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I. INTRODUCCION

La utilizacién de enzimas con fines comerciales se ha venidc ex-
tendiendo en una gran variedad de campos tales como; la industria
cervecera, prcduccidn de quesos, industria textil, en la de curtido,
en alimentos y en medicina. Sin embargo las enzimas no siempre han
resultado ser catalizadores ideales de aplicacidn industrial, puesto
que generalmente son inestables, ademas de que no pueden ser usados
a temperaturas elevadas.

Tradicionalmente las reacciones enzimiticas se han llevado a cabo
en procesos por lote, lo cual permite que sean empleadas solo una
vez, y que sus restos sean desechados sin tratar de recuperarlos., En
relacibén a ésto se tratd de darles un uso mas econdmico y eficiente,
por lo que a fines de los afios sesenta, las técnicas de inmoviliza -
cién de enzimas empezarén a ser objeto de un creciente interés. Mu -
chos articulos y revisiones sobre el tema comenzaron a ser publica -
dos. Es conveniente mencionar que las enzimas inmovilizadas en sus
primeros afios de estudio fueron consideradas como simples curiosida-
des de laboratorio,

Dentro de las diversas fuentes de obtencidn de enzimas, las pro-
venientes de microorganismos resultan ser las mids convenientes para
emplarse industrialmente. Estas pueden ser obtenidas extracelular -
mente o tienen que ser extraidas de las células microbianas. Para
omitir este proceso se ha contemplado la potencialidad que envuelve
el inmovilizar directamente la célula microbiana, técnica que se ha
venido desarrollando desde los inicios de los afios setenta.

Asi desde hace 20 afios las enzimas inmovilizadas y mds reciente-
mente las células microbianas inmovilizadas han provocado un gran
interés dentro del campo de la ingenieria enzimdtica.

Existen numerosos ejemplos en los que se han usado tanto enzimas
como células microbianas inmovilizadas con fines industriales entre



ellor oveontrames que la primera aplicacidn fue la resolucidn de mez
clas racémicas para la separacién de L-aminodcidos, utilizando una
aminoacilasa inmovilizada, este proceso fue iniciado por la compafiia
Tanabe Seiyaku de Japdn en 1969,

Respecto a otros procesos industriales que utilizan enzimas o cé-
lulas microbianas inmovilizadas con éxito, podemos mencionar algunos
como es la produccidén de jarabe de fructosa empleando la enzima glu-
cosa isomerasa inmovilizada, este proceso es realizado por las com -
pafiias Novo; CAR-Mi, INC.; Clintcn Corn Processing, entre otras. Asi
mismo podemos mencionar la conversidén de esteroides (usando la enzi-
ma dehidrogenasa) realizado por la compafiia Squibb. Otro caso es la
produccién del L-acido malico (usando la enzima fumarasa) efectuado
por la compafiia Tanabe Seiyaku, en esta ocasidén la enzima se encuen-
tra dentro de el microorganismo productor el cual es inmovilizado.
De esta misma manera se produce el dcido L-aspartico, que es produ -
cido por Tanabe Seiyaku y por Kyows Hakko desde 1976.

En cuanto a otros productos cbtenidos por sistemas inmovilizados
de aplicacidén industrial tenemos la produccién del #cido 6-aminope -
nicilanico (6-APA),que es obtenido por la hidrélisi: de la cadena la
teral de la molécula de penicilina G, empleando la enzima penicilino
amidasa inmovilizada. Este producto es de gran interés farmaceitico
debido a que se emplea como insumo para la sintesis de las penicili-
nas semisintéticas. Existen varias compafilas que utilizan dicho pro-
ceso, entre ellias estan; Tanabe Seiyaku, Beecham, A, B, Astra entre
otras.

En este trabajo se presenta un panorama sohre el curso que ha to-
mado en la actualidad la tecnologia de las enzimas inmovilizadas,
asi como sus aplicaciones con fines industriales o comerciales en al
gunos procesos. Ademas de indicar las ventajas y desventajas que pre
sentan los sistemas inmovilizados en cuanto a su uso.



Por otra parte se da una estrategia en cuanto al desarrollo de un
biocatalizador a base de una enzima de aplicacidn industrial, siendo
en este caso la enzima penicilino amidasa, la cual se emplea dentro
del microorganismo productor que sera inmovilizado en un soporte ti-
po gel como es el agar, El estudio comprende la caracterizacidn fisji
co quimica del soporte y del soporte-microorganismo inmovilizado.



II. ANTECEDENTES
2.1, Perspectiva histérica.

La inmovilizacién de enzimas se inicid desde 1916, afio en que
Nelson y Griffin (44) encontraron que un extracto de invertasa era:
absorbido sobre carbbén activado y que la enzima absorbida mostraba:
la misma actividad que la enzima nativa.

En 1949 Summer (50) encontrd que la ureasa contenida en un 30%!
de alcohol y cloruro de sodio, permanecia activa durante uno o dos:
dias, sin embargo todos los conocimientos que se siguieron desarro+
llando sobre enzimas inmovilizadas no fueron tomados en cuenta para
una aplicacién en particular sino hasta 1953 cuando.Grubhofer y
Shleith (22) inmovilizaron enzimas tales como:; carboxipeptidasa,
diastasa, pepsina y ribonucleasa utilizando como soporte una resina
de poliamino-poliestireno, mediante unidn covalente.

Durante los afios de 1954 a 1961 Mc. Laren (4l) y Sittle (58) se
preocuparon por la absorcién de las enzimas empleando soportes inor-
ganicos; mientras que Katchalski (30) se interesa por la inmoviliza~
cién de enzimas mediante uniones covalentes a copolimeros organicos;
a su vez Mitz {30) se dedica a unir covalentemente las enzimas a so-
portes de tipo celulésico.

En la década de los setenta se encuentran publicaciones de Mog-i
bach y Mattiason (40) en donde realizan estudios en los que observan
que diferentes enzimas presentan mayor eficiencia en su forma inmovd
lizada que en su forma libre para un proceso en particular. .

En general se puede decir que se cuenta con un considerable nime
ro de métodos reportados para la inmovilizacidén de enzimas, v que
ésto se debe en gran parte a que las preparaciones enzimiticas en su
forma soluble, presentan una serie de limitaciones en cuanto a su ba
ja estabilidad operacional y a su capacidad de regeneracidn. '



lo cual da un aumento en los costos de produccién de tales prepara-
ciones. En base a estos inconvenientes es gque se considera la utili-
zacidn de las enzimas inmovilizadas, ya que este estado les permite
aumentar su estabilidad en cuanto a su capacidad de operacidn, lo
que a su vez permite considerar su aplicacidn en los procesos de bio
conversidn a nivel industrial.

Recientemente se ha venido considerando la inmovilizacidén de cé-
lulas completas, en relacidn a que ésto evita 1los procesos de extra-
ccién y purificacidén de las enzimas, lo cual resulta muy costoso, es
decir se contempla la proposicidén de usar las células completas e in
tactas de los microorganismos productores, ya que ésto ofrece una se
rie de ventajas que seran mencionadas a lo largo del presente traba-
jo.

Dentro de la naturaleza existen algqunos microorganismos que pre-
sentan una cierta afinidad natural para crecer sobre superficies for
mando finas capas o peliculas sobre una amplia variedad de materiales
de tipo natural y no naturales como; granos de arena, tubos de cloru
ro de polivinil, en superficies de metales y minerales, etc. En mu -
chos de los anteriores ejemplos la formacidén de estas peliculas se
debe a fendmenos fisicos de absorcidn permitiendo que los microorga=-
nismos son colocados a propdsito sobre superficies inertes con el
fin de mejorar su crecimiento; estos ejemplos de ninguna manera pue-
den ser considerados como una forma de inmovilizacidn hablando en
términos estrictos, pero si nos indica la importancia que tiene el
uso de un soporte inerte. (27)

De la extensa literatura relacionada con la inmovilizacidn de en
zimas o de células microbianas, se puede observar que existen pocas
publicaciones en las gue se mencione la importancia de seleccionar
un soporte, asi como el de caracterizar el sistema que seri inmovili
zado antes y después de que ésto se efectue,



2.2, Enzimas y células inmovilizadas.
2.2.1 Introduccidn.

Se conoce una gran cantidad de catalizadores quimicos que poseen
una gran importancia debido a su poder y versatilidad en su uso, lo
cual puede ilustrarse con el hecho de que el 70% de todos los proce-
sos industriales emplean la catdlisis quimica. En relacién a ésto po
demos hacer la siguiente pregunta, &por qué la necesidad de utilizar
a las enzimas como catalizadores industriales?. La respuesta a ésto,
es que las enzimas presentan caracteristicas muy notables, que no se
encuentran presentes en los catalizadores hechos por el hombre, y
que son; su alta actividad catalitica, que en muchas ocasiones resul
ta ser superior en comparacién a la actividad de los catalizadores
no bioldgicos; asi como su alta especificidad, y finalmente al hecho
de que pueden funcionar bajo diferentes condiciones, incluyendo con-
diciones normales de presidn y temperatura. Sin embargo a pesar de
tan notables propiedades, las enzimas no han sido ampliamente usadas
debido a que presentan algunas desventajas; como es que son poco es-—
tables en condiciones de operacidén, asi como que son moléculas solu-
bles en agua dificultando su separacidn de los sustratos y productos
por 1o que no pueden ser usadas repetidamente. Es por ello que inten
tando superar estos inconvenientes se ha sequido avanzando dentro de
la tecnologia enzimitica, especificamente impulsando la aplicacién
de las enzimas inmovilizadas, asi como en la inmovilizacidén de las
células completas microbianas.

2.2.2, Caracteristicas fisicoquimicas de las enzimas y células 1li-
bres.

La aplicacién de las enzimas dentro de los procesos industriales



se fundamenta en la evaluacidn de las siguientes propiedades:
1. especificidad
2, estabilidad
3. actividad
4. digponibilidad

1. Uno de los atributos mis sobresalientes de las enzimas es su espe
cificidad, ya que solo ciertos sustratos experimentan su accidn y -
nicamente tiene lugar un tipo de'reaccidn sin que se produzcan re-
acciones laterales. Su grado de especificidad puede.ser muy variado
algunas poseen una especificidad casi absoluta respecto a un sustra-
to determinado, y no actuaran sobre moléculas aungue estén muy rela-
cionadas; mientras que otras atacaran toda una clase de moléculas
que poseen un comiin denominador estructural, aunque lo hagan a velo-
cidades diferentes.

2. La estabilidad de las enzimas ya sea durante su almacenamiento o
en uso, es esencial para su aplicacidn industrial. Las enzimas en so
lucidn acuosa son generalmente inestables y pueden perden actividad
durante la reaccidn, ademas de que su recuperacidn resulta costosa,
asi como que los métodos usualmente empleados pueden causar su desna
turalizacidn, dando como consecuencia que las enzimas no sean reuti-
lizadas en los procesos por lote o en los continuos,

3. La actividad que presenta una enzima, se encuentra determinada
por la concentracidn de ella misma, por la concentracién del sustra-
to asi como por la disponibilidad del mismo, concentracién de cofac-
tores, efectos alostéricos, la presencia y concentracién de sustan-
cias inhibidoras, fuerza idénica, pH, temperatura y el tiempo de re-
acecidn. (21)



Todos estos parametros que afectan la actividad enzimatica, son
estudiados por la cinética enzimatica. El conocimiento de este estu-
dio es necesario en relacidn a los siguientes puntos:

1.- Poder seguir la produccién y aislamiento de las enzimas.

2.- Bstandarizar y determinar las propiedades de las prepara

ciones comerciales.

3.- Determinar la cantidad correcta de enzima para ser adi-

cionada en un proceso comercial.

4. La disponibilidad depende de varios factores; a pesar de que las
enzimas son producidas por todos los organismos vivos, las provenien
tes de fuentes microbianas resultan ser las mas practicas para ser
usadas con fines industriales. Su obtencién resulta mis econdmico ya
que no ésta sujeta a factores de localizacidn de la fuente 6 a cam-
bios de las condiciones climatolégicas, sino que su produccién se en
cuentra concentrada en un solo sitio, ademids de que su tiempo de prg
duccidén es mis corto.

Dentro de la produccién de enzimas a través de micrcorganismos
encontramos dos grupos: enzimas extracelulares que son secretadas al
caldo de cultivo y las enzimas intracelulares gue se encuentran en
el interior de la célula microbiana. Las primeras generalmente son
mas empleadas como biocatalizadores comerciales, va que resultan ser
relativamente mas estables, ficiles de aislar y no requieren de co-
factores. Las enzimas intracelulares, resultan ser mas practicas al
emplearse dentro de las células microbianas: ya que de esta forma se
evita su extraccidén y purificacién, disminuyendo su inestabilidad,
debido a que se preserva su ambiente natural. Tal aplicacién es lo
gue hasta la actualidad se ha venido empleando dentro de los proce-
sos tradicionales de las bioconversiones.

d .
2.2.3, Caracteristicas fisicoguimicas de las enzimas y ceélulas inmo-
vilizadas.



Las propiedades tanto fisicas como quimicas de las enzimas y cé-
lulas en su forma libre, sufren apreciables cambios al ser inmovili-
zadas. BEstos cambios se observan principalmente en su estabilidad en
sus constantes cinéticas, todo ésto debido al nuevo microambiente al
cual se encuentran sometidas y a sus propios productos de reaccién.
Las ventajas generales que cfrecen los biocatalizadores inmoviliza-
dos se enumeran a continuacidn:

1° pPermiten ser usados en procesos en continuo, asi como repeti-

damente en los procesos por lote, reduciendo significativamen
te los costos.

2° Los procesos pueden ser automatizados,

3° Se tiene un control mis preciso de las reacciones catalizadas

4° Se previene que los productos finales no se encuentren conta-

minados por sustancias proteicas, esto es importante debido a
gue pueden causar reacciones inmunoldgicas.

5° Se incrementa la estabilidad@ intrinseca de las enzimas.

El término de "bhiocatalizador inmovilizado", puede ser empleado
para denominar tanto sistemas simples como complejos. En el primer
caso corresponde a los sistemas formados por enzimas aisladas o bién
por células microbianas no viables donde se requiere catalizar una o
dos reacciones. En el caso de los sistemas complejos tenemos a las
células microbianas viables, en donde se emplea todo su sistema mul-
tienzimatico. Sin embargo en el caso de los sistemas simples surge
la pregunta de lcuando inmovilizar enzimas aisladas o células micro-
bianas no viables?, la respuesta a ésto seria en relacidén a las si-
guientes consideraciones en donde se justifica el empleo de las célu
las microbianas no viables:

1. cuando son enzimas intracelulares, ya gque no se requiere de

los procesos de extraccidn y purificacién,

2. Cuando los extractos enzimaticos de las células son inesta-

bles durante y después de la inmovilizacién.

3. Si el microorganismo productor no contiene enzimas que puedan

interferir con la enzima deseada, y en el caso de que ésto su
ceda, ver la posibilidad de inactivarlas o removerlas del mi-
croorganismo.
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4, Los sustratos y productos deberan ser compuestos de pesos mo-
leculares bajos.

Las reacciones catalizadas por células microbianas inmovilizadas
ofrecen una serie de ventajas: como es que dan un alto rendimiento
en la actividad enzimatica inmovilizada; una alta estabilidad opera-
cional, los costos de obtencidén de la enzima son bajos: Pueden ser
empleadas en sistemas de reacciones multienzimaticas, ademis de que
tienen una retencidén integra de la estructura y conformacidn de la
enzima y se aumenta la resistencia a las perturbaciones del ambien-
te.

2.2.4. Inconvenientes en la inmovilizacién de enzimas y células mi-
crobianas.

Una de las desventajas mis importantes en la inmovilizacidn de
enzimas, corresponde a los cambios en sus propiedades cinéticas. A
continuacidn se menciona algunos de los efectos mis importantes que
ocurren:

a) Cambios conformacionales causados por medificaciones de las

enzimas durante la inmovilizacién.

b) Efectos estéricos, debido a la orientacidn de las enzimas des
pués de la inmovilizaciodn.

c) Reparticién del sustrato, productos o de los iones entre el
volumen de la solucidn y el soporte empleado en la inmovili-~
zacidn, debido a las interacciones hidrofilicas y electrosti-
ticas que se originan en el medio de reaccidn.

d) Efectos microambientales, esto se refleja principalmente en-
tre la interacciédén de la enzima y el sustrato, ya que ésta se
encuentra en un ambiente modificado en el que prevalece en
gran parte las propiedades fisicas y quimicas del material
empleado como soporte.
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e) Restricciones difusionales externas en la transferencia de el
sustrato o de los productos alrededor de las capas circundan-
tes que envuelven a las particulas de las enzimas.

f) Restricciones difusionales internas er la transferencia del
sustrato o del producto dentro del material usado como sopor-
te.

Los tres primeros incisos permiten explicar el decremento gue se
observa en la actividad especifica de las enzimas inmovilizadas en
comparacidn con las enzimas Jue se encuentran en solucién. En el ca-
so de las células microbianas inmovilizadas encontramos que las enzi
m:7 no se encuentran directamente interaccionando con el material
enmpleado como sopcrte, ni con un nuevo microambiente; por lo que los
e‘ectos conformacionales y estéricos se encuentran més alejados de
pcder alterar a las enzimas. Sin embargo pueden presentarse altera-
ciones debidas a las mismas células ya que éstas pueden presentar
carcas negativas en su periferia, que provocan modificaciones en el
pH Optimo de la erzima o en las interacciones con el sustrato.

Los efectos difusionales, scn los inconvenientes mas importantes
dentrc de las propiedades cinéticas de las enzimas o de las células
inmovilizadas, especialmente cuando las reacciones deben efectuarse
con gran rapidez debido a que las concentracionaes del sustrato son
muy lkajas: ésto implica la necesidad de emplear particulas altamente
pcrosas comc soportes. En el caso de las células inmovilizadas se
tiene que las restricciones difusionales son mds pronunciadas que en
el caso de las enzimas, ya gue éstas cuentan con una barrera adicio-
nal constituida por la pared celular, asi como por la membrana cito-
plasmitica.

El uso de las enzimas inmovilizadas en cuanto a sus costos de
produccion resultan ser mas elevados en comparacidn con las células
microbianas inmovilizadas:; ya que todo el proceso que se necesita pa
ra poder emplearse como biocatalizadores involucra desde su obten-
cidn, purificacién, inmovilizacidn hasta su aplicacién dentro de un
bioreactor. Mientras que las células sblo se tiene su obtencién, in-
movilizacién y aplicacidén en el bioreactor. Sin embargo las células
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microkianas pueden dar productos menos purcs, ya que ademis de el
producto deseado, se pueden tener presentes otros metabolitos pro-
pios de la célula, asi como materiales producidos per la lisis celu-
ar, que puede observarse frecuentemente cuando las células han sido
usadas durante prolongados pericdos de operacidn. En algunos casos,
.e pueden encontrar células libres, ésto ocurre generalmente en los
procesos que requieren de células viables. Una desventaja mis es que
la actividad y estabilidad de dichas preparaciones, se ve afectada
adversamente por la accidn de proteasas intracelulares, implicando
el uso de agentes inhibidores de dichas enzimas, que también puede
afectar la actividad de la enzima deseada.

2.2.5. Aplicaciones de las enzimas y células microbianas inmoviliza-
das.

Las aplicaciones mias representativas de los biocatalizadores in-
movilizados serdn sefialadas dentro de esta seccidén, principalmente
en forma de ejemplos, en los cuales se tratara de indicar el alcance
que puede tener la tecnologia de las enzimas y células micrcbianas
inmovilizadas, asi como sus posibilidades y limitaciones. (25)

Como ya se ha mencionado los biocatalizadores mas probadcs son
los correspondientes a producir los L-amincidcidos, ya que éstos pre-
sentan una importante utilizacidn como aditivos en alimentos o como
complemento alimenticio para animales y también en medicina, debido
a su alto valor nutritivo. Tradicionalmente se producian por medio
de fermentacidn, después se sintetizaron quimicamente, dando un pro~
ceso facil, ripido y barato en comparacidén con las fermentaciones;
‘in embargo presentaba un inconveniente y era que daba mezclas racé-
micas, por lo cual al emplearse una enzima como la aminoacilasa in-
movilizada, este problema se resolvid ya que se contaba con una hi-
drélisis muy selectiva del acyl-L-aminoidcido que liberaba el L-aming
icido, y éste podia ser posteriormente separado del acyl-D-aminodci-
do por simple diferencia de solubilidades. (25)
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Otras transformaciones que incluyen la utilizacidr yo rea dn cn-
zimas o de células inmovilizadas son la conversidn del fumarato de
amonio a el dcido L-aspartico; asi como la sintesis de L-triptofano
a partir de indol, o empleando dcido acético y amonio 6 DL-serina,
Otro caso es la sintesis de L-tirosina a partir de fenol, acido acé-
tico y amonic: asi como la conversidén de L-arginina a L-citrulina 6
a L-ornitina y firalmente la sintesis del dcido L-glutdmico a partir
de glucosa. (9)

Dentro de la industria de alimentos, tenemocs gue tecnoldgicamen-
te, ésta se encuentra en un gran subdesarrollo en comparacidén con la
industria farmacéutica vy quimica. Pero aln asi los competidores de
las enzimas, los catalizadores quimicos, no han podido jugar un pa-
pel muy importante en este caso debido principalmente a que son in-
compatibles con los alimentos. Mientras que las enzimas a su vez han
sido ampliamente usadas por la tecnoleogia de alimentos en procesos
tan tradicionales como es la produccidn de quesos, en panificacidn,
etc.

Un ejemplo de importancia comercial para la tecnologia de los
biocatalizadores inmovilizados corresponde a la produccidn del jara-
be de maiz rico en fructuosa. Este proceso consiste en convertir 1a
glucosa (que es obtenida por hidrbdlisis enzimitica del almidén) en
una mezcla aproximadamente equimolecular de fructosa y glucosa emple
ando la enzima glucosa isomerasa inmovilizada. Debido a que la fruc-
tosa es mas dulce que la glucosa, el jarabe de maiz rico en fructosa
resulta ser tan dulce como el jarabe a partir de sacarosa y con el
mismo contenido de sélidos; por 1o que es utilizado en la preparacidn
de bebidas no alcohdlicas como los refrescos embotellados. Otro pro-
ceso recientemente comercializado corresponde a la hidrélisis de la
lactosa del suero de la leche, dando como productos una mezcla de
glucosa mis galactosa. El jarabe obtenido del suero de la leche es
empleado como edulcorante {con un elevado centenidc de proteinas) en
productos como helados, dulces, pasteles y en la elaboracidn de caje
tas. (25)

Muchas enzimas exhiben una alta especificidad para un determinado
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sustrato, lo cual asequra que solo podrd reaccionar con el sustrato
al que es afin, evitandose posibles interferencias por la presencia
de otros compuestos: Esta caracteristica (ausente en la mayoria de
los catalizadores quimicog) es muy valiosa en los trabajos analiti-
cos, va que en ellos es muy comin querer medir la concentracidn de
algin componente que se encuentra presente entre muchos otros. Este
hecho es un claro potencial para los biocatalizadores inmovilizados,
va que puede emplearse esta propiedad en la construceidn de los denp
minados electrodos enzimiticos con aplicacidn en el campo de los
andlisis clinicos como quimicos.

Degafortunadamente en la actualidad sdlo se cuenta con electro-
dos que pueden detectar muy pocas especies como es el caso de los
siguientes iones; H+, NHZ, y de algunos elementos,como O3 y COy, pe-
ro no pueden detectar moléculas mas complejas come aminodcidos. En
relacidén a ésto es que surge una revolucionaria idea, que consiste
en tratar de acoplar a un electrodo de este tipo una enzima inmovili
zada, Es decir el electrodo es cubierto por una fina pelicula polimé
rica, que contiene la enzima, de manera que ésta pueda transformar
un determinado compuesto a una especie que pueda ser directamente me
"d 140 wor el electrodo. Un ejemplo es el uso de la enzima L-aminodci
do oxidasa, que produce un ién amonio por cada molécula que oxide de
uv I-amirodcido, Esta enzima fue acoplada a un electrodo enzimatico,
que pued: ser probado directamente en muestras que contengan molécu-
las de L-aminoacidos. Este principio puede ser generalizado con el
fin de aplicarse en la identificacién de otros compuestos como gluco
sa y otros azlcares, fenoles, organofosfatos, urea, colesterol, peni
cilina, etc.

Las enzimas inmovilizadas también presentan aplicabilidad en el
campo de la medicina, principalmente en la remocidon de compuestos
indeseables ccntenidos en la sangre. Esto puede lograrse ya sea admi
nistrando enzimas inmovilizadas dentro del cuerpo humano o usando va
rios dispositivos extracorporales. En el primer caso tenemos la uti-
lizacion de la asparginasa inmovilizada por microencapsulacién (con
el fin de prevenir degradaciones proteoliticas asi como reacciones
inmunoldgicas) ésta es injectada intraperitonealmente para el trata-
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miento de la leucemia. Tal tratamiento se basa en la habilidad de 1la
enzima para degradar la aspargina, ya que este aminoicido es mis re-
querido por las células cancerosas que por las células normales.

Un ejemplo muy prometedor para el uso de enzimas inmovilizadas
es en los tratamientos terapeiticos extracorpcrales. Especificamente
en el caso de pacienter gue rnecesitan paszar su singre a través de un
rifién artificiz! o por una bomba oxigenadcra; en dcnde se tiene que
heparinizar la sangre con el fin de evitar que ésta se coagule den-
tro del equipo. Posteriormente se debe quitar la heparina, antes de
que sea reincorporada la sangre al organismo, ya que de no hacerlo
se tendrian complicacicnes de tipo hemorrdgico. Este problema puede
resolverse con el uso de un filtro de sangre conteniendo la enzima
heparinasa inmcvilizada, la cual puede degradar en un 99% la activi-
dad anticoagulante de la heparina,

A continuacién se presentan algunas tablas con el fin de dar un
panorama mas concreto de las aplicaciones de las enzimas y células
microbianas inmovilizadas, Ademas se presenta un breve resumen en la

tabla 2.4, de biocatalizadcrez gque han sido empleados czn fines co-
merciales,
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Tabla 2.1 Aplicaciones de las enzimas inmovilizadas en procesos qui-

micos.

Reaccidn
catalitica

Enzima
inmovilizada

Proceso
quimico

Oxido-reduccién

L-aminoacido
oxidasa
p-tirosinasa

Flavoproteinas

produccién de
D-aminoadcidos
produccitn de
L-tirosina
oxidacidn de drogas
que contengan gru-
pos amino

Trans ferencia de Dextransacarasa produccién de fruc-
grupos tosa rica en dextra
nas
Polinucledtido- produccién de poli-
fosforilasa nucledtidos
Hidrdlisis e<-amilasa produccién de glu-
cosa
glucoamilasa produccibén de glu-
cosa
celulasa produccién de glu-
cosa
invertasa produccién de azi-
car invertida
aminoacilasa resolucidn éptica
de bL-aminoadcidos
papaina hidrblisis de casei
na
penicilino- produccién del aci-
amidasa do G-aminopenicilé-
nico (6-APA).
Isomerizacidn alucosa iso- produccién de fruc-

merasa

tosa.

Referencia (9)
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Tabla 2.2. Ejemplos de electrodos enzimiaticos.

Enzima Substancia detectada

inmovilizada

Electrodo empleado

Método de gel de pcliacrilamida

L=aminoacido L-fenilalanina
oxidasa

Glucosa oxidasa glucosa

Ureasa urea

Penicilinasa penicilina

Método de membrana de coldgena

Catalas; H202

Alcohol etanol
dehidrogenasa

Lactato dcido lictico
dehidrogenasa

Colesterol colesterol
oxidasa

Invertasa-glucosa sacarosa
oxidasa

electrodo de amonio

electrodo de oxigeno
electrodo catidnico
monovalente,

electrodo de vidrio

electrodo de oxigeno
electrodo de platino
electrodo de platino
electrodc de oxigeno

electrodo de oxigeno

Referencia (9)
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Reuccidn Sistema Microorganisme Producto
catalitica enzimitico inmovilizado
Hidrélisis B-galactosidasa Lactobacillus D-glucosa y
bulgaricus D-galactosa
invertasa Sacchar-Tyces D-glucosa y
. pastorianus D-fructosa
penicilino~ Escherichia 6~APA
amidasa rolil
esteroide - Curvularia
hidrolaza lunata cortisol
aminoacilasa Aspergillus
ochraceus L-metionina
Sintesis penicilino- Bacillus
amidasa megaterium penicilina
cefalosporina- Achrzmckacter
amidasa sp. cefalosporina
triptofano Escherichia
sintetasa coli L-triptofano
Reacciores fumarasa Brevibacterium
liasa Ammoniagenes dcido L-mdlico
aspartasa Escherichia ecli dcido L-aspartico
L-histidina Achromobacter dcido urocdnico
amonia liasa liquidum
Isomeriza glucosa-isome Bacillus D-fructosa
cidn rasa coaqulans

Sistemas multienzimiticos

Streptomyces

phaeochromogener

Acti-omyces sp.

Bravibacterium
ammcr.iagenes
Corynebacterium
glutamicum
Arthrobacter

oxydans

coenzima A

dcido L-glutamico

dcido liactico




Tabla 2.4. Ejemplos de hiocatalizadores inmovilizados empleados con fines comerciales,

Enzima Métaodos de Tipo de Moda de Compafiio Fecha
inmovilizacidn reactor operacién de

inicio

Aminoacilasa adsorcidn lecho empacado cont inun Tanabe Seiyaku 1969

Aspartasa* atrapamiento lecho empacado continun Tanabe leiyakn 1973

Fumarasa* atrapamiento lecho empacado rontinuo Tanahe Seiyaku 1974

Glucosa~ adsorcidn lecho empacado continuo Clinton Corn 1972
isomerasa »

uniin covalentn tanque agitado lote Novo 1974

lechn empacado cont inun Novo 1975

Lactasn atrapamiento tanque agitado 1nte Snam Progetti 1977

Penicilino- adsorciodn tanque agitado lote Squibhb 1966
amidasa .

unidon covalente tanque agitado lote Astra 1973

unidn covalente tanque agitado lote Beecham 1974

atrapamientc lecho empacado cont.inuo Snam Progetti 1975

Esteroide~ tratamiento con Squibhb 1964

dehidrogenasa* calor
*células inmovilizadas.

Referencia (37).

61
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2.3. Métcdos de inmovilizacién.
2.3.1. Intrcdueccidn.

La irmevilizaciér de e-zimac asi como de células micrcohianas
puede definirse como "enzimas & células fisicamente confinadas
6 localizadas en tra cierta regiénm definida del espacio, con reg
tencidn de su actividad catalitica y que pueden ser usadas repe
tidamente & continuamente” ( 9 ).

De acuerdo a la clasificacidén dada por Chibata (9) encontra-
mos a '0s diferentes métcdos de inmovilizacidn agrupados dentro
de tres categcrias:

1) Unién al soporte
2) Entrecruzamiento

-

3) Atrapamiento

Que a su vez pueden ser subdivididas en la siguiente forma:

Biccatalizadores inmovilizados

Jni&wal Entrecruzamiento Atrapamiento
sopcrtf
Adsorcidn Unidn covalente En una matriz -Micro
encapsulacidn
Fisica Intercambio Fuerzas
idnico fisicoquimicas

Cada uno de los anteriores casos se ejemplifica en la figura
No. 2.1.



21

UNION AL SOPORTE

Adsorcién Fisica Fuerzas fisicoquimicas

LT P,
uug yUSY
S

Fesfol pides

Interacciones
Interacciones elcctrostédticas hidrofébicas.

Intercambio idénico

Unién covalente

ENTRECRUZAMIENTO

! ' -
. ! PR
N7
- o [} .
o,
N
Matriz Microencapsulacién.

Figura 2.1. Representacién esquemitica de las diferentes
técnicas de inmovilizacién.
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2.3.2, Descripcidn de los métodos de inmovilizacidn.

Tres son las técnicas mias comunmente empleadas para la inmovili-
zacidn de c£lulas micrchianas: 1) adsorcidn, 2) atrapamiento y 3)
unién ccvalente. Los mecanismos de cada una de las anteriores técni-
cas scr hastante diferentes entre si, aunque se pueden citar de mane
ra gener:l los siguientes mecanismos responsables de cada caso:

1. Interaccicnes electrcstiticas entre células con carga y sopor

tes cargados.

2. Formacidn de uniones ibnicas entre grupos amino (NH,+) y car-
boxilo {co0™) presentes en' la superficie de la célula y gru-
pos reactivos de la superficie del soporte.

3. Formacidn de uniones covalentes parciales entre los grupos
aminc presentes en la superficie de las cglulas y grupos hi-
droxilo (silinoles disociados) en la superficie del soporte
ésto sucede cuando se emplean soportes de vidrio o ceramica,

4. Atrapamiento fisico, donde los poros del soporte son demasia
do pequefios en comparacidn con el tamafio de las células mi-
crobianas, impidiendo que: éstas se liberen ya que quedan re-
tenidas en el interior del soporte.

5. Formacién de enlaces covalentes entre los gqrupos reactivos
precentes en la superficie de las células y los grupos espe-
cificos que son colocados sobre la superficie del soporte.

En la tabla 2.5., se resumen las técnicas de inmovilizacibn, se-
fialando los Ffactcres que afectan en la inmovilizacidn, el tipo de sg
porte empleado, el agente guimico empleado para efectuar la unidn,
el tipo de mecanismo que le corresponde, asi como las ventajas y li-
mitaciones de la técnica.

La reaccidn bhisica en la técnica de adsorcibn, es la interaccidn
electrostatica entre las cargas del soporte y las células. Esta es
la técnica mds simple de todas, ya que consiste en poner en contacto
al mismo tiempo el adsorbente y la solucién que contiene las células
del microorganismo que se desea inmovilizar, teniendo presente que
la edad de las células es importante ya que conforme campia ésta, se
tienen cambios en la carga superficial de la célula, ademids que la
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adsorcién depende también del pH en que se efectué el proceso.

Tarla 2,5, Técnicas de inmovilizacidn para células microbianas.

Técnica de Pactores que Mecanismo Ventajas
inmovilizacidn afectan la inmo=~ y
vilizacién, so- - limitaciones
porte, agente qui-
micc enlazante
Propiedades Comp. pared celular Interaccio- simple/

de la

" Carga
celula

Edad
ADSORCION

Propiedades Composicidn

nes electros depende
tdticas entre del pH
el soporte y

la superficie
celular.

de el Carga superficial
soporte Area superficial
pH
Agar Atrapamiento /difusién
Alginato del sustra
ATRAPAMIENTO Carragenina to.
Polimeros sintéticos /disarega-
cion del
gel por la
presencia
de iones
fosfato.
Acrilamida Polimeriza- /toxicidad
cidn por ra
dicales libres.
Isocianato Formacién de ..
UNION COVALENTE Amino silano uniones cova /toxicidad
Glutaraldehido lentes.
Carbodiimida

Referencia (34),



24

El atrapamiento es una de las técnicas mids extensamente investi-
gada en la inmovilizacién de células.

El principio de esta forma de inmovilizacidn, es la inclusién de
las células microhianas dentro de una red polimérica, con el fin de
impedir la salida de las cé&lulas al medio de reaccidn,

Existen diferentes formas para consegulr la construccién de los
enrejades o entresruzamientos poliméricos y son: 1} uniones secunda-
rias no especificas, 2) uniones idnicas, 3) uniones covalentes hete-
ropolares y 4) unicnec covalentes homepolares. A su ves estos meca-
nismcs para formar las rzdes poliméricas pueden clasificarse en:

* precipitacién

* gelacidn por intercambio idnico
* policcrdensacidn

* polimerizacién

Atrapamientc por precipitacién.

La precipitacidr del material que serd empleado como soporte, se
logra mediante cambios en las condiciones en que el polimero se en-
cuentra en forma solu:le, Tales condiciones pueden ser; temperatura,
salinidad, pH vy el disolvente. Alguncs ejemplos se dan a continuacidn
en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6. Pclimeros que forman su estructura reticulada por
precipitacién.

Parametros que se mcdifican Ejemplos
para obtener la precipitacién

Temperatura Carragenina
Coligena
Agar
Salinidad : Carragenina
. Alginatos
pH EudraoitR
Disolvente Triacetato de celulosa

R= marca comercial
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En el casc de Eudragit®R consiste en un polimero sintético. que
presenta caracteristicas polielectroliticas, por lo que su forma-
cibn de gel! se debe a cambios en el pH y al disolvente.

La precipitacifén permite la construccién del enrejado debido a
que las caderas lineales del polimero se entrecruzan, ademids gue lag
redes formad:s estin constituidas por fuerzas secundarias que permi-
ten que la reticulacién sea reversible.

Atrapamiento por la formacién de un enrejado ibnico.

La formacidn de tales redes, se debe a que el entrecruzamiento
del polimero, se establece por medio de enlaces ibnicos entre los po
lielectrolites lineales y especies multivalentes. lLas propiedades
del enrejado pueden ser notablemente mejoradas cuando el gel formado

se somete a una etapa de secado. El diagrama del proceso se indica
en la figura 2.2,

S5clucidn e alainatos
+
Paquete de células

...... extruccién

)
acitador entrecruzamiento
%
Rl lavado
Sol. CaCly Hy0y
Esferas
del ._-‘ SO_OO‘.O-
. . To 0.
Biocatalizador-e—m—ooo-——— _(? O'\O_} o e 0o
PPy secado

Sol. Al, (804)4

Fig. 2.2, Esquema sobre el prcceso para atrapar células comple-
tas por formacién de enrejados idnicos.
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Este procedimiento también es de caricter reversible, la limitan
te del procesc es que el biocatalizador obtenido no puede ser usado
en sistemas gue contengan iones en disolucidn, especialmente fosfa-
tos ya que originan la disgregacidn del biocatalizador.

Atrapamiento por policondensacidn,

Las reacciones de policondensacién fueron principalmente usadas
para la cbtencidén de polimeros sintéticos, sin embargo en la inmovi-
lizacidn de especies bioldgicas dicho procedimiento se habia evitado
ya que resultaba téxico para la célula. Sin embargo con la informa-
cién dada por Klein (32) se tiene que presenta la alternativa de tra
bajar con una resina epoxy la cual puede ser condensada con un agen-
te polifuncional, lo cual no afecta las condicicnes fisioldgicas de
las células en estado viable al inmovilizarlas. En su trabajo descri
be 1la obtencion de particulas fuertes, eldsticas, porosas y con una
buena capacidad de atrapamiento. La reticulacisn es irreversible y
aderas el soporte resulta ser inerte. Todo ésto indica que este tra-
tamionto puede ser prometedor en el caso de sistemas que requieren
de células viables.

Atrapamiente per polimerizacifn.

En este caso el material mas empleado para tal fin es la acrila-
mida. El procedimiento consiste en colocar las células microbianas
en ura solucidn salina, junto con pequefias proporciones del mondmero
de acrilamida y bismetilenacrilamida. El mecanismo de la reaccidn es
por radicales libres. La polimerizacién se efectla en 15 minutos a
25°C. El inconveniente de ésto, es gue son agentes tdxicos para la
célula y pueden daflar severamente la actividad catalitica.De ahi la
importancia de seguir realizando investigaciones que permitan redu-
cir los efectos adversos.

Como ya se indicd, eoxiste una amplia variedad de técnicas para
inmovilizar por atrapamiento células micrchianas, por lo que es con-
veniente tener presente las propiedades de cada una, con el fin de
seleccionar la mis conveniente en relacién a nruestras necesidades.



Las propiedade:z que deben considerarse en la seleccién de una
técnica de inmovilizacién pueden ser resumidas comc ha continuacidn
se indica:

Propiedades mecdnicas Propiedades qguimicas
a) Preparacién control de la geometria toxicidad
b} Estabilidad compresién pH

agitacidn compogicidn idnica
¢} Funcicnamiento "rodo de cperacién permeabilidad

del reactor

Observandc las propiedades mecanicas se puede decir gue la mayo-
ria de los sistemas descritos cumplen con el control de la geometria
y de la forma; ya que se pueden obtener biocatalizadores en forma es
férica, en pelic:ia, ¢~ [ikras, etec, En cuanto a las propiedades qui
micas si es relevante tener presente la towicidad de los reactivos
que intervienen en l. formacién del entrecruzamiento, asi como los
parametros gue puede:: alterar la estabilidad del biocatalizador como
el pH, la presencia de ciertos iones o la misma fuerza idnica, como
en el caso de 1-s enrejadcs ccnstituidos por interacciones idnicas.

La téenica de unidén crvalente es bastante diferente a las técni-
cas de absorciln v atrapamiento; ya que se basa en la formacidn de
un enlace covalente entre un soporte previamente activado y las cé-
lulas microbianas. Dentro de los agentes guimicos mds utilizados en
la activacién de los soportes tenemos: aminosilano, isocianato, car
bodimida y el glutaraldehido; los cuales permiten colocar un grupo
especifico sobre la superficie del soporte que posteriormente re-
acciona con los grupos reactivos presentes en la cé&lula. Esta técni-
ca no es muy utilizada en la inmovilizacién de cé&lulas, dekide a que
los agentes quimicos empleados causan dafics severos en la actividad
catalitica.

En la tabla 2.7., se da una comparacidn de las diferentes técni-
cas de inmovilizacidn que pueden emplearse tanto para enzimas ccmo
para células microbianas.



Tabla 2.7, Comparacion de las diferentes técnicas de inmovilizacidn,

Caracteristica Adsorcién  Enlace Unién Entrecruzamiento  Atrapamient.o
Fisica idénico covalente

Preparacidn fdcil faril dificil dificil diffeil

Actividad

enzimitica baja alta alta moderada alta

Especificidad

al sustrato no cambin no cambia cambia cambia no cambia

Fuerza de

unién débil moderada fuerte fuerte fuerte

Regeneracién del

soporte posible posible imposible imposible imposible

Aplicabilidad en

general en dife- baija moderada moderada bhaja alta

rentcs enzimas

Costo de la inmo

vilizacidn bajo bajo alto noderado bajo

Referencia (9)

14
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2.4. Soportes.
2.4.1, Introduccién.

Desde hace mds de 15 afios, se han reportado una gran cantidad de
soportes que se han utilizado en las técnicas de inmovilizacién. Sin
embargo es necesario preguntarnos, de toda esa riqueza de materiales
dcuales son los materiales apropiados para ser utilizados como sopor

tes? ademas ¢si efectivamente dichos materiales estudiados corres-
ponden a un soporte "ideal"?. Es por ello que el presente capitulo
tiene p~r obietivo dar ura serie de criterios, que nos permitan efec
tuar una adecuada eleccidén o en iltima instancia utilizar aquel ma-
terial que cumpla con las necesidades mds criticas para obtener un
buen biocatalizador. (42)

En primer lugar un soporte deberd ser durable bajo las condicio-
nes en que se use, En otras palabras, la solubilidad del soporte ten
drd que ser muy baja en relacidén al medio ambiente en que se operard
Esto no implica que el soporte tenga que ser insoluble bajo todas la
condiciones en las que se pueda emplear, sino sélo en aquellas que
sean dictadas por el tipo de reaccidn enzimatica en el que interacci
onara, es decir; pH, fuerza idnica, temperatura, etc,

En forma general, un soporte deberda cumplir con los siguientes

puntos:

a) Buenc capacidad de atrapamiento, o una elevada disponibilidad
de drea superficial, que permita una considerable retencidn 6
unién de las células inmovilizadas.

b) Durabilidad quimica respecto a las condiciones ambientales en
donde se efectuari la reaccidn enzimidtica (pH, temperatura,
fuerz: iénica, etc.)

¢) Estabilidad dimensional y fuerza mecanica, con el fin de pre-
venir la compactacicén del soporte, asi como que permita man-
tener su configuracidn,

d) Resistencia a la degradacién microbioldgica, los soportes ri-
cos en fuentes de carbonb como el almidén, 6 ricos en fuentes
de nitrbégeno comc las proteinas son potencialmente buenos nu-
trientes para los microorganismos.
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Estabilidad térmica, ya que los materiales que poseen grandes
coeficientes de expansidén presentan problemas, debido a que
al expandirse o contraerse por cambios de temperatura permiten
la liberacién de las enzimas o de las células. Esto puede ocu
rrir durante la misma inmovilizacidn o durante las condicio-
nes de operacidén del bioreactor,

Forma y tamafio de particula, estas dos caracteristicas tienen
su mdxima importancia con respecto a la operacidn de los reac
tores. Ya que en el caso de particulas muy grandes se tienen
problemas de difusién, por lo que la actividad enzimitica se
ve disminuida en comparacidn a la que se obtiene en los siste
mas libres, sin embargo se disminuye considerablemente las
caidas de presidn, lo que se ve favorecido al emplearse parti
culas pequefias,

Regeneracidén del soporte, los soportes que son mis facilmente
regenerables son los inorgdnicos, ya que pueden ser sometidos
a un simple procesc de pirdlisis, siendo ficil y econdmico de
realizarse, Los soportes orgdnicos principalmente los de ori-
gen natural, no son regenerables y en el caso de encontrar un
proceso que lo permita, resulta economicamente incosteable.
Facil adquisicidn del material.

Clasificacidn de los soportes en base a su naturaleza.

Los soportes pueden ser divididos dentro de dos categorias orgda-
nicos e inorgdnicos (42). Los organicos a su vez pueden ser subdivi-
didos en: polisaciridos, proteinas y polimeros sintéticos. Los poli-
sacdridos pueden ser clasificados de acuerdo al tipo de subunidad
que constituye su cadena. Es decir los de tipo celulésico, los forma
dos por dextranas y los formados por unidades de agarosa. Los polime
ros sintéticos se subdividen en polimeros de acrilamida, copolimeros
del fenol, y formaldehido (resinas fendlicas) y finalmente copolime-
ros del estireno y del divinilbenceno.

Los materiales inorganicos comprenden varios oxidos y sus conbi-
naciones exhiben una alta termcestabilidad y buenas propiedades de
fluido, En solucidn su superficie se hidroliza, y forma grupos hidro
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xilo que pueden reaccionar directamente con los grupos carboxilo &
amino presentes en la superficie de las células. Esta reaccién ocu-
rre sobre todas las superficies déylos materiales inorganicos y se
les denomina soportes no mezclados.:.Los soportes inorganicos mezcla-
dos, son combinaciones con agentes quimicos, que les proporcionan
grupos de enlace covalente., Esta primera clasificacidn en base a la
naturaleza del soporte se resume en la tabla 2,8,

2.4.3. Morfologia y configuracién de los soportes.

En la clasificacidn anterior no se hace gran referencia sobre la
morfologia de los materiales. Siendo un parametro de importancia en
relacidn a gue estd asociado a el 4rea superficial’y al tamafio de po
ro, ya que de ellos depende la cantidad o carga de las células que
pueden ser inmovilizadas, A continuacidn se da un reclasificacidn de

los soportes:
SOPO{RTES

Soportes{;o porosos Soportes porosos
N S -
poro amplia distribucidn estructura

controlado de poro gel
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Tabla 2.8. Clasificacién de los soportes de acuerda a su naturalera.

SOPORTES
ORGANICOS
carragenina
1 agar
. £ agarosa
polisacaridos elulosa
sephadex
ectato
proteinas [-coldgena
~acrilamida
polimeros resinas fenflicas
sintéticos polimercs de poliestirero

‘ INORGANICOS
no mezc¢lados mezcliados

alumina
zirconio
magnesio
silica

vidrio
cerinica
ferromagnetita

uso de
agentes
quimi~
cos ace
plantes

Referercia (33)
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Los soportes no porosos presentan una gran desventaja en su uso,
debido a que su area superficial es extramadamente baja, dando lugar
a que la superficie disponible para la unién con las células sea muy
limitada. Los materiales pertenecientes a este grupo son particulas
muy finas o fibras. Esto dificultad su separacidon en laz mezclas de
reaccidn, ademds que no pueden ser empleados en reactores continuos
ya que provocan aitas caidas de presidén y limitan la velocidad de
fluido.

Dentro de los materiales no porosos, que ofrecen ventajas en su
utilizacién se encuentra el nylon, que es utilizado en medicina ya
que no causa respuestas inmunoldgicas, y en éste caso solo se han
inmovilizado enzimas, dando buenos resultados va que la enzima queda
superficialmente unida, lo que permite un contacto inmediato con la
solucidn evitando los problemas difucionales.

En el grupo de los soportes porosos encontramos materiales de na
turaleza orgdnica e inorgdnica, asi como naturales y sintéticos. Los
soportes de poro controlado son adquiridos en el mercado, ya que soh
materiales macroreticulados de poliestireno, fabricados principalmen
te por Rhom and Hass Company. En el caso de soportes inorgdnicos de
poro controlado se tiene el vidrio, titanio y alumina.

Existen muchos soportes de amplia distribucidén de poro; frecuen-
temente son empleados como catalizadores pero de reacciones quimicas
no biolégicas, un ejemplo de esto es el aluminio,

Los soportes porcsos presentan una alta drea superficial interna
por lo que en muchas ocasiones la unién deberd realizarse dentro de
la estructura del soporte. Esto es un inconveniente en el caso de
emplear sustratos mas grandes que las células mismas, impidiendo de
esta forma el paso de las moléculas del sustrato, o solo tendrin
acceso por aquellos poros que presenten un mayor tamafio, de ahi que
no todas las células inmovilizadas puedan reaccionar, Otro punto es
el microambiente, ya que si el poro se encuentra cargado negativa-

mente y el sustrato también, &sto origina que el sustrato sea repeli
do. :
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Las ventajas de los materiales porosos son:

1° Presentan una alta drea superficial.

2° Las uniones en la parte interna del soporte, estdn mis prote
gidas de los medics ambientes turbulentos.

3° 8i el soporte presenta cargas opuestas a las moléculas del
sustrato, se favorece que la reaccién se lleve a cabo mis
rdpidamente, ya que se tiene una alta atraccidn por el sustra
to.

Los sopcrtes ciasi.icades como estructura gel son empleades por
ia técrnica de atrapamientc, la cual se explicd anteriormente y en
donde se expuso detallzdamente lcs mecanismos para conseguir formar
la matriz del gel,

Estos soportns permiten inmovilizar grandes cantidades de célu-
ias sin que se vean limitados por el drea superficial, Su desventa-
ja sen los problemas difusionales, ademis de que solo se podrdn
emplear sustratos de pesos moleculares baios.
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? .8 Genaralidades de la enzima penicilinc amidacza,
2.5.1, Intreduccién.

La importancia de la enzima penicilino amidasa se debe a que pue
de hidrolizar la molécula de la bencilpenicilina 6 penicilina G,para
dar como productos el dcido 6-aminopenicildnico y el dcido fenilacé-
tico (Pig. 2.3.)

El 4cido 6-aminopenicildnico (6-APA), es un sistema de anillos
lactama-tiazolidina, y su impcrtancia se dekbe a que puede ser emple-
ado como materia prima para la preduccién de las "penicilinas gemi-
sintéticas". Este Acido era anteriormente cbtenide pcr procesos fer-
mentativos, sin embargo dada la dificultad en su separaciln y purifi
cacidn, y a que se obteniar kajcs rendimientos, el proceso resultd
incosteable siendo sustituido por la hidrdlisis via quimica o enzima
tica de las penicilinas naturales.

La conversidon de las penicilinas naturales a acido 6-aminopenici
lédnico por via enzimatica, se ha probado usando células ccmpletas de
bacterias, honcos levadurs, extractos litzres de células, enzimas pu-
rificadas, enzimas inmovilizadas, células microbianras inmovilizadas,

sobrenadantes de organismes que producern la enzima extracelularmente
(49).

Existen numerosos trabajos en los que se ha estudiado la posibi-
lidad de emplear algunas de las modalidades anteriores; pero en este
caso se emplearan las células completas del micreoorganismo productor
que corresponden a las células de Escherichia coli ATCC 9637 con ac-
tividad de penicilinc amidasa, va que se cuenta con estudios previos
sctbre esta bacteria en su feorma libre e inmovilizada, realizados por
el grupo de investigacidn en dende se efectué el presente trabajo.

2.5.2, Propiedades de la enzima penicilino amidasa.

Esta enzima ka2 sidc denominada de diferentes formas por varios
investigadcres; penicilino amidasa, penicilino acilasa,aminohidrola-
sa.
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acetiltransferasa y deacilasa. Dependiendo de las condiciones experj
mentales particulares y de los resultados corresponde la forma en
gue se le denomina, Sin embargo la comisidn internacional de enzimas
la denomind penicilino amidasa (E.Cc. 3.5.1.11.)

La enzima penicilino amidasa se encuentra ampliamente distribui-
da en la naturaleza, va que muchos microorganismos incluyendo tanto
bacterias como hongos pueden producirla y en algunos casos actinomi-
cetos y tejidos vegetales. Su localizacion es indistinta de su ori-
gen ya que se puede encontrar intra & extracelularmente. Existen dos
tipos diferentes de la enzima penicilino amidasa: las provenientes
de hongos en donde se observa una gran afinidad por la fenoximetilpe
nicilina, mientras que las provenientes de bacterias presentan una ma
yor afinidad por la bencilpenicilina.

Las especies de hongos productores de la enzima son; Alternativa
Aspvergillus, Botrytis, Cephalosporium, Cryptococcus, Emericellopsis,
Ecicoccum, Epidermophvton, Fusarium, Mucor, Penicillium, Phoma, Tri-
chcderma, Trichophvton y Trichosporon. Las especies productoras de
las bacterias corresponden a: Aercbacter, Alcaligenes, Bordotella,
Ceilulomonas, Corynebacterium, Erwinia, Escherichia, Flavohacterium,
Micrococcus, Nocardia, Proteus, Pseudcmonas, Salmonella, Sarcina, y
Xarchomonas. En la tabla 2.9., se muestran los microorganismos pro-
ductores, indicando la afinidad que presentan y la localizacidn de
la enzima en la célula. Gran parte de las investigaciones realizadas
sobre la enzima penicilino amidasa las efectud Hamilton-Miller (23)
y sobre los microorganismos productores las realizd Cole {(11).

2.5.3, Caracteristicas fisicoquimicas de la enzima penicilino amida-
sa.

De acuerdo a diferentes trabajos realizados sobre purificacidn y
cristalizacidn de la enzima penicilino amidasa, se puede decir que
ésta tiene un peso molecular que oscila entre 50,000 y 70,000 dalto-
nes, para diferentes métodos de purificacién y determinacién del pe-
so molecular (36).
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La penicilino amidasa proveniente de E, coli ATCC 11105, fue pu-
rizicaaga y cristalizada por Kutzbach y Rauserbusch (36}, presenta un
peso molecular de aproximadamente 70,000 daltones; pero si se encuen
tra en una solucidn al 1% de dodecil sulfatoc de sodio ésta se diso-
c*a reversiblemente en unidades de peso molecular de 20,500 daltones.

S2 ha encontrado que la enzima purificada de E. coli tiene va-
rias especies activas, gque se distinguen per su comportamiento elec-
troforético presentando dos puntcs isoeléctricos de 6.7 a 6.8 y de
6.3 a 6.4 (49).

La energla de activacidn del rompimientc hidrolitico de la ken-
cilpenicilina por la penicilinc amidasa procedente de E. ccli es de
11.4 Kcal/mol {48). El pF donde presenta ura actividad enzimitica mid
xima es entre 8.0 v £.2 (36). La temperatura Sptima depende del ori-
gen de la enzima, por lo que se puede esperar variacicnes de tempe-
ratura que oscilen entre los 20°C a 55°C (48), La temperatura Cptima
puede sufrir variaciones dependiendo del estadc en que se encuentre
la enzima, comc serla el caso de utilizar la enzima penicilino amida
sa dentro de las céluias completas de E. coli & ccmo la enzima extra
ida y purificada, va sea empleandc ambos sistemas en su forma libre
¢ inmovilizada.
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Tabla 2.9, Micreoorgonismos productores de bencilpenicilino amidasa,

Micreccrganismo

Tipo de penicilina que
hidroliza o sintetiza

Observaciones

E. coli ATCC 9637
(O-NCIB 3666)

E. ¢oli ATCC 11105
(0-NCIB 6878)

E. ¢oli x G3A945%

E. coli aislad:z e
cliniea NCIB-7641
8742 y 8744

Alcaligeres faecnlis

Protius retigeri
FD 13424, ATCC G%19
ATCC 9250

Norzadia FD 469,
ATCC 13635

Bacillus megaterium
ATCC 14945

Micrococrus luteus
ARV 1427

Microccccus roseus

Klurvern-qitrophila

Penicilina G-2-hidroxi
penicilina G (sintesis)

Fenicilina G-2-hidroxi
penicilina G {sintesis)

Penicilina G,V, Ampici
lina

Penicilina G y Ampici-
lina

Penicilina G,V,K, fena
ticilina, ampicilina

Penicilina G,V,X, y
otras penicilinas

Penicilina G,X,Y vy
otras incluyendo amidas
de penicilinas

Penicilina G n-fenilace

tilamino dcidos

Penicilina G

Penicilina G

Penicilina G

Reaccidén reversi-
ble, enzima unida
a la pared celu-
lar,

Enzima unida a
la célula.

Uso de las bac-
terias completas

Enzima intracelu-
lar

Enzima intracelu-
lar

Enzima extracelu
lar

Enzima intracelu
lar

Enzima intracelu
lar

Enzima intracely
lar

Ref, {Cole 1l).
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2.6. Generalidades scbre el Agar.

El agar es una sustancia de naturaleza coloidal queg obtiene a
partir de algas del género Gelidium y de otras agarofitas, pertene-
cientes todas ellas a las Rhodophytas (algas rojas). La obtencién de
dicha sustancia consiste en la recoleccidn de las algas durante el
verano, dorde son sometidas a un proceso de blanguec y posteriormen-
te son tratadas durante el invierno de acuerdo al proceso ilustrado
en la figura 2.4.

El agar es una mezcla de dos polisacaridos lineales, agarosa y
agaro-pectina. Quimicamente su composicion consta principalmente de
moléculas de galactosa, unidas en los carbones C-1 y -3, y contiene
de 0.3 a 3.7% de azufre en forma de sulfato (1 sulfato por 8 a 50
unidades de galactosa).. Habitualmente, lcos iones sulfato estan com-
binados con iones sodio, potasio, calcio y magnesio. Estas sales se
cree son necesarias para la gelacidn, ya que el agar, cuando es trap
sformado en su forma acida a pH 2.0, no puede solidificar (46). La
gelacibén depende, en parte, en la formacibn de los puentes de calcio
entre los grupos sulfatc y parte en la unién por medio de puentes de
hidrégeno. La agaro-pectina contiene los grupos sulfato (y carboxi-
lo) del agar, mientras que la agarosa es un polisacdrido neutro
{fig. 2.5). Aproximadamente el 90% de las moléculas de galactosa se
encuentran en la forma D y el 10% en la forma L, estableciendose una
unién entre las moléculas que impide que los microorganismos lo de-
graden,

El agar es considerado como un gel hidrofilico, ya que permite
contener hasta un 99.8% de agua por un 0.2% de agar manteniendo su
consistencia. Su punto de solidificacién es a los 42°C, pero en ge-
neral se presenta a los 38°C. A una temperatura de 45°C mantiene un
grado de fluidez que permite su entremezclamiento total y homogéneo
cen otras sustancias.



a1

agua————————>*Algas + agua Tanque de lavado
(1h)
agua,sales -
matcria cxtraft M
NaOH Hzoé——~———+Algas lavadas Tanque de blanqueado
(1h)
KMnoq, agua-—sAlgas blanqueadas
blanqueador§m—," }—————m——- corte
Algas cortadas Autoclave >
E {8h a 151bs/pulg”)
Formo}——————S0lucidn caliente
de agar
i———— ——————— Filtro prensa
Solucibn de agar Depésito
filtrada - {10n)
Gel de Agar
| -—~~~-mdquina de picar
Gel desmenuzado
Congelacién
‘ (10°c, 12h)
agua————————=Copos de agar y
agua fria agua
con impurezas.
Copos de agar
aire caliente~—sdescongelados Estufa de secado
umedos '
aire hﬁmeGOn-—-—j l Molinos de martillod
) Copos de agar secos
AG AR
P SR - - |

Pigura 2.4. Diagrama del proceso de fabricacién del Agar.



Pigura 2.5.

Esgquema de la estrucmiumra quimica del Agar.
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III. OBJETIVOS

Ob1ietivo general.

r

Desarrollar una metodologia para la inmovilizacidn por atrapa-
miento de células completas de Escherichia coli ATCC 9637, con

actividad enzimatica de penicilino amidasa, empleando como so-
porte Agar, :
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Obietivos parciales:

-Presentar el avance que ha tenido la tecnologia enzimitica en
cuanto a su desarrollo en la inmevilizacién de enzimas y célu-
las microbianas.

-Producir células de Escherichia coli ATCC 9637, con actividad
de penicilino amidasa.

-Caracterizar fisicoguimicamente el material propuesto como so-
porte.

-Establecer la técnica de inmovilizacién para atrapar las célu-
las de E. coli en la matriz polimérica del agar.

~Evaluacidn del perfil de pH y de temperatura de el sistema in-
movilizado.

~-Determinacidn de las costantes cinéticas (Km y Vmax,) del bio-
catalizador desarrollado.
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IV, Procedimiento experimental.

4.1. Bstrategia de investigacién.

SISTEMA EXZIMATICC A} MATERIAL A UTILIZA%
INMOVILIZAR. | CCMO _SOPQORTE

Evaluacién de sus prg
Produceidnr de la fuen+ piedades:
l.c erzimitica -Fisicas

~Quimicas
~Eccnémicas

Caracterizacion cinética
del sictema enzimdtico.

Técnica de Inmovilizacidn

Caracterizacidn fisicogquimica
del biocatalizador.

i

Caracterizacidn cinética del
biocatalizador

Cada uno de los puntos indicados en el diagrama se tratardn por
separado en la presente seccidn.
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4.2, Aspectos del sistema enzimidtico a inmovilizar.

4.2.1, preducecidn de Escherichia coli ATCC 9637, con actlvidad enzi-
matica de penicilino amidasa

La producciér de células de E. ¢oli, dependiendc de la cartidad
que se necesitara, se efectué en matraces Fernbach de 2,500 ml de ca
pa~idad con la tercera parte de su vclumen, o en un fermentador de
12 lus., New Brunswick Scientifie Coc. El medio de cultivo empleado
parx el crecimientc y produccidén de la enzima presenta la siguiente
fermalacidne

Fuente de carbono ...... weeesess.Acido fenilacéticc 2.0 ¢

Fuente de nitrégenc ......e.......HH CL 0.8 "

Sales requeridas .....0s0000000,.CaCly o0.o01"
KHyPO, 1.36"
KpS04 2.60"
MgSO, 7H,0 0.2 "
FeS046H,0 0.005"

HoC destiladd veeevceienevnensoncssecsavasosssninanass 1,000 ml

La formulacién del medio y las condiciones de cultive fueron es
taklecidas por Caszas ( 7 ).

El pH del medic de cultivo es ajustado a 7.4 antes de esterili-
zaylc, usande NaQH 0,1N. El medio se esteriliza a 15 Ib/plg2 depre-
sién y a una temperatura de 121°C, durante 15 a 20 minutos.

a) Cendiciones de fermentacién:

Temperatura 29°C

tiempo 20-24 hrs,
(después de esterilizar) 7.2

agitacidn rotatoria 2C0 rpm

b) El indculc corresponde a ur 10% en volumen, de un cultivo

crecide previamente durante 24 hrs., en el mismec medio de
produccidn.



c¢) Cosecha: Transcurrido el tiempo de crecimiento, las células
fueron cosechadas empleando una centrifuga Sorvall-
Re~5 refrigerada, utilizando un rotor GSA con seis
compartimientos para botellas de 250 ml, a una ve-
locidad de 10,000 rpm,, durante 10 minutos. Se eli
mina el sobrenadante recolectando el paquete celu-
lar, éste es almacenado a 4°C,

d) Control de la produccidn: A las 20 y 24 horas de crecimien-
to se toma una alicuota, con el fin de determinar-
le; D.0. (densidad optica) a 560 nm, proteina y ag
tividad enzimitica.

4.2,2, Medicién de la actividad enzimitica.

A continuacidén se definen algunos términos en los que se expre-
san generalmente la actividad de las enzimas, y que esta relacionada
con la velocidad de reaccidén que presentan ante una cantidad defini-
da de sustrato. Las dos definiciones que se dan, estdn basadas en la
idea de Unidad estandar de enzima, dada por la Comisidn de enzimas
de la Unién Internacional de Bioquimica (18).

Unidad (U).- Se define como la cantidad de enzima que cataliza
‘ la transformacidn de una micromol de sustrato por
minuto bajo condiciones definidas,

Actividad especifica.- Se expresa como unidades de enzima por

miligramo de proteina.

La metodologla para evaluar la actividad enzimdtica de la enzi-
ma penicilino amidasa consiste: en tomar 5 ml del medio de cultivo
con células, que son centrifugadas a 3,000 rpm durante 30 minutos,
decantando el sobrenadante. El paquete celular se resuspende en 1 ml
de solucidén amortiguadora de fosfato 0.03M, pH8.0. De esta suspensi-
én se toman 0.9 ml gue se colocan en un tubo de ensaye, adicionando
0.1 ml de el sustrato que consiste en una solucién de Penicilina G-
potasica, a una concentracidén tal, que la mezcla de reaccién presen-
te una concentracién final de 25 mM. La mezcla de reaccidén se deja
en agitacién durante 30 minutos a una temperatura de 40°C. Transcu-
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rrido este tiempo se toman 0.2 ml de la mezcla y se depositan en 4.8
ml de alcohol etilico absoluto, una vez parada la reaccibn, se adi-
cionan 2.5 ml del reactivo de p-dimetilaminobenzaldehido, centrifu-
gandose toda la anterior mezela a 3,000 rpm durante 10 minutos. Se
separa el sobrenadante, dejandolo reposar 5 minutos wmis, de manera
que se cumplan 15 minutos exactos desde la adicidn del reactivo de
p-dimetilaminobenzaldehido, hasta el momento en que se empiecen a
realizar las medicioncs colorimétricas del sobrenadante, a una lon-
gitud de onda de 415 m. El equipo es calibrado a 0 de absorbancia 6
100% de transmitancia con un blanco de reactivos. (Fig. 4.1.)

La cuantificac®*n del producto de la reaccidn, se efectiia por
el método del p-dimestilamincbenzaldehido, en donde se tiene una re-
accidén entre el p-dimetilaminobenzaldehido y el grypo amino del pro-
ducto de hidrdlisis (dcido 6-aminopenicildnico); ésto da lugar a la
formacién de una base de Schiff colorida, que se puede estimar cuan-
titativamente empleando un espectrofotdmetro o un colorimetro a una
longitud de onda :dx 415 nm, (ver técnicas analiticas Apéndice B).

La determina~ién de la actividad especifica sera igual: a la ac
tividad enzimitira cuantificada como micromoles de 6-APA producidos
en 30 minutos a 40°C, pH 8.0,entre los miligramos de proteina cuanti
ficados por la técnica colorimétrica de Lowry (Apéndice B).

4.3. Aspectos del soporte.
4.3.1. Introduccién,

La metodologia que se da para el estudio del material que serd
empleado como soporte, va encaminada a la evaluacién de sus propie-
dades tanto fisicas como quimicas, ademis de considerar su aspecto
econdmico.

Dentro de las propiedades fisicas que deben tomarse en cuenta,
en la evaluacidn de cualquier material que se quiera usar como so-
porte estdn: a) propiedades mecanicas (rigidez, dureza, durabilidad)
b) estabilidad mecdnica (compresidn, agitacidn, fraccionamiento), c)
estabilidad térmica y 4) control de su geometria.
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Fig.4.1. Diagrama para la medicibn de actividad enzimitica
de la enzima penicilino amidasa,
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En las propiedades quimicas tenemos: que el material no afecte
la actividad enzimitica durante la preparacidn del biocatalizador,
asi como que no altere su naturaleza durante y después de la inmovi-
lizacién. Se pide que sea estable bajo las condiciones de reaccidn
(fuerza iénica, pH, presencia de ciertos iones, en la presencia del
sustrato y de los productos, etc.) Ademds que sea resistente al ata-
que de microorganirsimos.

En su aspecto econdmico su estudio se relaciona a el costo y
disponibilidad en su adquisicion,

En el estudio particular del agar tenemos que es un gel de arma
z6n metaestable, ya que, presenta una elevada fase liquida; por lo
que se le conoce como hidrogel. La formacién de su, enrejado poliméri
co se debe en gran parte a uniocnes de fuerzas secundarias como son
los puentes de hidrdgeno y algunas otras fuerzas de cohesidn. De ahi
la necesidad de evaluar sus propiedades mecdnicas que en este caso
solo serd la fuerza del gel, es decir la resistencia del gel a la
ruptura por la aplicacifén de una fuerza sobre su superficie.

4.3.2, Metodologia para la evaluacidén de la fuerza de gel.

La prueba de la resistencia a la ruptura del gel consiste en
aplicar una determinada fuerza en su superficie, por medio de una ba
rra de aluminio con las siguientes dimensiones; lcm? de base por una
longitud de 31 cm, ésta se encuentra sostenida por una pinza, que a
su vez estd sujeta a un soporte universal. En la parte superior de
la barra se colocd una caja Petri de 8cm de didmetro con el fin de
usarla como soporte para colocar pesas, las cuales actuardn como la
fuerza que permitird la fracturacién o deformacidén del gel. La de-
terminacidn deberi efectuarse a una misma temperatura, para evitar
modificaciones. (Fig. 4.2.)

Una vez colocado el dispositivo la prueba consiste en poner el
gel {(que deberd tener una altura de 0.5 cm) en la parte inferior del
émbole, Estando la muestra en dicha posicidn se baja el émbolo, en
el cual se ha depositado un determinado peso, en el momento en que
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el émbolo hace contacto con el gel, se deja transcurrir un tiempo de
15 sequndos: tiempo en el cual se observard detenidamente si el gel
sufre alqgin deterioro, ya que empiece a frecuentarse o se rompa. En
el caso de que el peso al cual se ha sometido la muestra no sea el
suficiente para dafiarlo, se procederd a aumentar el peso. De manera
que la ruptura suceda dentro de los 15 sequndos dados comc marco de
referencia.

La fuerza del gel se define como la resistencia del gel a su
ruptura cuando se aplica una presién (Kg/mz) a temperatura constante
{10) . Esta propiedad puede verse afectada por factores como:
concentracidn del agar para formar el gel, la presencia de algunos
iones durante la formacién de su enrejado polimérico, el pH al que
se efectla la preparacidn del gel,

4.3.3. Influencia de la concentracidn del agar respecto a la fuerza
del gel.

Se probaron diferentes concentraciones de agar, ademias de usar-
se dos diferentes marcas comerciales de agar, con el fin de estable-
cer una comparacién en cuanto asi en un momento dado puede influir
la procedencia de las materias primas en el comportamiento de gel,

Las concentraciones que se probaron fueron: 1.5, 2.0, 2.5, 3.0,
3.5, 4.0, 4.5 vy 5.0% (p/v).

Los geles se prepararon disclviendo la cantidad necesaria para
cada concentracidn a evaluar, en 25ml de agua destilada; los cuales
se calentaron a una temperatura de 85°C durante 1 minuto, tiempo en
el que se disuelve el agar. Se debe tener cuidado de que no se forme
espuma, por lo que es conveniente agitar la solucidn constantemente,
ademis ésto evitari que el agar se peque al recipiente, El agar di-
suelto da una sclucién clara transparente, esta solucidn se vierte
en una caja Petri de 8cm de didmetro y se deja gelificar a temperatu
ra ambiente durante 12 a 18 horas. La temperatura a la que empieza a
gelificar el agar es de 40°C, Una vez preparados se sometieron a la
prueba de resistencia a la ruptura del gel, como ya se explicd la se
ccidén 4.3.2,



X K K KK

AAYAAAA A AYAYAYASANAN

OOOOOOOOOOOOOOOOO300000000’3000009

‘OOObOOOOOOOOCOOOOOOOOOOO
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de Bem de diimetro) @e muestra (gel).

52



53

4.3.4. Influencia de la presencia de ciertos iones como; fosfato,
cloruro y acetato, en la fuerza del gel.

La formacién del enrejado polimérico que permite la constru-
ccién del gel de agar, se debe fundamentalmente a una precipitacidn
por cambio en la temperatura, y no por la presencia de un io6n deter-
minado. Sin embargo la presencia de algunos iones en ocasiones si
pueden influir en las propiedades fisicas del gel: ya que de acuerdo
a la literatura, se tiene que en la presencia de iones cloruro el gel
presenta una disminucidn en su consistencia, mientras que en la pre-
sencia de iones acetato se mejora notablemente ésta (46).

El experimento consistid en preparar el gel de agar en diferen-
tes soluciones, es decir, se disolvid el agar en una solucidn de clp
ruro de sodio al 0.9% (concentracién fisiolégica). De igual manera
se disolvid en soluciones de acetato y fosfato de sodio, todas ellas
preparadas a sus respectivas concentraciones fisioldgicas.

Una vez preparados los respectivos geles, éstos fueron someti-
dos a la prueba de la resistencia a la ruptura del gel (seccidn 4.3.
2.).

4.3.5. Influencia del pH en la fuerza del gel.

Otro parmetro que puedes influir en las propiedades mecanicas
del del es el pH en el cual se lleva a cabo la formacidn del enreja-
do polimérico.

En este aspecto se probaron los geles que fueron preparados a
diferentes valores de pH, el intervalo empleado fue; 2,4,6,7,8,9 y
10. Una vez preparados se sometieron a la prueba de resistencia a la
ruptura del gel.

4.4, Aspectos de la técnica de inmovilizacidn.

4.4.1, Introduccidn,
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Es necesario establecer cual es el comportamiento del soporte
ante las células microbianas que seridn inmovilizadas, para poder es-
tablecer las condiciones éptimas de la inmovilizacién. Por lo que se
debera estudiar cual es la capacidad de atrapamiento del soporte, a-
demds de comprobar si la presencia de las células atrapadas no afec-
ta la fuerza del gel y la estabilidad a la agitacion del mismo. Ya
que ésto puede permitir la liberacién de las células, por lo que tam
bién se considera la posibilidad de aumentar dicha estabilidad emple
ando agentes quimicos bifuncionales, conocidos como curtientes. Los
cuales son empleados para crear un entrecruzamiento superficial en-
tre las células que quedan en la parte externa del biocatalizador.
Esto ayuda a que las células inmovilizadas no se salgan del biocata
lizador, aumentando su estabilidad a la agitacién.

4.4.2, Efecto de la concentracidén de las células inmovilizadas, en
las propiedades de fuerza del gel y estabilidad a la agita-
cioén.

En este caso se prepararon diferentes geles de agar, que presen
taban como variable la relacidn en concentracidén entre el polisacari
do y las células a inmovilizar., Las relaciones probadas fueron las
siguientes: 5:1, 4;1, 3;1 y 1;1, manteniendo constante la concentra-
cidén de células y variando la cantidad de agar.

De aqui se determinard la concentracidn optima de células para
ser inmovilizadas, de manera que se tenga el menor grado de varia-
cién en las propiedades de la fuerza del gel, estabilidad a la agi-
tacidn, asi como una adecuada expresién de la actividad enzimitica.
Las pruebas de fuerza del gel y medicidn de la actividad enzimitica
se dan en las secciones 4.3.2 y 4.5.1, respectivamente,

La prueba de estabilidad a la agitacidn tiene como finalidad po
der observar la liberacién de las células atrapadas debido al contag
to entre si de las particulas del biocatalizador al ponerlas en agi-
tacién y bajo las condiciones ambientales en que operari.

La prueba consiste en fraccionar en pequefios cubos de 0.5cm por



S5

lado, éstos son colocados en matraces Erlenmeyer de 125ml de capaci~
dad, con un volumen de 20ml de solucidn amortiguadora de fosfatos
0.03M, pH 8.0 a una temperatura de 40°C; que es controlada en un ba-
fio de temperatura controlable con agitacidén rotatoria, empleando una
agitacion de 200rpm. La prueba durd una semana, durante este tiempo
se hicieron recambios de la solucidn amortiguadora, y a ésta se le
cuantificd la presencia de proteina, lo cual se asocio con la libera
cidn de las células del gel. La cuantificacidn de proteina se reali-
z6 por el método de Lowry, (ver apéndice B).

4.4.3. Efecto del uso de un agente curtiente en la estabilidad a la
agitacion del gel.

Una vez establecida la relacidn de atrapamiento del gel, es ne-
cesario comprobar si el uso de un agente guimico bifuncional mejora
las propiedades del biocatalizador, en este caso se utilizd glutaral
dehido. EL uso de este agente guimico se debe fundamentalmente a 1la
experiencia de haberlo utiliz«do en otro polisacirido del tipo del
agar, k-carragenina, El ertuais fue realizado por Casa (7}, ademis
de que el proceso general para inmovilizar células usando como ma-
triz carragenina se fuudamentd en el Lrabajo reportado por Tosget.
al., (53). En estos traba‘jos se establece las condiciones para lo-
grar la polimerizacidn del glutaradehido, de manera que se tenga una
mejor estabilidad en el catalizador (células-soporte). La efectivi-
dad del tratamiento depende de la concentracibén del agente quimico,
pH, temperatura y tiempo de contacto con el biocatalizador.

Se prepard un gel de agar usando la relacidn de atrapamiento que
se considerd como la optima, se fracciond el gel en pequefios cubos,
éstos fueron colocados en la solucién curtidora (las condiciones se
dan en el Apéndice B). En este experimento se probaron cuatro dife-
rentes concentraciones de glutaraldehido; 1, 2, 3 y 4% {(v/v). Los
geles una vez tratados son lavados con agua destilada para quitar el
exceso de curtientes y posteriormente con solucidn amortiguadora de
fosfatospH 8.0 a una molaridad de 0.03. Finalmente fueron sometidos
a la prueba de estabilidad a la agitacién descrita en la seccidn 4.
4.2,
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4.5, Aspectos del biocatalizador,
4.5.1, Medicién de la actividad enzimitica.

El fundamento para la determinacidén de la actividad en el bioca
talizador, es el mismo gque para las células libres, solo que en este
caso es necesario pesar una cantidad de biocatalizador que puede ser
de 0.4 a Q5g; se colocan en un matraz Erlenmeyer de 125ml de capaci-

dad, conteniendo 20ml de solucidn amortiguadora de fosfatos 0.03M, pH
8.0, v se adicionan 5ml del sustrato (Penicilina G-X). Se utilizaron
las mismas condiciones dadas para la medicidn de actividad en el sis
tema soluble; asi como el mismo procedimiento colorimétrico para la
cuantificacidén de 6-APA presente en la reaccidn (Apéndice B).

4.5.2. Efecto de la inmovilizacidn sobre la actividad enzimdtica
presente en las células de E., coli ATCC 9637.

Sobre este aspecto es necesario establecer cual es el efecto
que sufre la actividad enzimitica, por lo que para tal fin es necesa
rio establecer un factor que nos indique la efectividad de la expre-
sidn de la actividad enzimitica. Tal ocbjetiveo puede realizarse disol-
viendo nuevamente el biocatalizador, y determinado la actividad de
los restos de manera que se pueda comparar con la actividad del bio-
catalizador integro.

En esta seccidn también se considerd el efecto del curtido so-
bre la expresién de la actividad del biocatalizador; por lo que se
hace una comparacién entre el biocatalizador sin curtir y el bioca-
talizador tratado con la solucién de curtido. Ademas se evalud el
efecto de las diferentes concentraciones de glutaraldehido probadas
en relacion a determinar cual es la que ofrece una mejor estabilidad
a la agitacidén y que no altere considerablemente la actividad catall
tica.

En este caso fue necesario fraccionar cada biocatalizador obte-
nido,a las diferentes concentraciones del agente bifuncional,y compa
rarlos con el biocatalizador sin curtir también fraccionado.
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4,8 .1, Caracterizacién cinética del sistema inmovilizado.
4.5.3.1. Perfil de pH.

La caracterizacidn cinética del biocatalizador se inicid con el
perfil de pH: el estudio consistid en probar diferentes valores de
pH (6, 7, 8 vy 9). En este experimento se mantiene constantes las con
diciones de temperatura {40°C) y la fuerza idnica de la solucidn a-
mortiguadora de fosfatos (0.03M).

4.5.3.2. Temperatura Optima del sistema inmovilizado.

El siguiente estudio fue determinar la temperatura Optima del
biocatalizador, ademds de calcular la energia de activacidn con los
resultados obtenidos con esta prueba.

El intervalo de temperatura probado fue de 30° a 60°C. La de-
terminacibén de la energia aparente de activacidén se obtiene grafican
do los resultados del perfil de temperatura-actividad en una relacidn
dada por la ecuacién de Arrhenius (log Vi vs I/T; Vi= velocidad ini-
cial, T= temperatura en °K),

4.5.3.3, Constantes cinéticas del biocatalizador.

La determinacidn de las constantes cinéticas (Km y Vmax, parime
tros que corresponden al modelo de Michaelis-Menten) tienen como fi-
nalidad indicarnos el grado de afinidad que presenta la enzima por
el sustrato, y que puede sufrir modificaciones cuando el sistema en-
zimitico se encuentra inmovilizado. Por ello la importancia de su de
terminacidn, ya que ella nos permitird observar el comportamiento de
la enzima en su nuevo microambiente,

5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1. Agpectos del sistema enzimdtico a inmovilizar.

5.1.1 Produccién de células de Escherichia coli ATCC 9637 con activi
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dad enzimidtica Qo peniciiine amidasa.

Dentro de la:zstrategia general de investigacidn del presente
tratajo uro €e los primeros puntos que se considerd, fue la produ-
ceiérn de las células de E. coli ATCC 9637 con actividad de penicili-
neo amidasn, Esta cepa fue cbtenida del American Type Culture Collec-
tion, y produce intracelularmente la enzima, ademis de ser de natura
leza inductiva. En este caso el agente inductor es el Acido fenil a-
cético que también es utilizado como fuente de carbono para el creci
miento del microorzanismo. El medio de cultivo utilizado corresponde
a un medio mirimo. ~uva formulacibén fue establecida por Casas (7).

En la figurz 5.1., se muestra la cinética de crecimiento del mi
croorganismo y el ccimportamiento de 1la actividad epzimitica. Se pue-
de observar gue 1. actividad de la enzima presenta una serie de al-
tas y baijas durante las primeras horas de cultivo, asi como que en
la fase exponencial el microorganismo presenta una velocidad especi~
fica de crecimiernto de 0.077 h™1 ¢ un tiempo de duplicacidn de 9.06
h. Degpués de lag doce horas de cultivo se puede apreciar que la ac~
tividad ernzimitie¢. tiende a asociarse al comportamiento de la cinéti
ca de crecimients; ya que conforme el crecimiento se aproxima a la
fase de desaceleracidn, la actividad enzimitica tiende a badjar.

El conccer el comportamiento que presenta la cinética de creci-
miente y la actividad enzimdtica, nos ayuda a establecer el tiempo
en que serdn recolectadas las células del microorganismo productor.
De manera que se obtengan lotes de células gue presenten caracteris-
ticas similares en cuanto a actividdd especifica y concentracidn de
hiomasa.

Las condiciones que se establecieron para cosechar las células
fue gque presentardn una actividad especificatde 1.7 a 2.0 uMol 6-APA
/ mg proteina en 3C minutos. Una densidad dptica a 560 nm de 1.1 a
1.2 en un tiempo de 20 a 22 horas de cultivo:en medio minimo, el
cual da un rendimiento de 0.8 a 0.9 mg/ml de células peso seco.

Las células obtenidas fueron recclectadas por centrifugacidn,
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usando un centrifuga Sorvall RC-5B Du Pont Trstrumerte, a 17 0N0-nnm
aurunte 15 minutos, Los paquetes celulares se resuspendieron en soly
cidn fisioldzica de cloruro de sodio y se almacenaron a una tempera-
tura de 4°C durante una semana como mdximo, antes de inmovilizarlas.
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Figura 5.1. Cultivo de células de E.coli ATCC 9637, en medio
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5.2. Aspectos del scporte,
5.2.1. Factores que influyen en la resistencia del gel.

En esta seccibn se presenta en forma general los efectos que
ejercen los siguientes pardmetros sobre la resistencia a la ruptura
del gel: concentracidn del polisacdrido, oH al cual se efectuard la
disolucién del agar, asi como la presencia de algunos iones como clp
ruro, fosfato y acetato.

El primer parametro que se evalud fue la concentracidn del poli
sacarido, ademas de hacer una comparacidn entre dos marcas comercia-
les (Difco y Bioxdn).'Los resultados obtenidos se dan en la figura
5.2, Se puede apreciar que no hay notables diferencias en cuanto al
uso de una u otra marca comercial, ya que la tendencia para ambos ca
305 es la misma, ademds de que presentan un comportamiento similar
dentro del intervalo comprendido de 1.5 a 3.5%. Puede chservarse que
se establece una relacidn directamente proporcional entre la concen
tracidn del agar y la presidén que soporta el gel: ya gue conforme a-
umenta la concentracidn del polisacdride se observa un aumento en la
resistencia a la ruptura del gel., Sin embargo esta tendencia lineal
sufre un ligero cambio en la pendiente, ésto puede deberse a que con
forme se va aumentando la cantidad de agar las diferencias en la pre
:14n entre cada caso probado a altas concentraciones, no son tan sig-
nificativas como las registradas en los primeros casos, lo cual ori-
gina una inclinacién en la pendiente. En base a ésto se decidid uti-
lizar la concentracién que queda como punto intermedio entre las con
centraciones que presenta una débil resistencia a la ruptura y las
concentraciones altas que sufren pequefias diferencias entre ellas
mismas al ser sometidas a la prueba de resistencia del gel, La con-
centracidén elegida corresponde al valor de 3.5%{p/v) de agar, para
ambas marcas comerciales probadas.

Una vez establecida la concentracidn para elaborar los geles de
agar, se prosiguid a comprobar la influencia que ejerce el pH al cual
se disuelve el polisacarido, Para este fin fue necesario preparar di
ferentes soluciones de agar a distintos valores de pH. Log resulta-
dos de esta prueba se dan en la figura 5.3. Se puede cbservar que el
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comportamiento para las dos marcas estuvdiadas es muy semeijante, la
inica diferencia que se encontrd fue una discrepancia de 0.5 unida-
des en los valores de pH que presentan al disolverse en agua destila
da. El avar es bastante estable a los diferentes valores de pH proba
dos especialmente dentro del intervalo de 6.5 a 8.5. Es necesario in
dicar que a pH 3.0 el gel no sufre araves alteraciones en su resis-
tencia al gel ademds gue su gelificacidn no se altera. Mientras gue
a pH 2.0 sufre importantes alteraciones como lo es que su matriz se
hidrolice impidiendo la gelificacidn de la sustancia. En el lado ba-
sico sufre ligeras modificaciones hasta valores de 10, ya que poste-
riormente de este valor si se ve afectada la resistencia del gel.

Otro de los estudios fue el observar la posible influencia de
algunos icnes en la resistencia del gel, En este caso se probaron
dos iones de tipo inorgdnico (CI” y PO4) y uno organico (CH3CO0 ).

Los resultados se dan en la fiqura 5.4., no se establecieron
grandes diferencias en el uso de cada uno de ellos, pero si se puede
percibir que existe un aumento en la resistencia del gel cuando se
amplean iones acetato en comparacidn con los fosfato y cloruro,

Del andlisis de estos resultados se concluyo gue la preparacidn
del soporte seria empleando una concentracidn del 3.5% de agar asi
como que se disolvera a un pH de 7.0 usando una solucidn de acetatos
7 Una concentracion fisiolbgica de 0.062. M.

5.3. Aspectos de la técnica de inmovilizaciodn.
5.3.1. Estahlecer la capacidad de atrapamiento del soporte.

En este punto se dan los resultados obtenidos en las siguientes
pruebas: a) efecto de la concentracién de las células inmovilizadas
sobre las propiedades de la fuerza del gel y su estabilidad a 1la
agitacidn, b) evaluar el efecto que ejerce la inmovilizacidn sobre
la expresitn de la actividad enzimdtica a las diferentes relaciones
empleadas de células-agar.
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En la figura 5.5., se puede observar el comportamiento que pre-
senta el gel respecto a su resistencia a la ruptura cuando interacci
ona con las células inmovilizadas. Se puede apreciar que presenta
una tendencia a formar un punto dptimo, el cual corresponde a la re-
lacidén de 1:2, o sea 1 porcidn de cé&lulas por 2 porciones de aqar.
Recordando que anteriormente se habia establecido la concentraciédn a
la cual se debia preparar el gel; que es del 3.5%. Por lo que las
cantidades a emplearse para la formacidén del biocatalizador son; 3.5
g de células peso seco por 7.0ag de agar, para un volumen de 100ml de
sclucidn de acetatos 0.062M, pH 7.0.

En esta prueba se chservd que la fuerza del gel disminuyd a 1.5
veces del valor que presentaba éste sin la presencia de las células.
Indicandonos en gran efecto que éstas ejercen sop;e la formacidén del
enrejado peolimérico. '

Otro aspecto que se considerd fue observar la estabilidad del
biocatalizador a la agitacién, ya que puede originar la liberacidn
de las células inmovilizadas., La prueba se realizd para todas las re
laciones de atrapamiento propuestas, de manera que puedan compararse
posteriormente los resultados.

En la figura 5.6 se muestra la tendencia que siguio cada una de
las relaciones, graficandose el tiempo en el cual se efectud la prue
ba contra la cantidad de proteina determinada en el sobrenadante. Se
observo que:en las primeras 24 horas la liberacién de células {cuan-
tificadas como proteina por el método de Lowry) es bastante elevada
para la relacidén (l:1) aunque en todos los casos se tiene la libera
cién de células.

El siguiente paso fue:evaluar los resultados de expresidn de la
actividad enzimatica para cada relacion (células-agar) propuesta;
asi como el comportamiento de la actividad durante la prueba de esta
bilidad a la agitacidn, los resultados se dan en la tabla 5.1, De es
tos resultados se determind ‘la relacidn que sera probada con el agen
te bifucional; siendo la relaciodn 1l:1, ya que presenta el valor mis
alto de actividad especifica (23.2 u/q de biocatalizador peso hime-
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do) asi como el mejor porcentaje de actividad retenida (33.2%) aun-
que no tiene una buena fuerza de gel, (Pig. 5.7.)

5.3.2, Efecto del aglutaraldehido sobre la estabilidad a la agita-
cibén del bhiotatalizador y en la actividad enzimdtica.

De acuerdo al tratamiento de curtido sefialado por Casas (7) se
tiene que la efectividad del mismo, depende de los siquientes facto-
res: concentracidén del glutaraldehido, pH, temperatura, tiempo de
contacto con el biocatalizador, etc.

En nuestro estudio solamente se evaluo la concentracidn del
agente quimico bifuncional, de tal manera que proporcione una buena
estabilidad a la agitacibn, y que no cause grandes_ efectos sobre la
actividad enzimitica.

Se observd que la actividad se conserva en un 100%, cuando el
biocatalizador es-sometido a una agitacidén rotatoria, sin embargo en
su apariencia fisica se observd un ligero desgaste en las aristas
del biocatalizador, especialmente en aquellos que fueron,
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TABLA 5.1, ESTABILIDAD DE LAS CELULAS INMOVILIZADAS EN AGAR DURANTE AGITACION
ROTATORIA A UNA TEMPERATURA DE 40°C,
ACTIVIDAD
Biocatalizador'

Tiempo de

agitacién 1 3 4 5 6

{dfas) (U/g)* % (U/q* % (U/q)* % (U/q)* % (U/a)* %  (U/a)* %
0 6.8 100 7,4 100 9.2 100 13.2 100 14.8 100 23,2 100

2 3.0 44 3,7 50 4.6 50 5.8 44 8.5 57 17.0 73

3 3.0 44 3.6 49 2.4 26 2.9 22 2.7 19 7.1 31
5 1.2 181.5 20 1.0 11 0.8 6 0.97 7 7.7 33

* (U/g) = pMol 6-APA/q de biocatalizador.,

Biocatalizador'
1

(o IS I A N L

30 min. (peso hiGmedo)

Relacidn (células-agar)

1

o

Actividad easpecifica de las células inmovilizadas =

H
b
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s
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o 00 WD
.

1,2 U/mg proteina
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tratados al 1%, Mientras que el biocatalizador sin curtir presenta
una pérdida del 58% respecto a su actividad inicial, ademis de que
figsicamente sufre daflos notorios en su apariencia.

En cuanto al efecto que puede ejercer el glutaraldehido sobre
el glutaraldehido sobre la actividad de la enzima, se cbservd que el
menor porcentaje de actividad pérdida corresponde a la concentracidn
del 1%, teniendo un porcentaje del 17.8%, le sigue en orden progresi
vo la concentracidn del 2%, que tiene un porcentaje de pérdida del
24 .4%. Las concentraciones correspondientes al 3 y 4% poseen el mig-
mo valor de pérdida que es del 47%, (ver tabla 5.2 y figura 5.8), De
aqui se deduce que conforme se aumenta la concentracién del agente
bifuncional, se tiene una mayor inactivacidén de la enzima durante el
proceso de curtido.
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TABIA 5.2. Efecto de la concentracidn del glutaraldehido en la acti-
: vidad enzimitica de penicilino amidasa unida a las célu-
las de E. coli ATCC 9637 inmovilizadas en Agar,

ACTIVIDAD
{ B/g }* %{retencidn)

% Clutarazldehido

1 23.04 82.2
2 | 21,29 75.6
3 o 14.74 52.6
4 . 14,78 - 52.7
Contro‘l 28.03 100

{ U/a )* = Mol 6~APA/g'de biocatalizadox. 30 min.)
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Conociendo todos éstos resultados podemos establecer las condi-
ciones de la técnica de inmovilizacifn por atrapamiento empleando cg
mo soporte Agar:

a) Disolver 3.5g de Agar en 70ml de solucidn de acetatos (Na) a
una concentracién fisioldgica de 0,062M, pH 7.0 y a una tem-
peratura de 80°C durante 5 minutos con agitacidn. Puede tam-
bién disolverse la muestra sometiendola a condiciones de es-
terilizacién (T 121°C, presidn 1.5 Ib/plg?) durante 3 minu-
tos.

b} Preparar una suspensidn de células de E. coli ATCC 9637 de
manera que se tenga una concentracién de 0.12mg/ml. Adicio-
nar 30ml de esta suspensidn, la cual se prepard disolviendo
el paquete celular en la solucion de acetato 0.062M, pH 7.0.

c) Mezclar perfectamente las células con el agar a una tempera-
tura de 50°C durante 5 minutos.

d) Una vez homogenizada la mezcla se vierte sobre una superfi-
cie fina (en este caso se utilizaron cajas Petri de vidrio
de 8.0, 12.0 y 25cm de didmetro).

e) Se deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente durante
una heora (Te 20-25°C),

f) Una vez gelificada la preparacibén se procede a fraccionar en
pequefios cubos; los cuales posteriormente son curtidos de
acuerdo a la técnica dada en el Apéndice B, Recordando que
la concentracidén a emplearse de glutaraldehide es del 2% (p/
v).

En la figura 5.9 se muestra la apariencia fisica que presenta
el biocatalizador desarrollado.

5.4. Aspectos del biocatalizador desarrocllado.
5.4,1, Perfil de pH,

El perfil de pH para las células inmovilizadas es presentado en
la figura 5.10., donde se observa que la inmovilizacidén no ejerce al
guna variacidn notable scbre el pH dptimo determinado para las célu-
las libres (Tabla 5.3.).



Figura 5.9. Aspecto que presentan los biocatalizadores obtenidos a las
diferentes concentraciones de glutaraldehido probadas. Se puede
apreciar una diferencia de intensidades entre el testigo y las
demis muestras; ya que al tratar el biocatalizador con la solu~
cién de curtfido éste toma diferentes colores gue van del rosa a
un café obscuro, conforme se aumenta la concentracién del gluta
raldehido. (Escala:s—— representa 0.50cm )
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.

La importancia de establecer la influencia del pH sobre la velg
cidad de la reaccién, se debe a que los sitios activos presentes en
las enzimas, estldn compuestos frecuentemente de grupos ionizables,
que deben encontrarse en su forma ibnica apropiada, para que pueda
mantener la conformacién del sitio activo, y la adecuada unidn con
los sustratos.

La grifica del pH "éptimo", indica que se tiene una disminucién
de la actividad cuando se emplean valores superiores o inferiores a
8.0. Esto quizis se debe a que se tiene la inadecuada formacidn de
las parte idnicas del sustrato o de la enzima, & de ambas: y en el
filtimo de los casos que se ésta inactivando la enzima, o se tiene la
combinacién de los dos efectos. Debemos recordar que Savitskaya, et.
al. (48), mencicnan que el perfil de pH para la engzima producida por
E. coli, tiende a formar una campana como es huestro caso, y ésto lo
atribuyen a que deben existir 3 formas de equilibrio: dcida (AH?),
neutral (AH®) y bdsica (A~), distribuidas en forma natural.

5.4.2. Perfil de temveratura y enerjia de activaciédn.

De acuerdo a los datos reportados sobre la temperatura bptima
de la enzima penicilino amidasa, tenemos que dependen del origen de
la enzima, por lo que se aprecia un amplio intervalo de valores que
va de 20 a 55°C. Ademis de gque también depende del estado en que se
encuentre la enzima; ya sea en las células intactas, libres, o inmo-
vilizada. En nuestro estudio encontramos que la temperatura Sptima
es de 55°C (Fig, 5.12), Este resultado coincide con el valor obteni-
do para la enzima unida a células de E, coli ATCC 11105 inmovilizada
en coldgena y para las células de E, coli ATCC 9637 inmovilizadas en
carragenina {7). Sin embargo la estabilidad de la enzima se ve afec-
tada a partir los 50°C, aGn en la forma inmovilizada, la temperatura
muestra mejor estabilidad y que se ha empleado en este trabajo con
fines comparativos es a 40°C.

La energia de activacid aparente, se determind usando los resul
tados obtenidos en el perfil de temperatura (Fig. 5.13), encontrando
un valor de 5.45Kcal/mol.
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TABLA 5,3, Temperatura v pH Optimos para la actividad de Penicilino amidasa

Fuente de la enzima PH Temperatura Ref,

(°c) —
E. coli ATCC 9637
cél. intactas 7.5 30 Kaufman (7)
enz, soluble 7.8-8.0 50-52 Bondareva (7}
enz, insoluble 7.5 37 Self (7)
cél, intactas 8.0 40 Sandoval (47)
cél, inmovilizadas 8.0-8.5 55 Casas (7)
cél, inmovilizadas 8.0 55 Este trabajo
E. coli NCIB 8743A
cél, intactas 8.2 50-55 - Cole -+  (13)
enz. soluble 8.2 _ 37 . - Balasingham (3)
enz, insoluble 7.65 ‘ 37 ‘ ~ Warburton (3}
E. coli sp. 7.0 30-35.  Brandl (4)
E. coli sp. : B
cél, intactas 8.5 40 . Sato (7)
cél. inmovilizadas 8.5 40,
E. coli D816
cél. intactas 8.4 500 o
cél. inmovilizadas 9.0 55.., - Wang . (55)

6L
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De lcs pccos datos reportados en la literatura sobre energia de
activacidén de la penicilino amidasa, tenemos que nuestro valor es el
mas bajo, ya que Savitskaya, reporta un valor de 1l.4Kcal/mol para
la enzima libre. Balansingham reporta un valor de 8.853Kcal/mol para
la enzima libre perteneciente & E. coli NCIB 87437 y finalmente Gio-
venco que da un valor de 10.4 Kcal/mol para la enzima inmovilizada
de E. coli en esferas de acetato de celulecsa. Kuestro valor presenta
una disminucién de aproximadamente la mitad en relacifn a cada uno
de los valores reportados.

La explicacibén a este fendmeno es que mientras que para la enzi
ma libre la influencia de la temperatura es evaluada directamente sg
bre la velocidad de la reaccidén, para la enzima unida a las células
de E. coli inmovilizadas se evaluari el efecto schre una combinacidn
de resistencias (37); se tienen problemas difusionales internos, los
aiales se pueden comprender en relacidn a que las particulas de las

células inmovilizadas son mayores que en el caso de las enzimas inmo
vilizadas.

Estas limitaciones pueden ser reducidas usando particulas de so
portes irreqgulares con una relacidn relativamente alta del drea su-
perficial y el volumen, pero ésto puede provocar un riapido desgaste
del biocatalizador, en el caso de emplearse en un reactor de tanque
agitado o puede originar flujos irregulares, ademis de comprimirse
en el caso de emplearse en un reactor de lecho empacado.

5.4.3. Determinacién de las constantes cinéticas {Km y Vmx).
La determinacidén de Km y Vmax (pardmetros del Modelo de Michae-
lis-Menten) se efectud aplicando la representacidon de Lineaweaver

Burk, usando Penicilina G como sustrate (Fig. 5.14).

E]l valor de Km_ fue de 2.61 mM y una Vmax., de 0.2274 uMol de
6-APA+g de soporte ” min~l.

De acuerdo con los datos de la Tabla 5.4,, se observa que hay
grandes variaciones entre las constantes cinéticas. Esto quizds se
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debe a las condiciones usadas para la determinacidn de los pardme-
tros que en cada caso son diferentes, ademds de no olvidar que cada
enzima varia dependiendc de su origen,

AlUn asi se observa gue la Km determinada en este trabajo presen
ta uno de los valores mis bajos dentro de las Km para los sistemas
inmovilizados.

La cinética de las células inmovilizadas, usualmente es mis com
pleja que la correspondiente a las enzimas inmovilizadas. Ya que se
tiene la presencia adicional de una barrera difusional creada por la
existencia de la pared celular intacta y la membrana citoplasmdtica.
De ahi que la cinédtica propia de las células inmovilizadas y su efec
tividad puedan definirse en relacidn al comportamiento de ellas al
eliminar las limitaciones difusionales o establecer gue tan signifi-
cativas son é&stas.

Los efectos difusionales son mas notorios cuando la reaccidn en
zimitica es muy rdpida o la concentracidn del sustrato es baja, o
cuando se tienen soportes con una alta porosidad, asi como una baija
actividad o un prolongado uso de las particulas inmovilizadas.

En base a los resultados antes mencionados ohservamos gue nues-
tro sistema presenta serios problemas difusionales, ya que tenemos
una gran variacidén de la energia de activacidn, asi como un importan
te incremento en la Km y Vmax. Por lo que se determind el factor de
efectividad que es una medida relativa de la disminucidén de la velo-

cidad de reaccidn ocasionada por los efectos difusionales vy se defi-
ne como:

velocidad de reaccidn en ausencia
de resistencia a la difusidn interna

yl _ velocidad de reaccidn observada

Suponiendo que la enzima obedece al modelo de Michaelis-Menten,
la velocidad de reaccidn estard dada por:
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Tabla 5.4, Comparacidn del Km obtenido experimentalmentalmente en el sistema inmovilizado
con_los encontrados en la literatura,

Fuente de pH T Km Km KI KI Referencias
la enzima (°c) Soluble Inmov. G-APA  AFA
(mM) {mM) (mM) (mM)
E. coli
ATCC 9637 - - 7.7 3.0 - - Demain (r7)
8.0 40 - 4.7 170.5 28.9 Park (45)
7.5 37 1.5 7.7 - - Self {a7)
8.0 40 0.14 - 7.2 1.1 Sandoval (47)
cél. completas
8.0 40 - 2.6 - - Este trabajo
cél. completas
E, coli
NCIB 8743A 7.0 37 Q.77 - 5.9 4.7 Balasingham (3)
7.5 " 0.74 - 6.5 4.8 v
8.0 " 0.67 - 7.1 4.8 Warburton
8.0 " 0.63 9.0 4.6 Lilly, M.D. (37)
8.5 " 0.80 - 5.3 5.1
8.0 27 0.77 - 5.3 5.8
8,2 50 30.0 - - - Demain y Cole (16)
cél. completas ,
E, coli
ATCC 11105 8.1 25 0.025 - 0.20 15 Kutzbatch (36)
7.8 37 - 2,0 - - Klein (32)

S8



Continuacidn:
Fusnte de pH T Km Km KI KI Referencias
(°c) Soluble Tnmov, 6~-APA  AFA
{md) {mM) {mM) {mM)
E. coli
sp. 8.0 30 1.35-1.59 - - - Brandl (4}
7.5 - 17.5 - - - Badr-Eldin (1)
E. coli
Cl5 (NCIB9465)5.5 - 4,0 - - - Holt {24)
E. coli
D Bl6 8.4 50 6.3 - - ~ Wang {55)
9.0 55 = 11.4 - -

98



87

Umax. S
Jr = s
r ( )’1

En ausencia de problemas difusionales, la velocidad de reaccidn
estard dada por la cinética de Michaelig-Menten y serd igual a uno.
En base a ésto se hizo un estudio comparativo de velocidad de rea-

ccibn para diferentes tamaiios de soporte, y de esta forma determinar
la influencia de las resistencias internas.

En base a ésto se desarrollo el siquiente experimento en donde
a partir de un biocatalizador de 0.5cm por lado de cubo, se fue re-
duciendo sucesivamente, es decir primero se dividid a la mitad a su
vez nuevamente a la mitad hasta la total desintegracién del biocata-
lizador. Se observo que conforme se disminuia el tamafio de particu~
la, la velocidad de reaccidn aumentaba.

) . Tamafio Actividad LY
Entero 23.33 0.42
1/2 26.58 0.49
1/4 29.83 0.55
desintegrado 54.47

* Actividad = U/qg de biocatalizador

. De este estudio se encontrd que el factor de efectividad para
el biocatalizador desarrcllado es de 0.42

VI Conclusiones.

Se cumplid.-con el objetivo de dar un panorama general scbre la
evolucidén que ha tenido la tecnclogia enzimitica, asi como el desa-
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rrollo de una metodologia para la inmovilizacién por atrapamiento de
células completas de Escherichia coli ATCC 9637, con actividad de pe
nicilino amidasa, usando como soporte Agar.

Se logrd producir lotes de células con una actividad especifica
de 1.7 U/mg de proteina.

En el estudio fisicoquimico del soporte se establecid la concen
tracidn apropiada (3.5%), en donde el soporte presenta una buena fu-
erza de gel. Se determind el pll al cual se deberd preparar, y el ti-
po de iones que deberdn estar presentes durante la formacién del en-
rejado polimérico, de manera que no se altere la fuerza del gel que
es de 1.2 x 10~ Kg/mz. El pH corresponde a un valor de 7 y se uso
una solucidn de acetatos 0.062M. .

En cuanto a la capacidad de atrapamiento se escogid la relacidn
1:1, en donde se tiene la mejor expresidn de actividad, aungue no bug

na capacidad de retencidn.

Para mejorar la capacidad de retencién y estabilidad a la agi-
tacidén del biocatalizador se empled glutaraldehido en una concentra-
cién del 2%, en donde se observd una disminucién del 25% en la acti-
vidad enzimatica.

La disminucion de la actividad se debid a que el glutaraldehido
afecta la actividad de la enzima penicilino amidasa y no a un aumen-
to en los problemas difusionales,

El biocatalizador desarrollado presenta limitaciones difusiona-
les, debido a que presenta una disminucidn en su energia de activa-
cién, mientras que su Km aumenta asi como su Vmax.

Ademis que conforme se disminuyd el tamafio de particula la ex-
presién de la actividad fue aumentando lo mismo que el factor de

efectividad.

La actividad especifica del biocatalizador desarrollado es de
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23.2 U/g de biocatalizador, .

Sugerencias.

Establecer la vida operacional del biocatalizador desarrollado emple
ando un reactor enzimdtico.

Seleccionar el reactor enzimitico en base al tipo de reaccidn que se
efectua y a la conficuracién del biocatalizador.

Optimizar }a forma del biocatalizador con el fin de disminuir las 1i
mitaciones difusionales, asi como una mejor estabilidad mecdnica,

Incrementar la relacidn células-agar para elevar la actividad especi
fica del bioccatalizador (Unidades/g de soporte). Ya sea por el uso
de agentes quimicos que ademis del atrapamiento extablezcan un entre-
cruzamiento; o por la combinacién del agar con otros polisaciridos

y/0 empleando una cepa hiperprodictora de la enzima.

Establecer un modelo cinético que prediga el comportamiento del sis-
tema de células inmovilizadas.

Hacer una evaluacidn econdmica sobre los costos de produccidn del
biocatalizador.
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VIII APENDICES.

Apéndice A
A.l Materiales

A.l.l1 Reactivos.
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En el desarrollo experimental se emplearon los sicuientes reac-
tivos que a continuacidn se enlistan en orden alfabético, indicando

su procedencia:

PRODUCTO
Acetato de sodio R. A.
Acido 6 aminopenicildnico
Acido clorhidrico R, A,
Acido fenil_acético
Acido sulfarico R. A,
Agar bacteriolégico
Albumina bovina
Carbonato de sodio R. A.
Cloruro de amonio R. A.
Cloruro de calcio R, A.

Cloruro de sodio R, A.

PROCEDENCIA

J. T.

Sigma

Baker

Baker

. Baker

y Biox6n

Baker
Baker

Baker

. Baker



Etanol R. A,

Fosfato moncbdsico R. A.

Fosfato dibasico R, A.
Glutaraldehido

Hidrdéxido de potasio R. A.
Hidréxido de sodio R. A,
p-dimetil-amino-benzaldehido R. A.
Penicilina G. potdsica

Reactivo Fenol-Folin Ciocalteu
Sulfato clprico pentahidratado R. A.
Sulfato ferroso R. A.

Sulfato de magnesio R. A.

Sulfato de potasio R, A,

Tartrato de sodio y potasio R. A.
Amortiguador de referencia pH 7 y pH 4

Papel indicador de pH

A.1.2. Equipos:

J. T. Baker

J. T. Baker

J. T. Baker

Merck

J. T. Baker

J. T. Baker

Merck

Fermic S. A,

Sigma

J. T. Baker
J. T. Baker
J. T. Baker
J. T. Baker

J. T. Baker
Sigma

pHydrion
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EQUIPO

Centrifuga con cabezal G S.A.

Centrifuga clinica, Sooco rpm

Colorimetro (Spectronic 20)
Crondmetro

Bafio con agitacidn v control de
temperatura

Balanza analitica

Fermentador Bioflo

Agitador magnético

Parrilla con agitacién magnética
Barras magnéticas

Estufa

Potencidmetro

Vortex {Super-Mixer)

Soporte universal

Pinzas de 3 dedos con nuez

Pesas

MARCA

Dupont Instruments
Sorvall RC-5 Super
Speed,

"Sol, Bat. Aparatos

Cientificos.
Bauch & Lomb, Co.
Haste Sport.

New-Brunswick.

Bauch 2000
New-Brunswick.
Corning.
Thermolyne.
Curtin U.S.
Felisa.

Corning 30.

Lab. Line Instruments.
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Cajas petri desechableé‘(Bémﬂ).v
Desecador

Micropipetas (200 y 100 ul) _
Matraces Erlenmeyer (125,250,500ml)
Vasos de precipitado (100,250,500m1)
Matraces aforados (lO,lOO,ZOO,lOOOml)

Pipetas volumétricag (1,10m1)

Pyrex
Gilson
Pyrex
Pyrex
Pyrex

Pyrex
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Apéndice B.
B.1. Técnicas Analiticas,
B.1l.l. Proteina (método de Lowry; Lowry et., al, 1951),

Es uno de los métodos mds sensibles para medir la concentracidn
de proteina (desde 0.2 ug/ml), el color es desarrollado por el reac-
tivo de Folin después de un tratamiento alcalino. La coloracidn fi-

-nal es_el resultado de una reaccidén de Biuret de la proteina con el

- i6n cu?t en &lcali y la reduccién del reactivo fosfotingstico-fosfo-
. molibdico por la presencia de tirosina y triptofano en la proteina.

Procedimiento.

Preparar las siguientes socluciones:

Solucién A = 2% NapCO, en Na OH O.1N

Solucidn B = Cu304.5H,0 0.5%

Solucidn C = Tartrato de Na y K 1%

Reactivo D = Solucidn C + Solucidn B (relacién 1l:1 v/v)

Reactivo E = lml del reactivo D mAs 50ml de la solucidén A, si

se prepara al momento esta solucidn no necesita
decantarse (no usar después de un dia de su pre-

paracién) .

Reactivo de Folin = Diluir el reactivo de Folin con agua des-
tilada en una relacidn de 1:1 v/v

Preparar una solucién patrdn de albimina bovina con una concen-
tracién de 1 mg/ml, para obtener concentraciones de 10, 20, 40, 60,

80, 100, 150 y 200 ug/ml. Una curva patrén se representa en la figu-
ra B.l.
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Determinacidén de proteina en células microbianas.

a) Tomar 0.1 ml de la suspensidén de células para la mezcla de
reaccidn.

b) Aforar a 1 ml con agua destilada

¢) Afiladir 5 ml del reactivo E

d) Reposar durante 10 minutos

e) Afiadir 0.5 ml del reactivo de Folin

f) Reposar durante 30 minutos y leer a 590 nm contra un blanco
de reactivo®

g) La solucidn patrdn de albOmina se procesa de la misma forma
que las muestras.

* Bl blanco de reactivo consiste en colocar 1 ml de agua destila-!
da y procesarlo de igual forma que las muestras,



ABSORBANCIA (A=S590nm)

1.0
0.8 ]
0.6 « ‘

-1 /
0¢4 -4

0.2

40 to 120 1k0 200 740

Concentracién de¢ albumina.

( ug/al )

Figura B.l. Curva patrén de albumina bovina.
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B.l,2. Cuantificacién del dcido 6-amino-penicilidnico por el método
del p-dimetil-aminc-benzaldehido.

El método del p-dimetil-amino-benzaldehido se fundamenta en ha-
cer reaccionar a éste con el grupo amino presente en el &cido 6-ami-
no-penicildnico, para datv lugar a la formacidén de una base de Schiff
colorida, la cual se puede estimar cuantitativamente empleando un co
lorimetro a una longitud de onda de 415 nm,

" H
G i g Y ) 5 CH q
\__N Hq yf 3
@) CH, o
vl 3
(?/..on g H  peido
6-ADA Fenilacético
Bencilpenicilina
+
Ry
CH \”H
3 773
p-Dimetil-amino=benzaldenido
CH3 H .
= 3 H
N=0)-c=y 3
CH3 CH3

A

BA3R DE SCiIUIRP, Comnuesto cromdforo
Abs. mdxima a 415 nm.
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PREPARACION DE REACTIVOS.

1) Reactivo de p-dimetil-amino-benzaldehido

2)

Curva patrdn.

1)

2)

3)
4)
5)

6)

Pesar lg de p-dimetil-amino-benzaldehido y disolverlo en 50ml de

alcohol etilico al 60% (v/v), adicionar 0.5ml de idcido sulfirico

concentrado y aforar a 10nl con el alcohol etilico al 60%. Guar-

dar el reactivo en frasco &mbar.

Solucidn patrdn de 6-APA.

Preparar una solucién de 2.5 mg/ml de 6-APA usando solucion amor-
tiguadora de fosfatos 0.03M, pH 8.0 en caso de no disolverse afia~-
dir cuidadosamente unas gotas de KOH 0.1N, cuidando que el pH no

suba mds de 8.0.

v

A partir de la solucidn patrdn hacer diluciones progresivas de
esta solucidn, tomando 1 ml de la solucién de 6-APA y adicionando
1ml de solucidén amortiguadora, agitar.

Una vez preparada la serie de diluciones, tomar 0.2ml de cada so-
lucidén de-6-APA y depositarlas en tubos de centrifuga, las cuales
ya contienen 4.8ml de alcohol etilico absoluto.

Adicionar 2.5ml del reactivo de p-dimetil-amino-benzaldehido en
cada tubo y agitar.

Centrifugar los tubos a 4,800 rpm durante 10 minutos y leer en el
colorimetro a 415 nm, empleando un blanco de reactivos.

El blanco de reactivos consiste en 0.2ml de solucidén amortiguado-
ra, siguiendo el mismo procedimiento.

Realizar la curva por duplicado y graficar los valores como se in
dica en la figura B.2.

Las limitaciones de este método consisten en que si existen

otras aminas primarias ademis de la presente en el 6-APA, éstas in-
terferirdn en la determinacién. Ademds es necesario tener un preciso
control del tiempo en que se desarrolla la coloracidn, ya que confor
me pasa éste, el color puede ir disminuyendo en su absorcidn, dando
lecturas de absorcidn menores.
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Se debe realizar una curva patrdén 6-APA, cuda vez que se praps-
ren nuevos reactivos,

0.2 -
- ,*

. . y - ~TJ“'J
1 2 3 4 5 6 B
Concentracidn de 6-Ar»

( ua/m1 )

Fiaura B.2. Curva patrén del icido 6-aminopenicildnico,
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B.1.3. Leterminacidér de peso seco.

En un matraz de 500 nml de capacidad, colocar 100 ml de medio
minime da cultivo (0.2 dei dcido fernilacético y 0.8g/l de NH,CL).
Inccular al 1.3% (v/v), y utilizar las condiciones de crecimiento
previamente establecidas (T 29°C, agitacidn rotatoria de 200 rpm, pi
7.4 anter dc esterilizar).

El crecimiento se siguid hasta que la hacteria alcanzd su fase
estacicnaria. Se tomaron muestras de 2 ml cada hora, 1 ml se diluyd
con agua destilada en una relacién de 1:1 y se determind la D.0. a
560 nm., E I ajuste a el valor O del espectrofotdémetro se realizd con

agua dest:lada, El mililitro restante se filtro através de una membra
ra Millipore (tamafio de poro de 0.45 um) las cuales estaban previa-
mente pesacdas. Las muestras se dejaron durante 18 horas a una tempe-
ratira ds £20°C, pesdndose posteriormente hasta peso constante en las
tres pri-zras cifras del punto decimal; con los valores obtenidos se
construyd una curva de D.0., contra peso seco, que se muestra en la
figura B.3.



Pensicdad Optica (560 mm)

1.0.T
0.8 _]
0.6 __
0.4

0.2

D.0 vs Peso Secd

FIGURA B,3. Curva patrén de Peso Seco de B.coli ATCC-

9637.

(

T
2

Peso seco

mg de céiulas
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B.2. Procedimiento para curtir soportes constituidos por polisacdri-
dos.

1.~ Preparacién de la solucién de curtido.

Pesar 24,6y de acetato de sodio (0,3M) y colocarlos en un
vaso de precipitados de 1000 ml de capacidad, con 700 ml de
solucidn amortiguadora de fosfatos 0.5M pH 7.0. Afladir 5.7
mililitros de etilen diamina; ésta dltima debera estar a
una concentracién de 0.085M.

La adicién de la etilendiamina deberd hacerse lentamente y
en frio, utilizando una campana de extraccidn, ya que se
desprenden vapores téxicos. Posteriormente se ajusta el pH
a un valor de 7.0 usando acido fosférico concentrado y se
lleva a 1000 ml con la solucidn amortiguadora de fosfatos
0.5M pH 7.0.

Curtido.

a) Se toman 100g (peso hiimedo) del biocatalizador (células-
agar) previamente fraccionado y se colocan en un vaso de
precipitados de 1000ml de capacidad.

b) Se resuspenden las particulas del biocatalizador en 500
ml de la solucidn de curtido y se agitan lentamente duran
te 5 minutos. La operacién deberd realizarse a 4°C.

c) Se afiade el glutaraldehido, de manera que se tenga una
concentracidn final del 2.0% (p/v).

d) Se deja agitar durante 30 minutos a 4°C.

e) El biocatalizador se lava perfectamente con agua destila
da, hasta eliminar el color naranja de la solucidn de
curtido, el biocatalizador después del tratamiento ad-
quiere una coloracidn amarilla, que finalmente se obscu-
rece hasta dar un color café. Finalmente se lava con so-
lucibén amortiquadora de fosfatos 0,03M pH 8.0.
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