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Se utilizaron tres [sgalactosidasas (A. oryzae, K. lactis, E. coli) como modelos para el
estudio de la estabilidad en sistemas semi-acuosos y la inmovilizacion se realizé a
glutaraldehido-agarosa. Los co-solventes usados fueron: N,N-dimetilformamida (DMF),
etanol, acetona, dioxano y acetonitrilo (todos entre 6 y 75% v/v). La cinética de inactivacion
fue analizada de acuerdo al modelo en dos pasos propuesto por Henley y Sadana, con un
estado final enzimatico (E,) con actividad especifica distinta a cero.

A= [100 + (? 1k1/(k2-k1))-(? 2k2/(k2-k1))]exp(-k1t)-(k1/(k2-k1))(? 1-? z)eXp(-kzt)+? 2

Los parametros ?; y ?, son los porcentajes de actividad especifica de los estados
enzimaticos E;, E, con respecto al estado enzimatico nativo. Los gréaficos experimentales de
la actividad residual vs. tiempo fueron ajustados utilizando el programa Enzfitter. El estudio
de inactivacion térmica a diferentes temperaturas revel6 que todos los derivados son
considerablemente mas estables que las correspondientes enzimas solubles. En la forma
soluble de la R-galactosidasa de A. oryzae es la mas estable, pero su forma inmovilizada fue
mas inestable que la enzima soluble en presencia de los co-solventes estudiados. Los
derivados de E. coliy K .lactis mostraron estabilizacion importante a bajas concentraciones
de co-solventes. A pesar de que la inmovilizacion permitié estabilizacion frente a la
temperatura y frente a bajas concentraciones de co-solventes, esto se torna dificil al
aumentar la concentracion de los mismos. La inmovilizacion puede imponer cierta tension
en la estructura de la proteina dejandola mas sensible para desnaturalizase a altas
concentraciones de co-solventes, por lo que se estdn estudiando estrategias
complementarias de estabilizacion.



