – IDEMA de la Universidad 

San Francisco de Quito (USFQ) y el Laboratorio de Investigación Aplicada Clydent S.A. 

Colaboradores científicos 

Luis Enrique Trujillo, PhD. Director de tesis 

Petronio Gavilanes Quizhpi, M.Sc. Codirector de tesis 

Miguel Ángel Méndez, PhD. Docente líder del proyecto por parte de la 

Universidad San Francisco de Quito 

José Álvarez Barreto, PhD. Docente líder del proyecto, a cargo del laboratorio 

de biomateriales del instituto IDEMA, Universidad 

San Francisco de Quito 

Área de estudio 

El desarrollo experimental del proyecto de investigación fue ejecutado en las 

instalaciones del Laboratorio de Investigación Aplicada Clydent S.A. en Taura, Guayas, 

Ecuador. 

Metodología 

Preparación del almidón oxidado 

El almidón de zanahoria blanca gentilmente donado por el Laboratorio de 

Biomateriales del Colegio de Ciencias e Ingeniería de la Universidad San Francisco de 

Quito se oxidó con peróxido de hidrógeno (H2O2) según el método propuesto por Viteri 

Narváez, (2018). 
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Se preparó una solución de almidón al 2 % en agua destilada a 80 ⁰C 

manteniendo en agitación por 30 min para lograr la gelatinización del almidón, después 

la solución fue enfriada en un baño de agua fría hasta alcanzar la temperatura 

ambiente. La oxidación se llevó a cabo en agitación constante en un ambiente oscuro, 

se añadieron lentamente por goteo, en un periodo de 1 h, 6.25 mL de H2O2 al 10 % por 

cada 100 mL de solución de almidón, manteniendo el pH en 7 durante todo el proceso 

empleando soluciones 0.1 M de NaOH y HCl. Tras el tiempo de oxidación se añadió 

etanol al 70 % en una relación 1:1 respecto del volumen del almidón oxidado para 

provocar la precipitación del mismo, se dejó reposar la mezcla por 1 h. 

Cuando el proceso de oxidación terminó, la mezcla fue centrifugada a 5000 rpm 

por 5 min descartando el sobrenadante y lavando el precipitado tres veces con 

abundante agua destilada. El almidón oxidado se colocó en moldes de silicona para 

secarlos en estufa a 40 ⁰C por 48 horas hasta alcanzar un peso constante. 

Caracterización de la β-galactosidasa 

Para el estudio se empleó la β-galactosidasa en solución, Ha-LactaseTM 5200 de 

CHR HANSEN, obtenida de la levadura Kluyveromyces lactis con una actividad 

garantizada mayor o igual a 4800 NLU/g, la concentración fue calculada empleando el 

método de Bradford. La caracterización de la enzima fue direccionada hacia la 

verificación de las mejores condiciones de trabajo, es decir determinar la actividad en 

diferentes condiciones de ensayo con el objetivo de definir el tiempo de reacción y 

concentración de enzima óptimas para los ensayos de inmovilización. 

Estos ensayos se realizaron manteniendo parámetros constantes como la 

temperatura: 37 ⁰C, concentración del sustrato: solución de lactosa 150 mM preparada 

en buffer fosfato de potasio 0.1 M pH 7, el volumen de reacción: 500 μL conformado por 
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50 μL de la solución de enzima y 450 μL de la solución de lactosa; la detención de la 

reacción se realizó empleando un baño de agua caliente a 100 ⁰C por 2 min.  

Determinación de la glucosa en solución 

Para la cuantificación de la glucosa en solución se adaptó el kit comercial K-

GLOX de Megazyme a las condiciones de trabajo en el laboratorio, 25 °C y 48 % de 

humedad.  

La concentración de la glucosa se estableció en base a una curva de calibración 

(Figura 13¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. ) obtenida con el kit 

enzimático, para esto a partir de una solución stock 250 mM de glucosa, 

convenientemente diluida en buffer fosfato de potasio 0.1 M pH 7,  se prepararon 10 

diluciones, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 y 200 mM, para cada concentración el 

análisis se lo realizó por triplicado y aleatorizando todas las mediciones. 

Figura 13  

Curva de calibración a diferentes concentraciones de glucosa (R2 > 0.99). 
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Al ser un método enzimático el empleado para detectar la cantidad de D-glucosa 

en solución para validar su sensibilidad como procedimiento analítico se determinó la 

cantidad más pequeña de analito que puede ser medida con el kit enzimático 

calculando para dicho propósito el límite del blanco (LoB) y el límite de detección (LoD) 

en base a lo mencionado por Armbruster & Pry, (2008). 

Siendo el límite del blanco o LoB la concentración de analito más alta que se 

espera encontrar en una muestra que no contiene dicho analito y el límite de detección 

o LoD la concentración de analito más baja que de manera confiable se puede 

diferenciar del LoB y cuya detección es factible. Para el cálculo de estos parámetros se 

emplean las siguientes ecuaciones: 

𝐿𝑜𝐵 = 𝑥̅𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 + 1.645(𝑠𝑑𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜) Ecuación 1 

𝐿𝑜𝐷 = 𝐿𝑜𝐵 + 1.645(𝑠𝑑𝑥𝑏𝑎𝑗𝑜
) Ecuación 2 

Donde: 

• 𝑥̅𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜: promedio de las mediciones del blanco. 

• 𝑠𝑑𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜: desviación estándar del blanco. 

• 𝑠𝑑𝑥𝑏𝑎𝑗𝑜
: desviación estándar de la medición a la concentración más baja. 

Con los datos de las mediciones del blanco se procedió a calcular el promedio 

de las absorbancias, 0.012 y la desviación estándar 0.001, al emplear estos valores en 

la Ecuación 1 se obtuvo un valor de LoB igual a 0.014; para el cálculo del LoD se 

determinó la desviación estándar del promedio de las absorbancias para la 

concentración de glucosa 10 mM obteniéndose el valor de 0.002, reemplazando los 

datos en la Ecuación 2 se obtuvo un valor de 0.018 siendo este el valor más bajo de 
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absorbancia que puede ser considerado como confiable para emplearlo en la ecuación 

y calcular la concentración de glucosa. 

Determinación de la concentración de proteína 

Se empleó el método de Bradford en la determinación de la concentración de 

proteína (Bradford, 1976; Zor & Selinger, 1996). En tubos Eppendrof de 2 mL, se 

mezclaron 100 μL de la proteína con 1000 μL de reactivo de Bradford, se dejó en 

reposo por 5 min a temperatura ambiente y la absorbancia fue medida en el 

espectrofotómetro Hach DR6000 a una longitud de onda de 450 nm y 590 nm, 

calculando la relación 590/450 (Apéndice 3.2). 

Se utilizó albúmina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés) como 

proteína estándar para la elaboración de la curva de calibración, para esta se 

emplearon soluciones a diferentes concentraciones de proteína, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 

0.4, 0.6, 0.8, 1 mg/mL a partir de una solución stock de 1 mg/mL de BSA preparada en 

buffer fosfato de potasio 0.1 M y pH 7. La ecuación de la curva fue empleada en la 

determinación de la cantidad de lactasa en solución. Los análisis se realizaron con 

cuatro repeticiones aleatorizadas para cada concentración de BSA (Figura 14). 
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Figura 14  

Curva estándar de BSA en buffer fosfato de potasio 0.1 M  y  pH 7. 

 

Preparación de las perlas de quitosano 

Las perlas de quitosano se prepararon según el método de precipitación descrito 

por Klein et al., (2012), brevemente, se empleó una solución de ácido acético 0.35 M 

para preparar la solución de quitosano 2 % p/v manteniendo en agitación por 30 min a 

temperatura ambiente hasta la completa dilución del quitosano.  

Se preparó una solución coagulante (proporción 1:1 vol:vol) formada por NaOH 

1 M y etanol (EtOH) al 26 % v/v. Para  la formación de las perlas se empleó un agitador 

magnético con calefacción Thermo Scientific CIMAREC+, se colocó la solución 

coagulante sobre la plancha y en esta se dejó caer gota a gota la solución de quitosano 

manteniendo la mezcla en agitación lenta (~ 90 rpm) por 1 hora para una adecuada 

coagulación del quitosano; transcurrido el tiempo las perlas se lavaron en agua 

destilada y en buffer fosfato 0.1 M hasta lograr la neutralidad (pH 7). Para definir el 
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tamaño adecuado de las perlas se probaron diferentes instrumentos, bureta y 

micropipetas en las diferentes presentaciones.   

Figura 15  

Coagulación del quitosano en la solución de NaOH:EtOH 1:1 

 

Funcionalización de las perlas e inmovilización de la β-galactosidasa 

La investigación se orientó en comparar el efecto de los agentes reticulantes, 

glutaraldehído y almidón oxidado, en la inmovilización de la lactasa, de modo que los 

ensayos de inmovilización se llevaron a cabo con una solución de enzima 0.25 mg/mL 

preparada en buffer de actividad consistente en buffer fosfato de potasio 0.1 M (pH 7) 

que contiene MgCl2 1.5 mM (Klein et al., 2012). 

Se empleó el protocolo de inmovilización descrito por Klein et al., (2013) 

(Apéndice 3.1). Primero se prepararon las soluciones reticulantes a las concentraciones 

de ensayo empleando buffer fosfato de potasio 0.1 M pH 7 como solvente, las 

soluciones de glutaraldehído fueron preparadas a temperatura ambiente mientras que el 

almidón oxidado requirió ser mezclado a 80 ⁰C en agitación constante por 30 min para 

su gelatinización.  
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La funcionalización del quitosano consistió en suspender 150 perlas (0.7072 ± 

0.0273 g) en 5 mL del agente reticulante manteniendo en agitación mecánica a 60 rpm 

por 3 horas con ayuda de la incubadora de mesa con agitación Corning® LSE™; el 

exceso de reticulante fue retirado con lavados sucesivos de agua destilada y buffer. 

Figura 16 

Funcionalización de las perlas de quitosano. 

 

Para la inmovilización de la β-galactosidasa se mezclaron 5 mL de la enzima en 

solución, 0.25 mg/mL, junto con las perlas funcionalizadas, esto se mantuvo cubierto y 

en agitación constante a 60 rpm por 15 horas en temperatura ambiente. Finalizado el 

tiempo de inmovilización se realizaron 5 lavados sucesivos de las perlas, empleando 5 

mL de buffer fosfato de potasio en cada lavado, para eliminar la enzima no unida; tanto 

las soluciones del sobrenadante como de los lavados se recolectaron para los ensayos 

de actividad enzimática. 
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Figura 17 

Inmovilización de la β-galactosidasa en las perlas funcionalizadas. 

 

Diseño experimental de la inmovilización 

Se empleó un diseño factorial completo 22 cuyas variables de entrada fueron el 

tipo de agente reticulante, glutaraldehído y almidón oxidado, y la concentración de 

reticulante, 1 % y 3 %; las variables de salida fueron: el rendimiento de la inmovilización 

en términos de actividad, la eficiencia de la inmovilización, la actividad recuperada y la 

retención del soporte. Para todos los ensayos se mantuvieron constantes las variables: 

concentración de la enzima, tiempos de funcionalización e inmovilización, cantidad de 

perlas y volúmenes de las soluciones.  

Los tratamientos del diseño experimental se muestran en la Tabla 1. Para 

controlar todo el proceso de inmovilización y verificar la influencia de las perlas 

funcionalizadas se realizaron controles para cada tratamiento en los cuales se empleó 

buffer como reemplazo de la solución enzimática en el proceso de inmovilización. Los 

tratamientos del diseño se ensayaron por triplicado y en el caso de los controles por 

duplicado obteniendo un total de 20 corridas experimentales que fueron aleatorizadas 

empleando la versión libre del programa Design-Expert 11 para fin de dodencia 

(Apéndice 1). 
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Tabla 1  

Diseño experimental empleado en el estudio. 

Tratamientos Tipo de reticulante 
Concentración del 

reticulante (%) 

G1 Glutaraldehído 1 

G3 Glutaraldehído 3 

A1 Almidón oxidado 1 

A3 Almidón oxidado 3 

 

Análisis estadístico 

Para estudiar el efecto de cada variable de entrada en la actividad enzimática y 

los indicadores de la eficacia de la inmovilizaciónse realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) a fin de determinar la existencia de diferencias significativas en los datos 

evaluados, y un test de Tukey para comparar las medias de los niveles de cada 

tratamiento. Los resultados se expresan como la media ± desviación estándar de las 

tres replicas para cada variable de respuesta. Las diferencias fueron consideradas 

estadísticamente significativas cuando 𝑝 <  0.05. 

Se empleó el software RStudio para los cálculos estadísticos del diseño 

experimental y la elaboración de los diagramas de interacción, el resto de cálculos y 

diagramas fueron elaborados en el programa Microsoft Excel. 

Medición de la actividad de la 𝜷-galactosidasa libre e inmovilizada 

La actividad relativa de la β-galactosidasa (U ≈ µmol/min) se determinó 

empleando lactosa como sustrato y midiendo la glucosa resultante a 510 nm, con ayuda 

del espectrofotómetro Hach DR6000, según el ensayo de la glucosa oxidasa empleando 
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el kit comercial K-GLOX de Megazyme. La unidad de actividad de la β-galactosidasa fue 

definida como la cantidad de enzima que cataliza la conversión de 1 μmol de lactosa a 

glucosa por minuto. El diagrama del protocolo detallado a continuación se encuentra en 

el Apéndice 3.3 

Las reacciones de hidrólisis para la enzima libre se llevaron a cabo en tubos 

Eppendorf de 2 mL mezclando 1000 μL de solución de lactosa 0.15 M preparada en 

buffer fosfato de potasio 0.1 M (pH 7) conteniendo MgCl2 1.5 mM (buffer de actividad) 

con 100 μL de la enzima en solución. La reacción enzimática se realizó en agitación 

mecánica a 200 rpm durante 5 min en un sistema que simulaba un baño maría con el fin 

de controlar la temperatura, 37 ⁰C y poder prevenir las limitaciones de la transferencia 

de masa que son comunes en los sistemas de inmovilización enzimática (Dwevedi, 

2016); para detener la reacción se utilizó un baño de agua caliente a 90 ⁰C por 3 min. 

Este proceso fue empleado para determinar la actividad de la enzima libre, la enzima 

sobrenadante de la inmovilización y las fracciones de lavado, en el caso de estos 

últimos se mezclaron las alícuotas (1 mL) de cada lavado y a esta mezcla se determinó 

la actividad. 

Para los ensayos con la enzima inmovilizada, en tubos Eppendorf de 2 mL, se 

colocaron 1000 μL de solución de lactosa 0.15 M preparada en buffer de actividad y se 

agregaron 15 perlas (0.0716±0.0058 g) representativas de cada ensayo o corrida y se 

realizó el ensayo de hidrólisis manteniendo las mismas condiciones de reacción que se 

describieron anteriormente; la detención de la reacción se logró simplemente separando 

la solución de las perlas. 
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Figura 18 

Ensayos de actividad enzimática.. 

 

Nota: a) Simulación del baño maría, b) ensayos con la enzima en solución, c) ensayos 

con la enzima inmovilizada en el soporte 

La actividad de la enzima en solución se calculó para el volumen total de la 

enzima usando como base el dato inicial de la actividad para los 100 µl de la solución 

enzimática, este tipo de cálculo se aplicó para la enzima inicial en solución, la enzima 

residual en el sobrenadante y las fracciones de lavado, en el caso de la actividad de la 

enzima inmovilizada se empleó el valor obtenido de actividad para las 15 perlas de 

quitosano y se calculó para el total de perlas empleadas durante la inmovilización, es 

decir 150.  

Por recomendación de Sheldon & van Pelt, (2013), las actividades empleadas en 

el cálculo de los indicadores de eficacia fueron actividades totales y tan solo para fin de 

comparación se calculó la actividad específica inmovilizada (U/gss) que resulta ser la 

actividad por gramo de soporte seco, en esta investigación el gss se determinó pesando 

las 150 perlas una vez retirada toda la solución buffer del rededor y entre estas con 

ayuda de una micropipeta. 
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Indicadores de la eficacia de la inmovilización 

Los siguientes indicadores son los de más amplio uso cuando se pretende 

analizar el efecto de la inmovilización en la actividad enzimática, así como para 

determinar la capacidad de carga de las perlas (Sheldon & van Pelt, 2013).  

Rendimiento de la inmovilización (𝑹𝒊) 

𝑅𝑖 (%) =
𝐴𝑖 − 𝐴𝑓𝑙

𝐴𝑖
𝑥100 Ecuación 3 

Donde 𝐴𝑖 (U) es la actividad inicial de la enzima en solución y 𝐴𝑓𝑙 (U) es la 

actividad de la enzima residual en el sobrenadante y las fracciones de lavado (Sheldon 

& van Pelt, 2013). 

Eficiencia de la inmovilización (𝑬) 

𝐸 (%) =
𝐴𝑜

𝐴𝑖 − 𝐴𝑓𝑙
𝑥100 

Ecuación 4 

Donde 𝐴𝑜 (U) es la actividad observada en la enzima inmovilizada, 𝐴𝑖 (U) es la 

actividad inicial de la enzima en solución y 𝐴𝑓𝑙 (U) es la actividad de la enzima residual 

en el sobrenadante y las fracciones de lavado  (Sheldon & van Pelt, 2013). 

Actividad recuperada (𝑨𝒓) 

𝐴𝑅 (%) =
𝐴𝑜

𝐴𝑖
𝑥100 

Ecuación 5 

Donde 𝐴𝑜 (U) es la actividad observada en la enzima inmovilizada, 𝐴𝑖 (U) es la 

actividad inicial de la enzima en solución (Sheldon & van Pelt, 2013). 
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Retención del soporte (𝑹𝒔) 

𝑅𝑠 (%) =
𝐶𝑖 − 𝐶𝑓

𝐶𝑖
𝑥100 

Ecuación 6 

Donde 𝐶𝑖 (mg/mL) es la concentración inicial de enzima y 𝐶𝑓 (mg/mL) es la 

concentración de enzima residual en el sobrenadante y fracciones de lavado (Li et al., 

2018). 
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Capítulo 4: Resultados y discusión 

Caracterización de la enzima en solución 

Para esta investigación se importó la enzima Ha-LactaseTM 5200 para los 

ensayos enzimáticos debido a que Ecuador no es un país productor de β-galactosidasa. 

Antes de iniciar con los ensayos enzimáticos fue necesario determinar la concentración 

de proteína presente en la solución stock, para esto se utilizó el método de Bradford y 

tras realizar tres repeticiones para dos diluciones diferentes preparadas en buffer fosfato 

de potasio 0.1 M pH 7 se pudo determinar que la concentración promedio de la β-

galactosidasa de Kluyveromyces lactis de la marca Ha-LactaseTM 5200 tiene una 

concentración aproximada de 62 mg/mL. 

Los ensayos enzimáticos para estudiar el efecto del tiempo en la formación del 

producto se llevaron a cabo empleando una concentración de enzima y sustrato 

constante, 0.5 mg/mL y 150 mM respectivamente, a una temperatura de 37 °C y pH 7. 

Como se observa en la Figura 19, con el transcurso del tiempo la concentración de la 

glucosa va aumentando hasta llegar a una etapa de equilibrio donde no existe la 

formación de más producto porque el sustrato ha sido hidrolizado por completo (Feduchi 

et al., 2011).   

Figura 19 

Curva de liberación de glucosa a través del tiempo. 
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De esta gráfica es posible desatacar que durante los primeros minutos la 

conversión del sustrato tiene un comportamiento lineal, y a partir de los ocho minutos es 

evidente la formación de una curvatura marcando el inicio de la etapa estacionaria. 

Adicionalmente se observa que tan pronto como la enzima entró en contacto con el 

sustrato se produjo la liberación de la glucosa al medio, en general las enzimas son 

capaces de aumentar los índices de reacción en factores superiores a 106 demostrando 

la lactasa una rápida acción catalítica (Bender et al., 2016). En base a estos resultados 

se decidió para los ensayos posteriores evaluar la actividad de la enzima en un tiempo 

de reacción de 5 minutos. 

Los siguientes ensayos se enfocaron en verificar el efecto de la concentración 

enzimática para la hidrólisis de 150 mM de lactosa, en la Figura 20 se puede observar 

que a partir de una concentración enzimática de 1 mg/mL la cantidad de producto 

formado no varía sin importar que la concentración enzimática vaya aumentando. 

Según Majore & Ciproviča, (2020), la hidrólisis de lactosa produce concentraciones 

equimolares de glucosa y galactosa y cuando las concentraciones de ambos azúcares 

son diferentes puede deberse a la actividad de transgalactosilación en las que la 
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cantidad de glucosa es superior a la de galactosa debido a que esta última está 

formando oligosacáridos.   

Figura 20 

 Liberación de glucosa a diferentes concentraciones de enzima. 

 

La concentración de glucosa liberada por las concentraciones más altas de 

enzima corresponde a valores de 122.03 y 122.71 mM de glucosa para las 

concentraciones de 1.5 y 2.0 mg/mL de lactasa respectivamente, este resultado no es 

coincidente con la concentración estequiométrica teórica que se debería liberar si la 

enzima fuera capaz de hidrolizar el 100 % de la lactosa, es decir 150 mM de glucosa. El 

tiempo prologado de almacenamiento afecta la actividad de la enzima cuando se 

encuentra en solución (Lima et al., 2010) y en el caso de la β-galactosidasa de 

Kluyveromyces lactis su actividad no fue completa al momento de ser empleada en los 

ensayos, antes de su empleo estuvo en almacenamiento a 4 °C por al menos un 

periodo de 12 meses. 

Con los resultados de ambas gráficas se decidió al final evaluar las condiciones 

de inmovilización de la enzima con una concentración de proteína de 0.25 mg/mL y 5 
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minutos como tiempo de reacción, manteniendo uniforme las demás condiciones, 

temperatura en 37 °C y pH 7. 

Características del soporte 

Morfología de las perlas de quitosano 

Para la elaboración de las perlas se evaluaron los tamaños de las gotas de 

quitosano empleando diferentes instrumentos, bureta y micropipetas; se observó que 

las gotas de quitosano de mayor tamaño al caer en la solución de coagulación tomaban 

una forma cóncava en la zona interna de la perla y a medida que el tamaño de la gota 

disminuía la perla se volvía más uniforme y redonda (Figura 21).  

Figura 21  

Morfología de las perlas obtenidas según el tamaño de la gota. 

 

La solución de quitosano (8 µL) al caer en la solución coagulante precipita 

provocando que las gotas de solución se gelifiquen y tomen una forma esférica con 

bordes lisos (perlas), algunas eran por completo redondas mientras que otras se 

tornaban elípticas y ligeramente planas, se observó la presencia de una extensión o 
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cola que se formaba durante la caída de la gota; en general las perlas presentaron un 

diámetro aproximado de 2.5 mm y tenían una coloración blanquecina transparente 

(Figura 22).  

Figura 22  

Morfología de las perlas al coagular 8 µL de solución de quitosano. 

 

Nota: a) Perlas después de la coagulación, b) Perlas observadas en una cuadrícula de 

referencia, c) Perlas agrupadas por su simetría. 

Según lo mencionado por Yang et al., (2014) para que las partículas de 

quitosano tomen una forma esférica debe existir un equilibrio en las fuerzas dinámicas 

entre las tensiones de restauración interfaciales y la viscosidad del líquido caso 

contrario se empiezan a formar partículas con una cola y a medida que se solidifican las 

perlas con cola en la superficie de la solución coagulante, continua desgastándose la 

tensión de restauración interfacial disminuyendo así la cantidad de perlas esféricas o 

elípticas y aumentando aquellas con esta característica. Como se observa en la Figura 

22a una buena cantidad de perlas presentan colas alargadas, medianas e incluso 

planas. 

Durante la coagulación se pudo observar la agrupación de las perlas con cola en el 

centro de la superficie de la solución coagulante (NaOH:EtOH 1:1) mientras se agitaba 
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con ayuda del magneto. Para controlar este fenómeno las nuevas gotas fueron soltadas 

en la zona intermedia cerca de los bordes del vaso de precipitación y se mezclaban de 

forma manual con un agitador plástico cada 30 perlas para facilitar que aquellas 

retenidas en la superficie precipitaran al fondo del recipiente y continuar así la 

coagulación de las siguientes perlas hasta obtener las 150 perlas para los ensayos 

posteriores. 

Funcionalización de las perlas de quitosano 

En inicio cuando las perlas se elaboraban presentaban una coloración blanca 

translúcida (Figura 22) pero tras la funcionalización del quitosano se observó que estas 

se tornaron amarillas en el caso de la activación con el glutaraldehído (Figura 23a y 

Figura 23b) y con el almidón oxidado dependiendo de la concentración 1 % y 3 % se 

tornaron de color crema y ligeramente amarillentas respectivamente (Figura 23c y 

Figura 23d). Del mismo modo en la investigación realizada por Belho & Ambasht, 

(2021) que empleó perlas de quitosano funcionalizadas con glutaraldehído para la 

inmovilización de fitasa recuperada de frijol arroz, observaron que las perlas reticuladas 

con esta sustancia por la formación de las bases de Schiff cambiaban su color de 

blancas a cafés-amarillentas. En el caso de la investigación realizada por Klein et al., 

(2016) el glutaraldehído generaba perlas amarillas y en esa investigación, al emplear 

genipina como reticulante las perlas se tornaron de una coloración azul oscuro.  

La reticulación de las perlas provocó que estas ganaran más firmeza al contacto, 

en el caso del glutaraldehído las perlas se volvieron un poco frágiles al manipularlas de 

manera individual, mientras que aquellas funcionalizadas con el almidón oxidado 

mantenían su cualidad de hidrogel con mayor resistencia que las perlas sin inmovilizar. 
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Figura 23 

Perlas de quitosano tras la activación con los agentes reticulantes.  

 

Nota: a y b) Glutaraldehído 1 % y 3 %, c y d) almidón oxidado 1 % y 3 %. 

 El glutaraldehído al ser una molécula bifuncional reacciona con los grupos amino 

de las unidades de D-glucosamina entre las cadenas de quitosano entrecruzando toda 

la estructura y fortaleciendo con esto la perla (A. N. Singh et al., 2011). Los enlaces 

irreversibles formados entre el quitosano y el glutaraldehído promueve que las perlas 

aumenten su estabilidad operativa, mejoran la resistencia mecánica y evita un rápida 

degradación química  (Juang et al., 2001; Wang, 2012) sin embargo se ha observado 

que las perlas reticuladas con altas concentraciones de glutaraldehído tienden a 

fragilizarse (A. N. Singh et al., 2011).  

En la investigación realizada por Biró et al., (2008), se estudió el efecto de los 

diferentes tamaños de partícula de quitosano para la inmovilización covalente de la β-

galactosidasa empleando diferentes concentraciones de glutaraldehído para cada 
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tamaño, observaron que las macroesferas con un diámetro medio de 3.2 mm al ser 

reticuladas con glutaraldehído al 5 % se volvían duras pero eran más frágiles en 

comparación a las macroesferas reticuladas con 1 % de glutaraldehído. Esta situación 

fue similar a la observada durante la funcionalización de las perlas, aquellas que se 

trataron con 3 % de glutaraldehído eran mucho más frágiles que las tratadas con un 1 % 

y por tanto debían ser manipuladas con mayor cuidado en comparación a las perlas 

funcionalizadas con almidón oxidado en las mismas concentraciones. 

Del mismo modo que con el glutaraldehído, la presencia de grupos aldehídos en 

el almidón, obtenidos gracias a la oxidación, permiten la formación del grupo imina, 

dando lugar al establecimiento de un enlace covalente entre ambos polisacáridos 

permitiendo la formación de estructuras más rígidas (Tharanathan, 2005) y según 

Serrero et al., (2010) no solo estos enlaces forman una red en la perla sino que también 

existen interacciones hidrofóbicas y enlaces de hidrógeno que le ayudan al hidrogel, 

quitosano-almidón oxidado, a ser insoluble y mejorar su resistencia a las variaciones de 

pH. 

Inmovilización de la β-galactosidasa 

Evaluación de la actividad y la eficacia de la inmovilización 

Para la inmovilización de la lactasa se evaluó el efecto del glutaraldehído y 

almidón oxidado, en dos concentraciones, como agentes reticulantes y funcionalizantes 

de las perlas de quitosano. Inicialmente se comentó que para los cuatro tratamientos se 

evaluaron dos ensayos de control (el diseño experimental realizado se puede ver en la 

Tabla A1), con estos se comprobó que no existe efecto de la perla funcionalizada sobre 

la determinación de la concentración de glucosa y por ende en el cálculo de la actividad.  
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En la Tabla 2, se encuentra resumido, para cada uno de los tratamientos 

evaluados, los valores calculados de actividad para el total de perlas empleadas en la 

inmovilización.  

Tabla 2 

Actividad de la β-galactosidasa inmovilizada. 

Tratamientos 
Actividad 

inmovilizada (U) 

Actividad específica 

inmovilizada (U/gss*) 

Actividad 

recuperada (%) 

G1 19.78 ± 3.97a 31.07 ± 6.25a 9.96 ± 0.97a 

G3 11.54 ± 1.79b 17.95 ± 2.38b 5.91 ± 1.20b 

A1 9.66 ± 0.34b 15.46 ± 0.55b 5.62 ± 1.13b 

A3 10.41 ± 1.66b 16.50 ± 2.63b 5.40 ± 1.21b 

Nota: *gss: gramos de soporte seco. 

Para evaluar cuál factor tenía un efecto significativo sobre la actividad 

recuperada, que es uno de los cuatro indicadores de la eficacia de la inmovilización, se 

empleó el análisis ANOVA y para determinar efecto de los niveles se realizó una prueba 

de Tukey, empleando un nivel de confianza del 95 % y un 𝛼 = 0.05 (Apéndice 2.1). Se 

observó que tanto el tipo de reticulante como la concentración tienen un efecto 

significativo en la actividad recuperada (𝑝 = 0.006 y 𝑝 = 0.012 respectivamente), en el 

caso de los niveles con la prueba de Tukey se pudo verificar que respecto al tipo de 

reticulante el glutaraldehído tiene una mayor influencia en la variable de respuesta y que 

la concentración al 1 % es la que mejora los resultados de la actividad recuperada. 

En la Figura 24a se puede observar que los tratamientos con almidón oxidado 

en ambas concentraciones junto con el tratamiento con glutaraldehído al 3 % lograron 

actividades estadísticamente similares y que el mejor tratamiento resultó ser el 
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glutaraldehído al 1 % con un 9.96 ± 0.97 %. De la Figura 24b se destaca que 

efectivamente existe una interacción entre ambos factores (así como determinó el 

ANOVA, 𝑝 = 0.019) y que el empleo del almidón oxidado en cualquier concentración no 

va a permitir mejorar la retención de la actividad por sobre el 6 %. 

Figura 24  

Diagramas resumen para los resultados de la actividad recuperada. 

 

Nota: a) histograma comparativo de los resultados, b) diagrama de interacción. 

Las 150 perlas que se reticularon y funcionalizaron con glutaraldehído al 1 % 

tuvieron una actividad específica inmovilizada de 31.07 ± 6.25 U/gss representando este 

dato una recuperación de la actividad del 9.96 % de la actividad inicial total que fue 

195.48 U. En la investigación realiza por Klein et al., (2012) las perlas de 2 mm de 

diámetro funcionalizadas con 5 % de glutaraldehído lograron una retención de la 

actividad de 10.7 % al emplear una concentración inicial de enzima de 1560 U, en sus 

ensayos la mayor retención fue de 13.4 %.  

Se debe destacar que el sustrato empleado en la investigación de  Klein et al., 

(2012) fue el ONPG, que como se mencionó previamente es un sustrato sintético de 

reacción rápida, de ahí que las diferencias en cuanto a valores de actividad sean tan 

notorias, a pesar de la diferencia cinética entre aquel sustrato y la lactosa los 
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porcentajes de actividad retenida son similares en ambas investigaciones asociando 

este resultado a la capacidad que tiene el quitosano como soporte, en forma de perla o 

macropartícula, cuando es funcionalizado con el glutaraldehído. 

Al evaluar los resultados de absorbancia (datos no mostrados) y en base a lo 

mencionado por Armbruster & Pry, (2008) sobre el límite de detección (LoD) aplicado 

para la curva estándar de glucosa obtenida con el kit K-GLOX, se pudo concluir que, 

respecto a la enzima residual del proceso de inmovilización, solo para el sobrenadante 

se logró determinar la cantidad de glucosa liberada y que las fracciones de lavado no 

tenían la cantidad suficiente de enzima como para liberar glucosa que sea detectable de 

manera confiable por el kit enzimático. De modo que para el cálculo del rendimiento y la 

eficiencia de inmovilización se emplearon las actividades obtenidas de la enzima inicial 

en solución y la enzima en el sobrenadante. 

 En la Tabla 3 se encuentran los resultados obtenidos para los demás 

indicadores de la eficacia de la inmovilización: el rendimiento, la retención del soporte y 

la eficiencia para los cuatro tratamientos evaluados.  

Tabla 3 

Resultados obtenidos para los indicadores de la eficacia de la inmovilización. 

Tratamientos 
Rendimiento de la 

inmovilización (%) 

Retención del 

soporte (%) 
Eficiencia (%) 

G1 90.79 ± 15.95a 98.08 ± 3.32a 12.29 ± 3.07ab 

G3 100.00a 97.98 ± 3.50a 5.91 ± 1.20b 

A1 24.22 ± 6.76b 24.11 ± 4.14b 24.70 ± 9.87a 

A3 26.81 ± 14.67b 23.57 ± 3.04b 22.87 ± 9.13ab 
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Bajo las mismas características se realizaron los análisis estadísticos ANOVA y 

prueba de Tukey para las variables de respuesta. Los resultados estadísticos para el 

rendimiento y la retención del soporte (Apéndice 2.2 y Apéndice 2.3) demostraron llegar 

a la misma conclusión; para estas variables, tan solo el tipo de reticulante tiene un 

efecto significativo en la inmovilización, siendo el glutaraldehído aquel con que se 

consigue los mejores resultados y que sin importar el nivel empleado del reticulante este 

no va a tener un efecto representativo para mejorar la inmovilización. 

Se debe distinguir por la Ecuación 3 y la Ecuación 6 que el rendimiento se 

calcula en base a la actividad residual presente en el sobrenadante y las fracciones de 

lavado mientras que la retención se calcula en base a la cantidad de enzima que es 

retenida por el soporte funcionalizado. Tener conocimiento de ambas variables puede 

ser empleado para determinar la carga proteica en el soporte y descartar fenómenos de 

desactivación de la enzima libre, sobre todo al contrastar los resultados con la eficiencia 

de la inmovilización (Sheldon & van Pelt, 2013). 

Al evaluar la Figura 25 es evidente como los resultados para ambas variables 

son congruentes entre sí demostrando que el quitosano cuando es funcionalizado con 

glutaraldehído es capaz de inmovilizar la totalidad de la proteína en solución, para esta 

investigación se empleó un total de 1.25 mg de β-galactosidasa, los cuales pueden ser 

exitosamente inmovilizados al emplear 150 perlas o 0.7072 ± 0.0273 g de 

micropartículas de quitosano. En el caso del almidón oxidado, las 150 perlas 

funcionalizadas con este agente son capaces de inmovilizar aproximadamente 0.298 

mg de enzima. 

Figura 25 

Histograma comparativo de dos de los indicadores de eficacia. 
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Nota: a) histograma para el rendimiento de la inmovilización, b) histograma para la 

retención del soporte. 

Cuando comparamos los resultados con la eficiencia de la inmovilización se 

obtienen conclusiones bastante diferentes, como se observa en la Figura 26a los datos 

para el almidón oxidado son mayores respecto al glutaraldehído. Estadísticamente, el 

ANOVA muestra el mismo resultado que el tipo de reticulante es la fuente de 

variabilidad con significancia para la inmovilización de la β-galactosidasa (𝑝 =

5.24 𝑥 10−6) y tan solo con la prueba de Tukey se puede evidenciar que el efecto 

significativo corresponde al almidón oxidado, con esta misma prueba se pudo 

determinar la diferencia entre los cuatro tratamientos ensayados observándose que esta 

es significativa entre el tratamiento A1 y G3 y que las medias de los tratamientos A3 y 

G3 no son significativamente diferentes a los tratamientos A1 y G3 (Tabla 3 y Apéndice 

2.4). 
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Figura 26  

Diagramas resumen para los resultados de la eficiencia. 

 

Nota: a) histograma comparativo de los resultados, b) diagrama de interacción. 

La Figura 26b corrobora el resultado de que no existe interacción entre los 

factores estudiados (ANOVA para la interacción TipoRet:ConcRet con valor 𝑝 = 0.627) y 

que el empleo del almidón oxidado en cualquiera de las dos concentraciones va a 

mejorar la eficiencia de la inmovilización maximizándose el resultado al usar una 

concentración de 1 %, que también es la concentración con un mejor efecto cuando se 

trata de la funcionalización con el glutaraldehído. 

En la investigación de Biró et al., (2008) se empleó el mismo método de 

preparación y funcionalización de las perlas usando glutaraldehído al 5 % y ONPG 

como sustrato, ellos encontraron que las perlas de 3.2 mm de diámetro tenían una 

actividad inmovilizada específica de 66 U/g de soporte seco con un rendimiento de 

inmovilización del 16.9 %. En esta investigación, la funcionalización de las perlas con el 

glutaraldehído al 1 y 3 % permitió obtener actividades de 31.07 y 17.95 U/g con 

rendimientos de 90.79 y 100 % (Tabla 2 y Tabla 3), siendo que la actividad inmovilizada 

es menor a la obtenida por Biró et al., (2008) y los rendimientos mucho mayores los 

resultados se asocian a la concentración de enzima empleada en ambas 

investigaciones. La inmovilización realizada por Biró et al., (2008) empleó 5 mL de una 
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solución 1:4 de la enzima Maxilact LX 5000 para 1 g (en peso húmedo) de perlas, 

mientras que en esta investigación se emplearon 5 mL de una solución 1:248 de la 

enzima Ha-LactaseTM 5200 para 0.7072 g (en peso seco) de perlas, de modo que un 

exceso en la concentración de enzima pudo haber afectado el rendimiento en la 

investigación de referencia y en este caso el empleo de una baja concentración proteica 

(0.25 mg/mL) permitió que las perlas empleadas sean capaces de retener más del 90 % 

de la enzima. 

Al comprar las concentraciones del reticulante para los cuatro indicadores de 

eficacia de la inmovilización (actividad retenida, rendimiento, retención del soporte y 

eficiencia) se puede observar que al emplear glutaraldehído al 1 % se consiguen los 

mejores resultados en casi todas las variables en comparación al glutaraldehído al 3 % 

(Tabla 2 y Tabla 3). Estos resultados, específicamente los de actividad inmovilizada, 

son congruentes con la investigación realizada por He Chen et al., (2013) que 

emplearon el mismo método de precipitación y reticulación con glutaraldehído 

demostrando que a mayores concentraciones del dialdehído, por ejemplo 3 %, la 

actividad inmovilizada en µmol ONP/min/g (U/g) disminuía, 10 U/g, y que cuanto menor 

era la concentración mayor resultaba la actividad inmovilizada, para 0.5 % valores 

mayores a 50 U/g. 

Esto se puede explicar porque el glutaraldehído al ser un dialdehído en altas 

concentraciones va generar un exceso de aldehídos en la superficie de la perla 

causando que la enzima forme uniones multipunto con el reticulante causando 

modificaciones en la estructura espacial del centro activo pudiendo afectar la 

conformación tridimensional de la enzima, modificando su flexibilidad e incluso actuando 

como desnaturalizante (Belho & Ambasht, 2021; He Chen et al., 2013; Liese & 

Hilterhaus, 2013) y de ahí que la actividad retenida haya sido significativamente menor 



80 
 

al emplear un 3 % en comparación al 1 % del reticulante (5.91 ± 1.20 % y 9.96 ± 0.97 % 

respectivamente).  

Es por esta misma razón que se emplea el indicador de eficiencia debido a que 

las enzimas durante el proceso de la inmovilización pueden desactivarse o formar 

uniones con el soporte tales que bloquen el sitio activo (Sheldon & van Pelt, 2013). Al 

analizar los resultados de la Tabla 3 que muestra como a pesar de que el 

glutaraldehído consigue un rendimiento entre el 90 y 100 % en ambas concentraciones, 

la eficiencia de inmovilización no resulta tan buena logrando resultados entre el 5 y 

13 % siendo estos opuestos a los que se obtuvo con el empleo del almidón oxidado 

entre el 22 y 25 % en ambas concentraciones. 

En el caso del almidón oxidado este no logró obtener resultados muy elevados 

para el rendimiento y la retención del soporte, sin embargo, la actividad retenida es 

estadísticamente similar a la obtenida con el glutaraldehído al 3 % y solamente en el 

caso de la eficiencia se consiguieron mejores resultados en comparación al 

glutaraldehído. Sobre este polisacárido funcionalizado existe tan solo una investigación 

en la cual se lo haya empleado para funcionalizar quitosano y cuyo complejo fuera 

utilizado en la inmovilización de enzimas.  

En la investigación de  Hongge Chen et al., (2010) se evaluó el almidón 

dialdehído como agente reticulante del quitosano para la inmovilización de xilanasa de 

Aspergillus niger comparando su efecto con el uso del glutaraldehído, el protocolo de 

elaboración de las perlas se basó en el mismo principio de precipitación con la 

diferencia de utilizar hexametafosfato de sodio ((NaPO3)6) como agente coagulante. Los 

resultados fueron un 54.2 % de actividad recuperada para el quitosano funcionalizado 

con glutaraldehído y un 60.8 % de actividad para el almidón oxidado empleando 1 mL y 

1 g de cada reticulante respectivamente; en esta investigación se obtuvo una 
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recuperación de la actividad del 9.96 % para el glutaraldehído y 5.62 % del almidón 

cuando se empleó una concentración del 1 %. 

Al comparar las actividades retenidas con el glutaraldehído hay una diferencia 

evidente entre la inmovilización de la xilanasa y la β-galactosidasa; por los datos 

obtenidos de la eficiencia se puede afirmar que efectivamente el glutaraldehído provoco 

la inactivación enzimática resultando en una retención total de la enzima, pero con baja 

actividad. En el caso del almidón oxidado en todos los indicadores de eficacia se 

observó que la concentración no tuvo un efecto significativo en los resultados (Figura 

24, Figura 25 y Figura 26) y que en contraste con los resultados obtenidos por Hongge 

Chen et al., (2010) son mucho menores, no obstante en su investigación se menciona 

que el almidón dialdehído empleado fue uno cuyo grado de oxidación era superior al 

90 %. 

El grado de oxidación es la cantidad total de grupos carbonilos (CHO) y grupos 

carboxilos (COOH) por cada 100 unidades de glucosa (Y. R. Zhang et al., 2012), 

mientras mayor sea el grado de oxidación mayor será la cantidad de grupos carbonilos 

capaces de reaccionar con los grupos amino del quitosano y la enzima. Los métodos de 

oxidación con peróxido de hidrógeno pueden conseguir buenas cantidades de grupos 

carbonilos, 32.9 % (Han, 2016), 55.4 % (S. D. Zhang et al., 2009) y 53.4 % (Viteri 

Narváez, 2018). Al haber empleado el mismo método de oxidación que Viteri Narváez, 

(2018) se esperaría que la cantidad de grupos carbonilos sea similar y de serlo 

justificaría que no se hayan conseguido valores tan elevados de actividad retenida como 

en la investigación de Hongge Chen et al., (2010).  

Algo que también se debe destacar del empleo del almidón oxidado es que los 

valores para el rendimiento y la eficiencia (Tabla 3) son prácticamente los mismos, 
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inclusive en la retención del soporte, de modo que toda la β-galactosidasa que fue 

inmovilizada es activa. 

Al no existir una diferencia con las concentraciones, la sugerencia para mejorar 

la eficacia de la inmovilización al emplear almidón oxidado sería modificar de alguna 

manera el protocolo de oxidación con el peróxido de hidrogeno a fin de obtener un 

mayor grado de oxidación y por ende una mayor concentración de grupos carbonilos. 

Para este fin se ha observado que el uso de catalizadores metálicos generan 

rápidamente radicales hidroxilo que inmediatamente reaccionan con los carbohidratos 

para generar los grupos funcionales carbonilo (Vanier et al., 2017).  
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Capítulo 5: Conclusiones  

La β-galactosidasa de Kluyveromyces lactis es una enzima de mucha 

importancia industrial, la constante demanda y el procesamiento de grandes cantidades 

de sustancia hacen de los métodos de inmovilización una alternativa viable y llamativa 

porque mejoran las características operacionales de la enzima, en este sentido el 

quitosano funcionalizado puede ser una opción muy prometedora. 

La caracterización de la enzima y del soporte empleado para la inmovilización es 

un paso clave e importante para la continuación de los estudios enzimáticos y de 

inmovilización. El empleo de lactasa en una concentración de 0.25 mg/mL en 

condiciones uniformes de trabajo, temperatura 37 °C, pH 7 y tiempo de reacción de 5 

minutos, facilitaron los ensayos con un total de 150 perlas de quitosano (0.7072 ± 

0.0273 g; 2.5 mm) que se funcionalizaron con dos tipos de reticulante, glutaraldehído y 

almidón oxidado, en dos concentraciones de trabajo, 1 y 3 %. 

De la experimentación se concluyó que el mejor reticulante para el quitosano es 

el glutaraldehído a la concentración de 1 % porque alcanzó los valores más altos en la 

actividad inmovilizada específica, 31.07 U/gss y en dos de los cuatro indicadores de 

eficacia de la inmovilización, 9.96 % de actividad recuperada y 98.08 % de enzima 

retenida en el soporte. En los otros dos indicadores empleados, los tratamientos con el 

mejor resultado fueron el glutaraldehído al 3 % con un 100 % para el rendimiento de la 

inmovilización y el almidón oxidado al 1 % con un 24.7 % para la eficiencia de la 

inmovilización. 

Con los resultados obtenidos se puede afirmar que el mejor reticulante para las 

perlas de quitosano es el glutaraldehído en cualquier concentración más si se desea 

potenciar su efecto funcionalizante lo mejor es emplearlo en bajas concentraciones y 

que por la investigación realizada, con un 1 % se consigue las mejores características 
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de inmovilización, a pesar de ello se destaca bastante el trabajo con el almidón oxidado 

que demostró tener una notable capacidad de carga enzimática y una eficiencia, por 

sobre el 24 %, y que igual al quitosano tiene cualidades de biodegradabilidad, 

biocompatibilidad y baja toxicidad en contraste con el glutaraldehído, además sus 

propiedades químicas pueden mejorarse en el proceso de oxidación a fin de favorecer 

sus cualidades como agente funcionalizante del quitosano. 
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Capítulo 6: Recomendaciones 

Siendo nuestro país consumidor de producto extranjero, la primera 

recomendación se orienta al desarrollo de la investigación que permita producir de 

forma recombinante la β-galactosidasa con el objetivo de disponer de enzima para el 

desarrollo de más experimentos que complementen y mejoren los resultados ya 

obtenidos y así llegar a una real solución industrial en la aplicación de la lactasa. 

Habiendo conseguido resultados muy prometedores con la investigación hecha 

aún queda mucho trabajo por realizar. La investigación inicial puede ser potenciada con 

la caracterización más profunda del soporte mediante espectroscopía infrarroja por 

transformada de Fourier (FTIR) para confirmar la formación de las bases de Schiff entre 

el soporte y el reticulante, y entre el reticulante y la enzima. Adicionalmente para 

optimizar el uso del quitosano funcionalizado es recomendable realizar estudios de 

carga para averiguar la real capacidad de retención del catalizador. 

Al igual que con el soporte, la enzima libre e inmovilizada debe ser caracterizada 

y para esto se deben realizar estudios enzimáticos, los cálculos del Km y Vmax son 

importantes para comprender la cinética del biocatalizador y para su empleo en 

procesos de operación continua y de mayor volumen son necesarios los estudios de 

optimización de las condiciones de trabajo, pH y temperatura. En las investigaciones 

con sistemas de inmovilización son muy recomendados los estudios de estabilidad en 

condiciones desnaturalizantes para la enzima soluble contrastando con la enzima 

inmovilizada a fin de determinar la resistencia del sistema, en función de la actividad 

mantenida, al transcurrir un tiempo en almacenamiento. 

En esta clase de investigaciones, la proyección del trabajo se direcciona a 

determinar la eficacia de la enzima inmovilizada cuando es sometida a condiciones de 

flujo continuo o discontinuo con mayores volúmenes de sustrato e incluso entre 
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diferentes sustratos, siendo por tanto un trabajo bastante largo pero muy útil debido a la 

aplicabilidad de los resultados y a la importancia que tiene la β-galactosidasa a nivel de 

industria y producción. 
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Apéndices 

Apéndice 1  

Diseño experimental del proyecto de investigación. 

Ensayos realizados en la investigación, las corridas corresponden a un total de 3 

réplicas aleatorizadas para los 4 tratamientos incluidas 2 réplicas para los controles de 

cada tratamiento, en estos últimos se evaluó la concentración de glucosa producida 

cuando no existe enzima retenida en la perla o diluida en el buffer residual del 

sobrenadante y las fracciones de lavado. 

Tabla A1 

Corridas del diseño experimental. 

Tanda Estándar Identificación Corrida TipoRet 
ConcRet 

(%) 
 

1 

4 Rep1 1 Almidón oxidado 1  

13 ControlG3 2 Glutaraldehído 3  

15 ControlG1 3 Glutaraldehído 1  

5 Rep1 4 Almidón oxidado 1  

2 

16 ControlA3 5 Almidón oxidado 3  

2 Rep1 6 Glutaraldehído 1  

11 Rep1 7 Almidón oxidado 3  

8 Rep2 8 Glutaraldehído 3  

3 

17 ControlG1 9 Glutaraldehído 1  

18 ControlA1 10 Almidón oxidado 1  

12 Rep2 11 Almidón oxidado 3  

6 Rep2 12 Almidón oxidado 1  

4 

9 Rep2 13 Glutaraldehído 3  

3 Rep3 14 Glutaraldehído 1  

19 ControlA3 15 Almidón oxidado 3  

20 ControlG3 16 Glutaraldehído 3  

5 

10 Rep3 17 Almidón oxidado 3  

1 Rep3 18 Glutaraldehído 1  

14 ControlA1 19 Almidón oxidado 1  

7 Rep3 20 Glutaraldehído 3  

Nota: obtenido con el programa Design-Expert 11 
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Apéndice 2 

Análisis estadístico de los indicadores de eficacia de la inmovilización. 

Apéndice 2.1 

Análisis de la actividad retenida 

Resumen 

Tratamiento Cuenta Media Des Estand Min Max 

Glut:1% 3 9.96 0.98 9.08 6.41 

Glut:3% 3 5.91 1.20 4.78 6.58 

AlmOxid:1% 3 5.62 1.13 4.32 11.01 

AlmOxid:3% 3 5.40 1.21 4.16 7.17 

 

ANOVA 

Fuente de 
variabilidad 

gl 
Suma de 

cuadrados 
Media 

cuadrática 
Valor F 

Valor p 
(p<0.05) 

TipoRet 1 17.690 17.690 13.755 0.006* 

ConcRet 1 13.680 13.675 10.632 0.012* 

TipoRet:ConcRet 1 11.000 11.002 8.554 0.019* 

Error 8 10.290 1.286   

 

Prueba de Tukey HSD 

Parámetro Valor 

Valor crítico del rango estudentizado 4.529 

Diferencia mínima significativa 2.965 

Alfa 0.05 
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Factor Niveles Diferencia Inferior Superior 
Valor p 

ajustado 

TipoRet Glut-AlmOxid 2.428 0.918 3.938 0.006 

ConcRet 3%-1% -2.135 -3.645 -0.625 0.012 

 

Tratamientos con la misma letra no son estadísticamente diferentes 

Tratamientos Media Grupos 

Glut:1% 9.96 a 

Glut:3% 5.91 b 

AlmOxid:1% 5.62 b 

AlmOxid:3% 5.40 b 

 

Apéndice 2.2 

Análisis del rendimiento de la inmovilización 

Resumen 

Tratamiento Cuenta Media Des Estand Min Max 

Glut:1% 3 90.79 15.95 72.38 100.00 

Glut:3% 3 100.00 0.00 100.00 100.00 

AlmOxid:1% 3 24.22 6.76 17.07 30.50 

AlmOxid:3% 3 26.81 14.67 16.59 43.62 

 

ANOVA 

Fuente de 
variabilidad 

gl 
Suma de 

cuadrados 
Media 

cuadrática 
Valor F 

Valor p 
(p<0.05) 

TipoRet 1 14650.0 14650.0 113.734 5.24E-06* 

ConcRet 1 104.0 104.0 0.809 0.395 

TipoRet:ConcRet 1 33.0 33.0 0.255 0.627 

Error 8 1030.0 129.0     
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Prueba de Tukey HSD 

Parámetro Valor 

Valor crítico del rango estudentizado 4.529 

Diferencia mínima significativa 29.676 

Alfa 0.05 

 

Factor Niveles Diferencia Inferior Superior 
Valor p 

ajustado 

TipoRet Glut-AlmOxid 69.882 54.771 84.992 5.20E-06 

ConcRet 3%-1% 5.895 -9.215 21.005 0.395 

 

Tratamientos con la misma letra no son estadísticamente diferentes 

Tratamientos Media Grupos 

Glut:3% 100.00 a 

Glut:1%       90.79 a 

AlmOxid:3%     26.81 b 

AlmOxid:1%     24.22 b 

 

Apéndice 2.3 

Análisis de la retención del soporte 

Resumen 

Tratamiento Cuenta Media Des Estand Min Max 

Glut:1% 3 98.08 3.32 94.25 100.00 

Glut:3% 3 97.98 3.50 93.93 100.00 

AlmOxid:1% 3 24.11 4.14 21.10 28.83 

AlmOxid:3% 3 23.57 3.04 21.07 26.96 
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ANOVA 

Fuente de 
variabilidad 

gl 
Suma de 

cuadrados 
Media 

cuadrática 
Valor F 

Valor p 
(p<0.05) 

TipoRet 1 16511.0 16511.0 1329.522 3.51E-10* 

ConcRet 1 0.0 0.0 0.025 0.878 

TipoRet:ConcRet 1 0.0 0.0 0.011 0.918 

Error 8 99.0 12.0     

 

Prueba de Tukey HSD 

Parámetro Valor 

Valor crítico del rango estudentizado 4.529 

Diferencia mínima significativa 9.214 

Alfa 0.05 

 

Factor Niveles Diferencia Inferior Superior 
Valor p 

ajustado 

TipoRet Glut-AlmOxid 74.187 69.495 78.878 0.000 

ConcRet 3%-1% -0.323 -5.015 4.368 0.878 

 

Tratamientos con la misma letra no son estadísticamente diferentes 

Tratamientos Media Grupos 

Glut:1%       98.08 a 

Glut:3%       97.98 a 

AlmOxid:1%     24.11 b 

AlmOxid:3%     23.57 b 

 

Apéndice 2.4 

Análisis de la eficiencia de la inmovilización 
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Resumen 

Tratamiento Cuenta Media Des Estand Min Max 

Glut:1% 3 24.70 3.07 9.08 15.21 

Glut:3% 3 22.87 1.20 4.78 7.17 

AlmOxid:1% 3 12.29 9.87 17.21 35.89 

AlmOxid:3% 3 5.91 9.13 15.09 32.93 

 

ANOVA 

Fuente de 
variabilidad 

gl 
Suma de 

cuadrados 
Media 

cuadrática 
Valor F 

Valor p 
(p<0.05) 

TipoRet 1 14650.0 14650.0 113.734 5.24E-06* 

ConcRet 1 104.0 104.0 0.809 0.395 

TipoRet:ConcRet 1 33.0 33.0 0.255 0.627 

Error 8 1030.0 129.0     

 

Prueba de Tukey HSD 

Parámetro Valor 

Valor crítico del rango estudentizado 4.529 

Diferencia mínima significativa 18.106 

Alfa 0.05 

 

Factor Niveles Diferencia Inferior Superior 
Valor p 

ajustado 

TipoRet Glut-AlmOxid -14.688 -23.908 -5.469 0.006 

ConcRet 3%-1% -4.102 -13.321 5.118 0.335 
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Tratamientos con la misma letra no son estadísticamente diferentes 

Tratamientos Media Grupos 

AlmOxid:1%   24.70 a 

AlmOxid:3%   22.87 ab 

Glut:1%     12.29 ab 

Glut:3%      5.91 b 

 

Apéndice 3 

Esquemas de referencia para la metodología. 

Apéndice 3.1 

Diagrama de funcionalización e inmovilización de las perlas de quitosano. 

 

Apéndice 3.2 

Diagrama de determinación de la concentración de proteína 
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Apéndice 3.3 

Diagrama de los ensayos para la determinación y cálculos de la actividad. 
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