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CAPITULOD - I

INTRODUCCION



Las enzimaé son prételnas.elhboraéas.pof'lis células animales.
vegetales Y nﬁcrnblanas, que presentan capacidad catalitica para _
aumentar en gran medida- 1a uelocidnd ‘de 'lag reacciones quimica-'
especificas de las celulas. Este. hecho ha conatituxdo un fachorif
importante para la sustitucian de loa catulizadores inorg&nlcog

por enzimas. (1, 2]. 

Debido al: gran numero de enzimas que se ‘conacen’en la: actuﬂli—

dad, aproximadamente unas doa mil diferantes r celnla bacte-.
riana, ha sido necesario e . BT - um j )
cional. (Tabla I)

Las enzimas. en cie | ‘que son -

nucleos proteicOS,

etc.}'é'—-F"-

Inhimamente relacionados durante 1la raaccion, donde pueden ac~- f;:

tuar como donﬂdoresl' ceptq:es de electrones etc, {4) .

Para gue ae lleve:a cabo 1a reaccion enzimitica, es. necesaria . '

-que el austrato se una'a 'sitxo activo de la enzima, donde sa

encuentran grupo que enlazan al sustrata y otros que efectu-n -

-

la- catq;;si 2 Los mecanismos de catalzs:s a de transfurmacion

idos son- a) Acido-base general, b) Canaliszs

acfun;meﬁtq_qp"

pof-distbfﬁion cf Nucleofilico ] electrofilico, donde se = =~ ..

”pueden furmar enlaces cavalentes transitorios. La existencia

“del si;lu_acﬁivo hace que;la naturaleza del sustrato sea alta<




mente especifica para cada enzima. (5)

7 m hﬁhée*de'la:velocidad
de una vfh‘ﬁétdﬁo ca Imlﬁmo se llega a dete:minur

el efecto de los inhibidores reversibles sob:e 1a cine:ica - -

enzimat1ca lld 16

Los mecan;smas de regulacién de; la producclidn de enzimas se han
dividido en"al Inducclon : B} Reprellﬁn por retroalimentacién

y ©) Repreaidn catabulica. (17-19}"

Las enzimﬁs:pueden_pfbvénir de fuentes animales,vegetales y mi
crobianas; ést&s ﬁit;mas. como se. verd en el Capitulo I, pre- -
gentan mayores vehtajas, tales como ¢l tiempo de produqcién, -
etc. Las enzimas mlcroblanas pueden ser extracelulares, esto es
gue son excretadas al ﬁedio por la célula durante la fermenta=

cidn & pueden ser intracelulares, las cuales quedan confinadas



dentro ‘de la cé&lula. tas enzimas extrncelulares, al términO‘dé"'
la Eermentncion, son Bepnradas del caldo de cultivo Y. n traVesr

de’ procesos de operaciones unitarias. como la cenhrifugaclon o

filtracion. etc., son tratadas para ohtener unﬂ preparacién

comercial que responda a 105 criterios de pureza y calidad de-'

seados. (20,21). En el caso de enzimna intrncelul

que a8 1a‘ruptur

requiere de una etapa suplementaria,

das por el hombre, ain antes de saber’ de 8

el caso de la fermentaclén del pan,‘dl
[24-27)

Sin embargo, la aplicaciﬁn"durant

solubles ha tenido grandes rcpe cl



TABLA I

CLASIFICACION INTERNACIONAL DE LAS ENZIMAS

NOMBRE

1.

Oxido reductasas

Hidrolasas

Transferasas

Liasas

Isomerasas

Ligasas

REACCION QUE CATALIZAN

Catalizan la transferencia de
hidrégeno.

Catalizan la introduccién de molé
culas de agua al sitio especifico.

Catalizan la transferencia de - =
grupos que no sean hidrdgeno.

Catalizan la adicién de dobhles - -
enlaces.

Catalizan las.reacciones de isome-

- rizacidén.

Catalizan la formacién de enlaces
con esacision del ATP.

Enzyme Nomenclature,

3
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TABLA IX

DIAGRAMA DE RECUPERACION DE ENZIMAS

CALDO DE FE?MENTACION

INTRACELULARES EKTRAthULARES
RECOLECCIOG DE CELULAS ELIMINACIUi DE CELULAS
RUPTURA CBLU&;R Y EXTRACCION EVAPORACION
ELIHINACI&N DE DEBRIS PRECIPITACION
PRECIPITACION FRACCIONADA RECUPBRRCIOE DE sSOLIDOS
RECOLECCION DE SOLIDOS EXTRACCION

EKTR?CCION

ADSORCION
CROMATOGRAFIA
CONCENTRACION

SECADO

Adaptada de Scriban, R. 1984 (22)



TABLA XIX

USDS INDUSTRIALES DE ENZIMAS SOLURBLES

ENZIMA SUSTRATO PROCESO
alfa-pmilasa AlmidBn Produccidn de dextrinas
beta-pmilasa exo-1,
4-alfa-D-glucosidasa Alnidsn Produccidn de maltosa
Proteasas Proteina Produccion dea peptonas
Papalna Proteina de cerveza  Ramocidn de la turbidez
Renina Caseina produccion de quesos
Poligalacturonasa Pectina Produceidn de jugos de frutas
Celulasas Celulosa Sacarificacidn
Triacilglicerol~lipasa Lip:ido: Hidrélisis de Lipidos
bota-p-fructofuranosidasa Sacarosa Produccién de azicar invertida
beta-p-galactosidasa Lactosa Descamposicion de la lactosa
alfa-D—galactesidasa Raf inosa

Glucosa=-ilsomrasa

hminoacilasa

Antociapasas

MM desaminasa

Esteroide 1] beta-
monooxigenasas

Glucosa-6-fosfato

N-acil-L-aminodcidos

Antocianina

Acido adenilico

Estarcl

Descanposicidn de la rafinosa

Produccién de jarabes con
elevado contenido de fructucsa

Produccidn de L-aminodcidos

Mecoloracion de antocianina-
glicosidasa

Produccidn de dcido inosinico

Produccidn de estercides
precursores de hormonas

Thomas, D. et al, 1982. (34}



TABLMA IV

ALGUNOS US05 ANALITICOS DE LAS ENZIIMAS

ENZIMA SUSTRATO
Glucosa-oxidasa({mas peroxidasal Glucosa
Ascorbatcoxidasa Acido ascdrbico
Alcohol~deshidrogenasa Etanol
Glicerol-guinasa Colesterol
Alonina-aminotransferasa Alanina
Aspartato aminotransferasas . Acido aspﬁrgico

Wiseman, A., 1980. {35)



| TABLA V

ENZIMAS PARA USOS TERAPEUTICOS

ENZIMA HODO DE ACCION TERAPEUTICO

L=Asparaginasa Degrada la asparagina del suero de
la sangre, metabolito esenclal en
1a produccidn de células cancercsas
(leucemial.

Lisozima Disuelve la pared celular de bacte-
rias. '

Penicilinasa Termina con la alergia-a.la penici-
lina, L '

Uroquinasa . o Ayuda‘ajdiso}ﬁg?iéoayulpéién,brprE

Holcénbera.aﬂg.'lBBé.Vfigiﬁ.




otros mas (37 33).-La Tabla 1v presenta nlgunos usas analiti-

cos de enzimas y la Tabla V aos terapsuticnﬁ.‘

Con el fin de obtener mejor nprovechamiento ﬁe 1aa enzimag

son desechadas al termino de un- proceao y que po

‘tancialmente'pueden”ser recupenadas y reuaaaas. 1a,ingenier;a'

_.enzimética ha o opuesho, como 10 vezemos 'capitulos pqate- -

lahinmovilizncion‘de enzimas aolubles,
. células..'

v

friores,

‘asi’ como de -

'.concentracién enzimética por volumen de teactor,_etc. El ter
;mlnb enzima inmovlllzada”xse teﬁiare u la enzima que tlene ~:
*dna localizacion 9 conflnamiento en una cierta reqion del

. espacia con rctencion de sus actividades catal1ticas, que se

: guede usax-en forma repetida Y cantlnua, ademds de presentar

mayor eahubilﬂdad opaeracional que'las enzimas sélubles. (40)

En 1912. 593:&¢9 por vez primera la aplicacibdn industrial de
las enzimas inmovilizadas con la produccidn continue de -~ ==
L~aminodeidos (41}, por la aceidn de la aminoacilasa inmovi-

lizada, asi como la produceidn de icido aminopenicilinica y

8g fruccosa con la penicilinamidasa inmgvilizada y la gluco

isomerasa inmovilirzada respectivamente, en Estados tinides y

Japdn. (42) En 1978 aparece la primera aplicacidn industrial

.de c@lulas inmovilizadas pora la produccién de aminoScidos

10



(43). Las celulas inmovilizndna presentan VEnta]aa -sokre las

enzimas inmovillzadaé como son el aminorar las: gasnos de -

extrncc;on de las enzimas, anmento de la estabilidad enzimé-

hica, cuentan con ofactores necesarios, pa:u llevar a -

B |=""

cabo laa renccio e miticas’ Blmples 8 en cadena, en su -

mzsmo habitat (44)
Sin'emba:gb. hny ciertas d ficultades que presenta la inmovi-
lizacion de enzimas y celulas que tienen que gser superados, -

para gue puedan tener un mayor impacho a. nivel comercial (45)

'n} Presentar las principules aplicaclunes de ‘las

enzimns inmovilizadas Y. de las celulaa inmcvi

t‘unar las perapectivas de la aplicacton de las

enzimas de interés comercxal en Hexico.

11



CAPITULQ XI
CRITERIOS PARA LA SELECCION DE

LA FUENTE DE ENZIMAS
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2.1. Criterios para la seléccidn de.laifuente de. enzimas.

Las enzimas pueden pxovenlr de tejido animalea. vagetales -y

de micrunrqaniumos. En 1a Tabla v

se dan ejemplosAde cada una

de las fuentes nntes mencionadas. Sin embargo. eljdesarrollo -

aurante los filtimos 25_aﬁos ha: sido primordialmente encauzndo'

hacié las enzimas de-o:igen‘ﬁlcrobiano, po; las~Biquientqs - -
razones: ‘ '

DISPONIBILIDAD:

La gran variedad de mlctooxganismos que existe en 1a natura-

leza, asi cowo la gran cantidad de reacclonea que puedep - -

llevar a cabo, ha hecho de &stos la eleccidn fnvorita de los

investigadores e industfln}es..(d&)

Estas fuentes microbianas una vez aisladas.iselacclonadas ¥

u i'.ll:_i;a’.lé..sg. tany




bles. (48,49)

Otras ventajas que tienen les micfdoréaﬁigmoé; és_éué.pﬁédeﬁ'
utilizar casi cualguier compuesto cqmé fqenné.de carb@noéilo
que hace viable el uso de desechos orgdnicos industriales Y

agroindustriales. (50)

TIEMPOQ DE PRODUCCION:

El tiempo de produccliféin de una fuente mlcrobiana e, mucho mﬁe

corto que el de una fuente de origen vegetal o anmml; IS})

La produccidn de enzimas provcnientes de fuent‘ microbianas-

se lleva a cabo en un fermentadnr. que es'un slstema tota1~ 

mente definido, en condiciones contruladas Pot ohra lado._-.ﬂ

las enzimas de fuentes vegeeales o’ anlmales dependen de con—‘;
diciones climatoldgicas [agua, sol, temperatura._etc) que no

son controlables por el hombre.‘satn varlaeién en las condi-

ciones de produceidn puede llegar a afeqtar:el‘rgndim;eq;o'f._J

esperado.

CALIDAD:

La calidad de una fuente mlcrobiana aera mas cnnstante debido

a gue se tionen condiciones definidas,

.habIa va. comen

tado, mientras gue una Euente vegetal y animal. al - tener varia

18




cién en los pnramet:os de p:oduccion ¥y conservacion. presenta-

rd una calidad muy variabla."”"

SUPERFICIE:

VfuenLe anima1.~

COSTO:

Este va a depender de lé énzlma‘a;;
enzimas microbianas. son mis baratas
o animales.. §in embargo acﬁualmehte,

tales como la papaina, que son ma

Como se ha podido observar, los par&mettas anhes_analizados

Eavorecen la eleccidn da una enzima microbinna



TABLA VI

ENZIMAS DE DIFERENTES FPUENTES ANIMAL, VEGETAL Y MICRODIANA

FUEBNTE ANIMAL FUENTE VEGETAL FUENTE MICROBIANA
Renina papaina Amilasa

Tripsina 7 Amilasa de Malta Celulasas

Pepsina Bromelina Glucoisomerasa
Lipasa Ficina Pectinasas
Pancroatina Peroxidasa Protcasas
Uroquinasa Lipoxidasa Renina Microbiana

Adaptada de Scriban, R. 1984 (23)

16



TABLA VII
CARACTERISTICAS DESEABLES DEL MICROORGANISMO PRODUCTOR DE
ACTIVIDAD ENZIMATICA

1. Es deseable que la ghzima sea excretada al medio, para
 reducir los costos de recuperacidén.

2. El microcrganismo debe ser termofilico para que la acti
vidad enzimdtica sea mas estable. '

3. El organismo debe poseer. elevada productividad y ser ge
neticamente estable.

tividad. -

hlperproducir enzimas.n

7. El microorganismo debe' apaz
’ concentracionea de sustrato y de:

roducto._ "

8. . El microorganismo-debe'trabaja .en-un‘rango de pH y de
temperatura: ficil de ceontrolar.” . o -

Adaptada de Kochova-Kratochvilova, ‘A. 1985 (48) y
Cheetham, ?.S.JQ‘19é7f(19i

17



CAPITULO IIX
PARAMETROS BASICOS DE LA PRODUCCION

DE ENZIMAS MICROBIANAS

18



3.,1. Medio de Cultivo.

A nivel industrial. con el fin deJreduclr los cost68=de pro-'
duccidn se tratan da usar deaechos aqroindustriales como -
austratOb, pnra la puoducci&n de algunas enzlmas (50 53). En

1a Tabla. vn;r. se_ encuan"

desechoa que pueden 14 utllizados cnmo sustrato de Eermenta

clanea._Estos medio son de composiclon compleja y pueden -—;35

suminist:ar lgunos nutrlentes. incluyendo polisacirido

proteInnBc‘ 'noacidon, 1Ipidos, nucleotidon y._en ocasiones,

"trazaa._ :_vitaminas Y. varios 1nductuzea;_Es muy -
;importante q 7
grandes cantidadea. libres de compuestos toxicos y que la-—-'ﬂ'
.composiclan del medio sed constante.’ sin embargo. a8 1mpor:aﬁt
te reco:dat que el medio ideal es aquel en’ el que todoa "los
ingred;entes:son utilizados por el organlﬁmo para la p:odu;-.ﬁ
‘clén'dé biomasa, ené:qia'y ﬁtodubéién de las eniimds desea;
das. La presencxa de elevadas ccncentracionea de azlcares -
reductores y/o otros 1ngred£entes pueden causar. :epresion -?

catabollca, pero s8i se cncuentra en la forma y concent:aczon.

adecuada pueden hacer que la produccion de 1a enzima ‘sea.la

an ejemplos ‘e algunos de estos'- -j,_':"

los componentes del medio se cncuentran ¢n —-..;”

_maxima.‘otros requisitos que debe presentar el medio de fer-

mentnclon es que su viscosidad no soa elcvada paru evitar pro

blemas de trnnsfarcncin dn masa £ axigeno {54]

19



TABLA VIII
DESECHOS AGROINDUSTRIALES QUE PUEDEN SER UTILIZADOS COMO

SUSTRATO PE FERMENTACIONES

» Rastrojo y Olote de Maiz

+ Rastrojo de Sorgo

« Bagazo de Cana

« Melazas de Cafla

» Paja de Trigo

+ Paja de Frijol

« Cascarilla y Paja de Arroz Palay
« Suerc de Leche

* Licor de Maiz

« Harina de Pescado

« Harina

Adaptada de Leal, H. 1985 (53)

20



3,2. raramctros Fisicoguimicos de la Produccidn.
a) Temperatura y pH

Generalmente todos los procesos fermentativos liberan calor,
ic que hace necegario un sistema de control de temperatura.
51 el microorganismoc es termofillcb, este cdntrolﬂno debe -
saer tan estricto, lo que aminara los gnstés'de énfriamiento

del fermentador. Eg necesario conocer la,tempgrﬂhura'éptimn

de praduccisén de la enzima y crecimlento del microorganismo,

con el f£in de seleccionar 1a,tembe;atu;a dptima a trabaiur'

en fermentadoer {55)

Al igqual que la temperaturn.'el pH es un parémetro crItico
en el crecimiento del microorganismo y prodUCCion. Se re—j
uiere de un sistema-de cont:ol. asi como- el conocimiento
del pH mas adecuado para obtener los mejores resultados -

(9)
b) Transferencia de oxigeno

Eé-ﬁécegﬂ?io éonocer la demanda de oxigenc del'micfoorga- .
nismo para poder seleccionar los parametros mis adecuh&os
.de aeroacion y agitacidn del fermentador, con el fin de

evitar una inhibicidn en el crecimienta y/o produccion. La

transferencia ue oxigeno del aire al medioc de cultivo va a

2]



estar limitada pﬁr ia viscosidad del medio (56)

. 3.3. Selececién do'la Forma. - "0

eristen doa tipos de cultivos. El cultivo aemlsélido, en el

cual el creclmientc del mLcronrganismo se lleva a cabo aobre

matetiales solidos sin 1 p_esencia de agua libre; y el cul=-

tive sumergido, el cual se realiza con elauada cantidad de -

agua 1ibre.-'.ff

El cultivo semisolido se ha utilizado desde hace varies sigloa
en los palses orlentnles, para la produccion de" algunos allmen
tos fermentados’ (57 SB). La Tabla IX presenta algunos de los

Procesos o:;entalea de - cultiuo semisolido. Mediante este tipo
de cultivo se obhlenen unicamenhe enzimas extracelulares como
producto. deleable de 1a fermencacion. Estas enzlmas pueden --

sert amilasas, celulasas. proteasas, e:c. 51n embnrgo, el cul
tivo semil&lido es “mas complejo que el aumergido, en virtud de
dque la interrelnclon ambiente-suatrato-orqanismo tiene Aiver-

sas limitacioncs E;sicas y.. en consecucncia. ei slétema reac-
ctonanhe presenta gradientea de pu, temperatura. humedad, - -

etc., que afectan crihicamente al sistema {59)

Las-éaracterfsticaa deila fermentacidn semisdlida y del qul—

tivo sumergido se resunen en la Tabla X.

22



TABLA IX

PROCESOS ORIENTALES DE CULTIVO SEMISOLIDO

PRODUCTD SUSTARATO ENZIMA
Tempeh Saya Proteasas
Miso Saya P:otaasa;

Arroz L-Aﬁilasas
Tapé ketella Yuca Amiiasas
Ang-kha Arroz _.Aﬁilasas
ontjom Cacahuate .l

?_Proteaﬁns y Lipasas

Carrizales, VvV, 1983

(57]

23



El cultivo éumérgido, a su vez, puede ser‘de ‘dos tipba: el -
cu;t;vo "ba:ch" o en 1ote. y el cultivo cnntlnuo. La principal
1dL£crencxa entre los dos es que el cultlvo continuo esta en. unn_
_estado estacionario tsteady—state}. esto es, que el crecimienﬁ 7
to ocurre auna velocidad constante.:asi como que las condicioi
;nes ambientules permnnecen constantea. mientrﬂs que en, ‘el cul--

tivo ‘en lote hay variacicn de 103 pnrﬁmetrns ant s mencinnados
160:61) .. o B

Lns caracherishicas dal cultivo continuo del cultiva en" loue
pnra la produceion de enzimas, se. encuentrun en la Tabla XI.

El crlterln predominante para 1a elcccion del tipo de culhivo
-aera e;_economico. el cual va a depender de la capaczﬂad de -

produceidn de enzimas en el Sistema a elegir,
3.4. Hipﬁrproduccién de Enzimas.

‘Cabe mencionar que con el Fin de aérecentar el rendimientﬁ en
la produccién de enzimas se ha recurrido a la hiperproducecidn
de enzimas a través de la genética tradicional (62), para la

6btenc16n de cepas dque no redquieran de inductores asi como =
que no sufran represién catabdlica (63). Por otra parte, la

ingenieria genética a través de las técnicas de.transferencia
y expresldn de clones ha hecho posible la . hiperproduccidn de

enzimas (64,65), siendo un ejemplo, la hiperproduccidn de la

renina Para ser usada en la industria guesera (66,67)

24



TADLA X

CARACTERISTICAS DE LA FERMENTACION SEMISOLIDA ¥ PE

LA FERMENTACION SUMERGIDA

CRITERIQ CUL*IVO CULTIVC
SUMERGIDO SEMISOLIDO

Coﬁocimientos fisialdgicos Mayor Menor
Conocimiento tecnoldgico Mayocr Menor
Mantenimiento de las condiciones
Gptimas ‘Posible Diffeil
Control de los parimetros . .. Sencillo Diffcil
Energia de mezclado y a_:ei-éacién'_;. ‘Mayor } Menor
Agua requerida " _';v”.‘ EMuqhgi; Poca
Generacidn de uguas‘raslﬁuéiéé' e Nula
Costa de Inversidn T Reducido
Enzimas Producidas’ -biiﬁidééf Caoncentradag

Adaptada de Oriol, E. 1985 (58)
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TABLA XIX

CARACTERISTICAS DEL CULTIVO CONTINUO ¥ DEL

CULTIVO ESTACIONARIO EN LA PRCDUCCION DE ENZIMAS

Velocidad de Crecimiento Variada Constante
Velocidad de Produceidn Varjada Constante
Campesicidén del Medio Variada Constante
Posibilidad de Represidn CatabGlica Mayor Menor
Posibilidad da Mutacidn Menor Mayar
Posibilidad de Contaminacion Fenor Mayor
Costo del Equipo Menor Mayor
Product ividad Maner bayer

lerbert, D. 1961, (60}
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CAPITULO IV
VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA INMOVILIZACION

DE ENZIMAS Y CELULAS
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4,1, Ventnjaalf DesQentaj&s de las Enzimas Inmovilizadas.

Hasta hace una decada, las enzimas han sido usadas.en forma
soluble en pracesos 'por 1ote, lo-que trae como conaecuencia'
gue al finallza: la fe:mentacion deseada 1a enzima activu —,-

quede como parte int'grnnte del medio de cultivo. Eate hecho

causa que la enz;ma sea’ un concaminante m&s a separar del prohf

ducto deseado a i’como’ que su p:oceao para recuperarla ¥y e-:

usarla aea tecnicament muy diffcil,lnsi cumo, costoso, - Asimis; f.

las reacciones enzlm&ticaa con enzlmas llbres 5010 pueden

ser llevadaa a cnbu en procesos por lote (“batch“). 10 que” __.f

presenta unu menor productividad que 1n obtenida en un pro:e-'

-1 continuo (GB)

Cabe mencionar que hay enzimas que no son de 1nteres para serrf

:ecuperadas. como son las proteasas usadas en detergenhes..fr””

las amilasas ¥y proteasas ugadas en 1a 1ndustr1a panificadora,mfz‘“

etc., ya que forman parte integrante del producto; sin‘emhar-F:
go, hay gran cantidad de enzimas que dnjcamente intervienen -;'
en la converaion y formacién del producto. como son La;—'-_--
' —galactosidasn, la papaina, etc., que si son de gran"interes
industrial para ser recuperadas y usadas,_debido a:su‘ﬂlevado_
¢osto de obtencién y recuperacidn. (21: Este hecho hé:impulsg
do a la.ingenieri; enzimitica a desarroliar métodos de inmovi
lizacidn con el fin de que la enzima Sca f&cilmente recupera-

da y reusada.



El términe enzima inmnvilizada" se define coma 1a enzima gque

tiene una localizaclién o confinamiento en cierta regiun del -

eapacio. con :eLencion de su actividad catnlitica ¥ que se ~-

u=a en forma . tepetida y conti'

=i estd adsorbida a un soporte insoluble de naturaleza urga—

nica o inorg&nlca o si estﬁ‘ahrnpado ° mic:oencapaulado en -

2}  Se pueden uSAr en process cdnﬁihdﬁ.

3) Los productos quedan l;b:es de las‘enz

4) La formacién del produCto es més conbrolada. :
5) Las propledades de las enzimas_puagap.s a teradas '

favorablemente {71)

6} Los pcoblemas del efluente pueden sur disminuidaa.. o

71 Pueden serviy de modelos pnra el eshudio de loa enla—
ces enzima-membransa. ) ’
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5in emba:go, hay ciertaé désvedtajas”que'presentan las enzi—
mas lnmavilizadas, que deben ser superadas para que su uao a

nivel 1ndustria1 se incremﬂnte cada’ d;a, ¥ son-f

1) Pueden 1imitar 1a transfe:encia de masa, 1o'qﬁé puédé
g o:asionar un rendimiento bnjo en 1a reaccion. l12}

'm c_oambienter
glacion correcta del proceso (73) y

2) . La exishencia de K diﬁiculta 1a regu-xﬁ-

3)  Puede’ haber u ecto sobre la clnetica
' - como la selectivldad de 1a’ enzimn

niiﬁﬁﬁ;ﬁé'aﬁi

' por la celula 1 medlo de cuitivo) y,

. as intracelulares ';
(:etenldas por la célula durante 1a incubacion). Con el fin
ldg utilizaﬁ_las enzlmns in::acelulapes. es necesurio_extrg-
crlés de laﬁ'células microbianas. Para eliminar la ﬁgcésidad
‘de extraer las enzimas de las células y utilizar sistemas -
multienzimicicos, se ha propuesto la inmovilizacién de 1;;'

‘eélulas. {75) Las células inmovilizadas pueden ser definidsa
por sustitucién del término "enzima" peor “"célula" en la defi
nicidén dada para enzimas inmovilizadas, esto es, las células
inmovilizadas son las c&lulas que tienen una 1ocalizaéién o

confinamicnco en cierta reyidn del espacio, con retencién de

30



sus actividades cataliticaa'y que s@ ﬁsan en forma repetida'y
continua (69). Las celulas inmovilizadaa pueden eatar en cre-
Cimiento. en forma latente. o mUErtas, pero la actividad enzi-

méhica es’ munteniqa en estado activo. (763

Chiba:n {77). apina que. las reacciones con celulas inmovilih.
'zadaa son ventajosas cuando: ' . -
1) ‘La enzima es intracelular.

2) _Las enzimas extraldas de. las celulas son ineatables
‘durante y después de la inmovilizncion.f

3 La célula no contlene enzimas que interfieren an el
Y proceao o gque puedan ser inactivadaa ] n&mwidhs pra-

iamente.;f

4) :Los sustratos y los produc_'

ﬁoﬂaéan'compuesbos de
eleuado peso molecular .

En éstos casos, aé;aiéuientes‘venhajas de

1as_cglulas 1nmo ilizagas:
. r,
2} . ¢

3
4

5 Puede ser: posible la aplicacion"

e reacciones ﬁQQgién—
zimaticas. (so) S

ar.



Sin embargo, hay algnnas deaventajns que presentan las . célu-

las inmov1lizada§, que tianan que ser superadas parsa poder -

ser usadas, 'y son:

'1},_:ﬂnas céluias contienen gran eantidad de enzimas que

-.,cntalxzan reacciones " deseadas (la mutacidp o el
'ﬁtratamlento de celula puede diaminnir los niveles
-de neuiuld'd_de 1ns enzimas no deseadaa]. (81}

‘2v- L pared celular y ‘la membrann celular de células

lntactas._generalmente previenen ‘1a permenclnn de.
108 sustratus. productns 2 atras: rea:clones de ~-
los campannntes nn y fnera de la'célula. 823

3} Desprendimientu de 1as celula de 1a.m triz aurnnte
1a farmentacisn. Estas’ celulas‘libzea comptten con -

las 1nmquilizadas y crecen‘
ductividad y ol rendimienc

lo que dismlnhye 1a” prb

la 1nmovﬁlizucion.
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CAPITULO V
CARACTERISTICAS DE LLOS SOPORTES INSOLURLES PARA
INMOVILIZAR ENZIMAS O CELULAS
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Cono se ha visto a lo largo de la presentacidn del trabajo, la potenciali
dad del uso de enzimas y células inmovilizadas presenta una nueva y fasci
nante tendencia on la biotecnologia. (85). El propdsito de este capitulo
serd discutir 1os criterios y estrategias mis importantes para la selec-
cidn del soporte a usar en la inmovilizacion,

5.1. Naturaleza del Soporte.

Los soportes utilizados para la inmovilizacidn de enzimas y -
células pueden estar divididos en dos grandes categorias: or-
ginicos e inorgdnicos. Auntue hay una gran cantidad de litera
tura que desea mostrar la superioridad de cada tipo (B6-92),
cominmente es aceptado que los soportes orginicos son mejores,
debido a gue proveen una gran variedad de grupos reactivos --
sobre sy superficie, como son grupos carboxilo, amino, hidre-
¥iles, etc. (93,94). Los soportes organicos, a su vez, pueden
ser divididos en soportes de polisaciridos, de proteinas y --
polimeros sintéticos, Dependiendo del tipo de subunidad, los
soportes de polisaciridos pueden ser subdivididos en celulosa
y sus derivados y dextran, mientras que los polimeros sinté-
Licos pueden ser divididos en polimeros de acrilamida, copo-

limeros de fenol y formaldéhido (resinas fendlicas) y copoli-

maros de estirenc y polimeros de poliestireno. En la Tabla -

XII se epcuentra la clasificacidn antes mencionada.

Los soportes iporgdnicos, que comprenden varios Gxidos y sus

combinados, exhiben una clevada termoestabilidad y buenas --

propiedades de flujo. En solucidn, su superficie se hidroliza
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¥y los grupes hidroxile formados pqeden':aacé{anar directa-
mente con qrupas-parboxllo o amino de la suéerficie de ia en -

zima o cé&lula (96)

5.2. Caracteristicas del saporbé.

El principal criterio que debe ser tomado eh:quenga'pnrg 1a
eleccidn del soporte es que £Ste no sea téxicd 3'1& célula

o a la enzima, para que &sta (enzima o celula) pueda segulr

desarrollando su funcidn normal. (97)"

Es absclutamente necesarlo que el soporte Bea cnpaz de rete- o

ner una elevada concentracion de enzxmas o, celulaa. La capa-

En 1a inmovilizacion de enzimas..ai es’muy elevado el po:cen

R A

'taja (!) de enzima por gramo: de snpurte

ecrece la nctividad

,por interncciones p:otexna-proteina: en'

ontraatc con esto, -

fun 1ncrementn de 1a concentraciun de celula de 108 por ml de

gel no causa decremento ‘de la’ achividad mlcrobiana {90)

Es-muy_convénlcnte, también, saber la carga exacta de la su-

perficie del soporte, asi como su 'composicién ¥ presencia -
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TABLA XII

CLASIFICACION DE SOPORTES PARA INMOVILIZACION

SOPORTES
ORGANICOS 1005
/]\m,_,nms
STN'\.LIIE PROTEINAS SIWE[ICCG
(xalu a bel gena  Acrilhmida Alumnina
carra em.na Resinas Zirconia
fenSlicas
m;ar Magnaesio
l Poli o5 de
poliestirenc Silica
Agarcsa vidtrio
Sephadex Ceramica
Ferranagndtica

Folot, F.B. 1981 (95)
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G2 grupos reactivos especificéa.'zstd pFoJee;E_IS ihEofmacién
pisica sobre el tipo de interaccidn y'de‘éniécé'que debe. esbe
rarse entre la enzima y el saporte; y la celula y el aoporte.
El soporte debe tener la capacidad de formar gran cantldad de
dichos’ en;acea. Con;untnmente con; lo-antes mencianado, los -
sopuortes deben ser esLables a rangos amplios de pH y tempera-

tura en el que el proceso se. desarrollara tloo)

Se desea la presencia de soébrﬁeé'Ebn:éfevddﬁ-éufﬁaidad, debi

do a gue aumentan la superficie’ de :etencion,{asi como 1a_- -

difusién del sustrato(s) ¥ producto(af a la enzima y ala- -

célula (101,102)

El soporte debe ser estable a elevadaa presionea y debe tene:
. forma y tamafic deflnido. EBtn hace que la operacion del reac-
tor sea mas facil, asI como que ayuda a obtener una elevada

velocidad de flujo del. sqstrato. (103)1.

ol

Es necesario que el 5oporte aea relativamenhe barano v de pre.f
Eercncia que pueda ser - nqeuuadn S;n embargo, este ultimo -
rcquisito no siempre es posible cumplirlo. La Tabln XIII - -
resume los ;actores.que intervienen en 1a eleccién del sopor-

a7 .



"5.3. Hedanismoslde'Inin;acéiﬁn éopdrhelkn;iﬁn3y Soporte—-C&lula -

reapgqsgblea de la

ma o celula 'y un grubo reactivo de la superficie del
{_soporce. ' : :

3) 'Formacion de enlace covalente parcial entre grupos
’ .amino o carboxilo de la superficie de la enzima o,
. célula y grupos hidroxilo (o silanol disociado) de
- la superficie del soporte como en el caso de vidrins
ly cer&micas.

4) ' Atrapamiento fisico, donde los poros del soporte son
7 merores al tamaiio de la enzima o célula, por lo que
la célula o la enzima queda dentro del pollmero Yy -
donde los nutrientes pueden entrar y los productos
salir. :

5) Formacidn de enlace covalente entre grupos reactivos .
de la superficie de la enzima a celula y eapecialmen ”
' te grupos muy reactivos de 1a superficie ‘del soporte.‘

En este filtimo caso, los grupos del soporte son actlvndoa pbr

medic de agentes acoplantas. por ejemplo. 105 grupos carboxilo;i

pueden ser convertidos a esteres. los cuales pueden reaccionar
directamente con’ grupos amlno, formandose de esta manera un‘h—

enlace de amxdn.
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vilizadas,
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TABLA XIII

PACTORES QUE INTERVIENEN EH LA ELECCION DEL SbPORTB

A. Pactores que sfectan la capacidad ag-éhiéée:
1) Densidad ae la auperfiCie.de.losgsi?ioa defuniﬁn.
2) Porosidad. . : e .__
3) pDistribucién de las cargas elect:oaté:icas."

4) Balance de los grupos hidrofilicos a’ hidrofﬁbicoa.

B, Factores gue afectan la expreslén ﬁé
tica por los enlaces enzlm&ticos ‘

JEEEQJiﬂad,éhzimé-
1) Tamaiio de la partiCUla enzimaticu a inmovilzzar.

2) Forma y esttuctura del supppte.‘

3) Distribucién de 1a carga.

4) Resigtencia en la difusién del sustrato y del prnducto. .

5) Distribuciun del flujo del reactor.

C. Dtros factq:eé:
1) Regenefaéién.del‘Eaporﬁe.
-ij'éucilldéd-de_gtréﬁhmiento de la enzima,
J)lgutabliidﬁd:délobgrﬁcian.
4} Inercte quimicamente.

5) Costo

vieth, W.R. et al, 1974 (103)
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CAPITULO VI
METODOS DE INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Y CELULAS
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6.1l. Métodos de Inmovilizacidén de Enzimas.

Cuando se pretende apiicar un método de inmovilizacién,, es
ae vital importancia mantener la actividad catalitkcd de.la
enzima, que depende de una COnformacion espec!fica Y. de- la

interaccidn del centro activo. Por 1n tanto, ‘asg necesario -

mantener la estructura nativa 10 més posihle. a:I como evi-

tar que los grupos funcionales’ del cennro activo reacciunehx

durante 21 procesc de anovilizacion
Todo método de 1nmovilizacion debe Ilevarse cabo bajo con=
a izacién -

de la enzima. debido a que la ‘estructura nercia:ia de la en—

! os p:ntea de hi-
drégeno, los hidrofobicos‘y -] ..f, onicos. ‘Hay algunaa

excepciones a estas restricciones, ya que algunas proteinas

pueden seor :enaturalizadas al cambinr lﬂs condiciones de la

selucidn, pero si 1as

ndlciones son muy drasticas, puede

ocasionarse la oxldacion de los grupos Bulthdrllos. lo que

causa una’ desnaturalizacion 1rreversih1e.

con 105'fundaméntoa'ahéea_mencionadoa, la intencidn de este
capitule no'es_proﬁeer una extensiva bibliogratia de métodos, .
de los cuales axisten amplias revisiones (104-106})}, sino - =
resaltar las ventajas y desventajas de los diferentes métodos.
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Antes de comenzar a_diséutir las técnicas de inmovilizacidn,
es ngcesafio p;ﬁceder a establecer un esquema de los diferen

‘tes métodos. Fig. 1.7

Ao inmoﬁ;l;idq;én_ aq'qdaorciﬁn.

El.téfmihu adﬁorcféﬁ puede definlr camo la adhesion de la

_'proteina a-la supe ficie e un soporte que no hiene la. capa-

cidud para‘forma: ‘81 enlac"covalente. EL anlace ° enlaces'-

1) Es un metudo simple.

2) Puede ser aplicado a una gran varlnd d de aoportes,i
orgEnLcos e inorganicos (901111) ‘En’ 1. Tabla iRV se-
encuentran algunos ejemplos da’soportes’ orginicos e

inorgdnivos.

) Loz soportes. pueden aer modificadcs para aumentar la
adsoreién con el acoplamionta’
fosfato de pir;doiaiftliz

'de cufactorea como‘ el

43



13

| RETENCION F1SICA

m?v?m Tl B
Ionica Covalente Entrecry Fibras Esfe;'as Encap= Reactor
6 zamiento sulacién da
Adsorcion puro Membrana
@ | 0| | @) SN B
O,
%= é—o @?;g 1o

FIG. 1 Principales tipos de brocatalizadores inmovilizados

S = Soporte

B = Biocatalizador (enzima & célula)




TABLA XIV

PACTORES QUE AFECTAN LA ADSORCION

1. Cargas de la superficie de la pfotéina-o

é. Area del soporte '

3. Difimetro del poro del sopofte ; o

4. Peso molecular y dimenéiones:Qe'lénpfbteina
5. Sistema de solventes. : BN .
6. pH

T Temparaﬁura:

Baum, et al. 1875 {110) .. =i.=0 . - o o
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TABLA XV

ALGUNOS SOPORTES PARA LA INMOVILIZACION bOR ADSORCION

ALUMINA CM-SEPHADEX
AMBERLITA CG/S0 COLAGEND
BENTONITA DEAE-CELULOSA
GELES DE FOSFATO DE Ca DEAE-SEPHADEX
CARBON ' VIDRIO
CM-CELULOSA SILICA GEL

Adaptada de Anamicher, et al, 1980 (90) y

Arinbasarova, A. et al., 1982 (111)



4) 'Una3ventajn delibrodésb:‘e'adaorcion raspecto al meto—

5)

'tac-nlaaa debido

-enlaces quim;co'
6) ' ' :
.?,

fébicas, los puentes d

tamiento coh'agenfe

dehido. La combinacion d estos ‘dos ﬁioéeébs; adsoreida y en-

trecruzamiento, conduce 15765£edc15ﬁ-&é'una.p:eparaciﬁn en-

zimdtica lnmuvili adavq'- stable por formacidn de enlaces
covnlentea. El glutaraldehido es el agente particularmente --
uaado. dabido a que e= de baju costo y gran disponibilidad

(113) T
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hunque el pracesa de adsorcion nn es del. todu Eavornble y se

puede considerar cnmu una tecnica muy facil de apllcar.,de -

pruferenuia deb'

ea:ar-referido a sistemas de enzlma—soporte,

: donde el pu 6pt1mo_de ndsorcionreate cerca'del pﬂ en el que

'se va a usar la'enzima Ln'adicién de un proceso de entrecru

'zam;enLo puede‘ Aestabilizaclon del slstema enzima-”-

soportE. (114)

B..Iﬁmodiiiziciéﬁ por enlace covale te.
Las enzlmns, en vlrtud de que Bat&n compuestaa por cadenas de
aminoacidos, tlenen una Berie de grupos disponxbles para el -~
enlace covnlente (Tabln xvx). La inmovilizacidn por este pro-
cesp puede ser clnsificada an 3 métodos: método diazo, método
peptidico y mitodo de alguilacién. {107)

al-Método_ﬁiazo
Se basa en la unién de las proteinas de la.enzima con
el adpoi;e a't;ayés de grupos diazo. Los soportes que
-contienen'ﬁrﬁpés #mino-arom&tlcos se diazonan con —

acxdu nihroso y 52 reutivn el derivado dxazo de la --

_aiguiente ﬁnrma: (115)
NaN03/"C1

R-.Y—N:liz_ - (n Y-—N = nhcL Epzim --a- y-N=N-enzima

R-Y: Sopozte
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" b) . mat

Los grupos funcionales de la enzima que participan

son: Grupos umino libres rupo imidazol de 1a

histiuina y el grupo fenollco‘de'la niroainn."

'-;eniSEejpeptIdico

2) se pﬁeden Ilegar, a usal rencEivon de condenaa-

cion. con ln carboiimida y el reactivo de - ==

. WDndwurd. para enzimas y sopcrhes que contengan
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TABLA XVI

RESIDUOS REACTIVOS Y PROTEINAS

R = NH, . GRUPO AMINO DE LISINA Y NITROGENO TERMI-
NAL DE GRUPOS AMING. .

R — 51 GRUPO SULFHIDRILO DE LA CISTEINA.

R ~— COOH

GRUFO CARBOXILO DEL ASPARTATO ¥ GLUTAMA-
TO, ASI COMO GRUPOS CARBOXILO TERMINALES.

R ou GRUBQ FENOLICO DE TIROSINA.

l‘ fll{

R -——N —C GRUPO GUANIDINO DE ARGININA.

N \N"z

R --'|1==-—1 GRUPO IMIDAZCL DE HISTIDINR-.
Nvﬂ : .

R ~—8§ —5

GRUPO DISULFURO DE CISTEINA.

GRUPO INDOL DE TRIPTOFANO. -

CIIJ

—s—R GRUPO TIOETER. DE METIONINA.

R —cu,on ' GRUPO MIDROXILO DE. SERINA ¥ TREONINA.

R: radical .
Srere, P.A. et al, 1976 (94)
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TADLA XKVIT

REACCIONES DE LOS METODOS POR ENLACE PEPTIDICO

a) Derivado de Azida:

R
Ha NO5/HCL
R- CICH — . - cren,  EmEima Ll
2 2 3
CC(%M!Z 3 ool - enzima
b) Resina de Carboxicloruro:
R - OO ————24 R - cocl DIEMR, R - coNH - enzima
fesina de Resina de
acido car carboxi-
boxilico, cloruro.

) berivado de Anhidrido Maléico:

'B.-CH ‘Ti—TH-cuz-cnz-ﬁmTi Iz
R- CH, -CH -
T P
{CH
CY) + enzima Emzﬁ_'___.g_gmjz ‘
n (CHZJB enzima
i 231

T

| "ffu;
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d) Derivado de Isocianato:

oocl )
R, —~—24 R-noo REXRRy ponpiooNH ~ enzimas

e} Polisacdridos activados con CNEr :

20 mz
/OH B = {m = R<ou
R\CH ' at

— ~
* R::Z/C N

N R - e .
P/\/o/c-hm enzima ~—~— I<o/c N ~enzima

£) Darivados de carbonato de celulosa:

o o
R +clcocH, —+RT NC=0 v
o3 o

celulosa etilcloro-
formato.

O
. n/ ., = - B
0\ \o/c N - enzima
e
B\ € = 0 + enzima ~—+ OO0~ enzima
R
\O!!
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g) Reactivos de condensacidn:

R
)
I £
¢ I Hyh-enzima
R=COOH +I =—=- R - COO - (I]: ————— R-CONH-enzima + -
sagorte :C carbainida N R-NH-C-NHR
N |
\
R

h) Enlace Tiomida:

ReNH, tlosfodeno, p o neg S0ELDA,p-t coMit- enzima

Chibata, 1978. (120}
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grupna amino -] carboxi libres. En la Tabla XVII
sec presentan 1as reacciOnes de los métodos por

enlace_peptxdico.

c) . MEtodo de Alquilacion.—.Jf.;“- ) )
. Se basa en la nlqu;lacion de grupos amino, grupoa
Eenolicos o grupas sulfh;drilo de ‘una enzima con‘-

.grupos renctivos del soporte tal como el haluro."

Brcﬂzcoaz en -’ : : -
Celulosa-ou -----------—------* celuloaa-OCOCHznr
BtCHZCOOH/dioxano :

enzima, celulosa-0COCH,-enzima,’

4

Las caracteristicas gue presenta el enlace covalente son:

1) Los diferentes métodos causan alteracicnes en la estruc
tura conformacicnal y en el centro activo de 1la enzima,
1o gue resulta en una disminucién de la actividad v/o -
cambios en la especificidad al sustrata. {113)

2)

.5in embargo, este tipo de enlace es mis fuerte, lo que
evita que la enzima no se desprenda aQin en la presencia

de sustratos o soluciones de elevada Eqérza_iénicg(l?l)
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3

Su éreparaciﬁﬁ'es ﬁas'complicada; io'qﬁe puede traer

. COmG. consecuencia que 1a enzima puedn desnaturallzarse

durunte la. inmoviliz

Deade el punho de-vista econdmico es un metodo caro de

culas da enzimas por'madlo'd"’agentea bi-'-multifuncionales.

el agente hio-mulhifunclcnal

‘5e puede 11euar a cabo tambian entru la enzima. el soporte ¥

La ipmovilizacifn de enzimas por eate metodo tiene las slguisn

tes caracterfsticas: (105 107 123)

1

2)

Es un proceso demasiadofdificilﬂdg Ebﬁtrélqt para:obte-
ner productos de determinado tamnﬁo"dé'sgrégac;én y pro

piedades mecdnicas. -

Se uss generalmente en la fijacldn de las enzimas a
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TABLA XVIII

SOPORTES POLIMERICOS POR LA INMOVILIZACION POR

ENLACE COVALENTE

Celulosa

Sephadex

Dextrin

Coligena

Copolimero de acrilamida y Vidrio Poroso

dcido acrilice madificado

Copolimere de anhidrido
maléico y butanodiol '

dirinil- dter.

Poliamidas .~

s

Adaptada de Messing, .A. 1978 (122)
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cristaleé'y a égrééados méc:omuleculares similares, de

estructura bien deflinida.

3) . El enlave que se¢ forma entre el agente y la proteina
puede llegar a alterar la estructura de la enzima, --

cambiando su reactividad,

41 En algunos cascs, llega a reaccionar ol agente_con;-

grupes pertenecientes al sltio active de 1la enzimd.

lo que disminuye la actividad.

5) Es un proceso caroc y no hay pbsibiiidﬁﬂ_de_ﬁé#r;dé =

nuevo el soporte.

6) Como ya se menciond, se puede usar este ﬁégodo de
entrecruzamiento junto con el de adsorcidn para’-
fortalecer la adhesidn de la Enzima.al-séporté.'

7) Los agentes usados es5tdn en la Tabla XIX f

D, Immovilizoecidn por Atrapamiento

Como los procesos de adsorcidn, los procesos de atrapamiento son -
relativamente simples. La técnica se basa en la oclusisn de la

cnzima dentro de la red estructural de la matri; de un polimero
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TABLA XIX
ALGUNOS AGENTES BI-O-MULTIFUNCIONALES PARA LA INMOVILIZACION

POR ENTRECRUZIAMIENTO

Glutaraldehido Diisocianato de Hexametileno

Tolueno 2,4 Disocianato 1,6 Bls Yodoacetamida Hexanc

Etil Cloro-formato 1,4 Bis Yodoacetamida Butano

bimetil Adipimidato 1,5-Diflucro-2,4,binitrobenzeno

Adaptada de Mosbach, K. 1976 (105} y
Chibata, I. 1978 (107}
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y es
dos e

ticgs

efectuada mezclando la enzlma con. 105 monumeros apropia-

1nicinndo 1a reacaién de polimerizacién. Las caracteris-

que preaentu BOI’\: |

“._Tiene 1a ventajn que 1a enzima no partlcipa directamente

';de la Iormacxén de la estructura. lo que hace que aparen

',temente_no plerda actividad. .

'Sin embargo, la actividad enzimdtica puede daflarse du-

;ante_el'proceso de la reaccién de atrapamiento, o cuan

do las interacciones del polimerc causen desnaturaliza-

‘eibn.

‘Los materiales que pueden ser usados sont poliacrilamida,

polivinilpirrolidona, almidé&n, resinas de silicdn, capa-

carragenina, colfigena, alginatos y resinas epdxidas.

Las técnicas de oclusion esnﬁn lzmlnadas por el ‘hecho de

que Bdl0 ‘Be pueden u:ilizﬂr cuando el sustrato tiene un

pedo. molegular bujo, para’queueste

través de,;gz

La :eslstencia difusional acion‘del suatrato 3

perturba la cinetica de la. actividad enzimatica. (129]
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6.~ otra desventaja de la formacidn del gel es que_se'requig'

re de granurarlo coen el f£in de obtener una forma fisica

adecuada de la enzima atrapada.
E. Inmovilizacidn por Microencapsulacidn,.

Este método se lleva a cabo cuando las enzimas son envueltas

en clerto tipo de membranas semipermeables.

Son caracteristicas de estec método las siguientes (105.107)3:.

Lam Las enzimas no pueden salir de la membrana; sin embargo,
los sustratos externos pueden atravesar la membrana libre .
mente para ser aprovechadas o metabolizadas péf'las acgti-
vidades enzimiticas correspondientes.

2.- La membrana semipermeable separa'a'la enzima”dei-hhbieﬁ-'
te extracelular para evitar perdida de 1a enzima © pa:a
evitar contacto externc con laa macromoleculas.

3.~ Se establece un equilibrio entre la cnntidad de sustra-

4,-

La concentracion ‘de 1a enzima den ru d' ‘1a capaula va ‘a

depander de la solubilidad del sistema a 1nmoviliznr.
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Como se ha visto a 10 1argo de la preaentacinn de los metadns:m
de 1nmovilizaci&n de enzimas, cada uno da ellos presenta ven-_
tajas ¥ desventajaa con respecto ‘a. 105 otroa, 1o que hace que

la eleccion dependa de 1a aplicaciun que 1] le vaya a dar a -

‘1a enzima anoviliznda. En la Tabla XIxu se- presentu una compa

raciqn de’ los-diferentes métodos de inmovilizacidn (103).

?or‘ejémpld;llas aplicaciones a gran escala requieren un so-
_'pérﬁe disponible y un procedimiento de inmovilizacidn simple
.y_Baran. Se requiere obtener tamblén enzimas inmovilizadas

con estabhilidad fisica y con propiedades mecinicas deseables.

F. Efectos de la Inmovilizacidn.

A continuacién se mencionan las consecuencias de los mé&todos

de inmovilizacidn:

l.- La actividaad enzimitica.ﬁsualmen:e se plerde durante la
inmovilizacién, tanto por desnaturalizacidén de la enzi-
ma como por la oclusion que se da a 105 sitios activos

. de la enzlma' ‘ . '

En el caso del'metodo de adsorcion ho. se. causa desnatu-_

jralizaciﬁn-d 'a enzlma.

51n embnrgo, la ausencia de -—

- enlacas mds i

rtea es una des ennaja.'(13l)
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TABLA XIX a

COMPARACION DE LAS DIFERENTES TECNICAS DE INMOVILIZACION

CARACTERISTICA ADSORCION ATRADMAIENTO m ENTRECRUZAMIENTO
PREPARACION SIMPLE DIFICIL DIFICIL DIFICIL
FUERZA DEL ENLACE DEBIL DEBIL FUERTE FUERTE
ACTIVIDAD FNZIMATICA BAJA® BAJA .ALTJ\ BAJA
REGENCRACION DEL SOPORTE POSIBLE IMFOSIBLE IMPOSIBLE IMPOSIBLE
COSTO DE INMOVILIZACION BAJC MCDERADO ALTO MODERADG

s1 NO NO

APLICACION GENERAL A DIFERENTES ENZIMAS SI

Vieth, W.R. 1974. (103}

* En el caso de enlace idnico con resinas como DEAE-Celulosa existen datos con .

elevadas actividades enzimaticas.



El sopo:te puede afectar a: 1a enzima en virtud de su

nidrufobicidad, poroaidad. carga y forma (95}

4.~

'ﬁqgg-fiiii;
5.-
6.~ "Hay modificacion del pH optimo de 1a enzima, debldo al. -~
) _;mic:oambiente que se - forma alrededor de la enzimatle]
1.-

rar profundamente las propiedades de la enzima. {135)

6.2. Inmovilizacién de Células

Para las células, también existen articulos de.revisidn muy
ampiios (136-140); por lo gque en esta parte del c;pitulc'--
inicamente hara hincaﬁié en los puntos mis importantes de

cada unc de los métodos emplaados.

. n.'inﬁovilizhglén pp:'hdsdrciﬁn:z

‘La adaorcién, como ya se ha mencionado, es on principio’ un

_-prcgeso reveruible Y harato. Las células son enlazadas por

63
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medio de vurios puntos, 10 que hace que quede mas fuertemente
unzda al aoporte. Esto repercute en un proceso de adgorclch =
mas eficiente. pe:o a la vez a-un: proceao mﬁs dlficultasc de -

desorcion. Méa aun, la interaccion entre una ecédlula y la su-

'perticie aélida e' un proceao completo. De estudios realiza-

qos con celulas de mamI.erca es aabido que las celulas sa - -

adhieren a; la supe:ficie.d-lforma reversible durante un - - =

'perIDdo corto de tiempo‘;pero esta reversibllidad es perdida

con el tranacura del .i mpo La interaccién primaria entre
1la celula y 1a luperficie solida debe de: alguna forma induclir

a una 1nheracci6n secundaria'irreversible (141). E1 proceso

de. adsorcion puede serxestud ado con respecno a‘'las prop;eda

des del soporte o de las celull rLos factores 1mportantes -

'ropi dades de las celulas son:

cuando ae disl:uten ia 1& com

“iindinteraceidn Sptima.

-sarias parn obtene
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La adhesién celular generalmente se 1;éva a cabo por el sim-
kple bombeo de una sﬁspensién ceclular a través del lecho del'
adsorbente (1451. Debido a las leves condicinnes usadas, - f“.
pueden ser abLenidas con facilidad preparaciones da celulas
viables. Una desventaja con la adsorcion es el riesgo de 1a
desorcion. Bsto ultimo, puede ser retomado con una ventaja

si se requiere de cambiar la preparacion celular cuando su"

'actlvldad haya decllnndo y. por ln tanto{

la matriz puede -

Tabla‘xx se dan-algunos deJlas micro

n°este caso, Se con’



Dentro de los métodos mns comunmente usados esta.

2}

él_dalér.

covalentes,_lo"ue

bade gque los monﬁmeébs; asi como 1ns‘condicio cs_'

de polimerizucion {173) pueden llegar a ser toxi-

cos para la celula, se ha estudiado a pnslbili—}f-
dad de llevar a cabu una prepnllmetizacion antes'
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CELULAS INMOVILIZADAS POR EL METODO

TABLA XX

DE ADSORCION

SOPORTE CELULA PRODUCTO DE LA REACCION HEF.
Regina de ipntercambio anidnico Saccharomyces cerevisae Etanol 146
Astillas de madera Saccharomycas cerevisae Etanol 146
Cerimica Aocetobacter Acido Acético 146
Antracita Pseudamonas sp.’ Dogradacién de fenol 146
Carbdn activado CQultivo mixto. Tratamiento de aqua residual 146
Fibra de vidrio Zymanonas mobilis Etanol 146
Vidrio poreso controlado Cultivo mixto Metano 146
Vidrio poroso Saccharomyces cerevisiae Etanol 146
Vidric Aspergillus niger Acido citrico 147
vidrio Fusarium moniliforme Acido giberilico 148
Cerdmica hrthrobacter globiformis Esteroides 149
Resina de intercambio idnico Saccharamyces cerevisae Etanol 150




de afiadir a las células. Esne metodn hn hechc en el caso

de Saccharomyces cerevislae que retenga au actividad qli
eolitica {151) ‘

3.~ Progentan vencdjas'bbeféc o

dent o-de 1a mut:iz
llegan a cambiar laﬁéstgﬁi

ecﬁnica dal po]imero
1174} T '

Puedat’ llegnr a preaentar prablemas de iimitacion da

5.~

difusiun [1?5)

6.- E1 rendimiento de la activ;dad enzimética es- modarado:

. 5@ haﬂ abtonido vulares

lrededor de un - SGI de’. achivi—
. dad {176) :

7.- Pue&édlbg;__ ovilizadas células -en estp&bfviabie_(l??l

b) Atfépémiéntn:én“?olimetas'Hatuf#]éé;

1. Cbl&génaj_”__J

.

LuIGGISgenn es la principal constlituyente de cartilagos
Yy de otros  tejidos . conectivos, Puade ser " solu-

&8



atrapndns_can_gstg‘materiul.

b;lizada a hajo pH y rep:ecipihada a elevado pH (178). En .

la Tabln xxzz se muestran algunos:ej“

plns da nrganismoa-

Polimero§ déi¢irh"h;d

Agar ¥ aqarasa.— Estas sustancias han,siﬂo comunmente usn-

fdns en: inmunaelect:cfo'esia gara ¥y atra-‘
-‘:ipamiento de; nnticuerpas._uno de los prohlei

mas que. han p:esentado ea que la tempeta-
_turn de qelatinizucian es muy elevadn, 1o

- cual puede afectnr a-la celula. La Tnbln

AXIII . da algunos ajemplos de nrganismos -

ahrapadoe por aste métedo. .

Capa- Carrageninn-— Este es un heterupolisacirido que con-
tiene uniﬂades estructurales de sulfato
de B-D~galactosa ¥y 3,6-aphiarq L—D-galag
tosa. Este polimero es soluble éh.égﬁa "

S temperaturas entre los 40 ¢ 60°C ¥ la'“.
gelatinizacién acurta al enfriatse B =~-

temperatura ambiente, (194!
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CELULAS INMOVILIZADAS ":DN DERIVADOS DE ACRILAMIDA

TABLA XXI

MICROORGANISMO PRODUCTO DB REF.
LA REACCION

Arthrobacter globiformis Prednisolona 155
Achramobacter aceris 1ADP 162
Achransbacter butyri Glucosa-6-fosfato 165
Bacillus sp. Bacitracina 171
Brovibacterium amnoniagenes CH 164
Brevibacterium ammoniagenes HADP 163
Escherichia coli Glutation 159
Escherichia cold L-triptofano 167
Kluyvira citrophila Ampicilina 166
Mycobacterium phlei Esteroides 153
Penicillium chrysogenum Penicilina G 169
Pseudanonas putida L-citrulina 158 -
Pseudomonas testosteroni Esteroide 7?170 -
Saccharamyces cerevisiae Etanol 151,

‘154~
Saccharomyces cerevisiac Glutation 156,

- 168,

- 160 :
Saccharomyced cerevisiae HALH 157 _'
Streptomyces sp. Tilesin 152
Streptomyces phasochromogones Fructosa ’ .1l61
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ETEMLOS DE CELULAS TNMOVILIZADAS EN OOLAGENA

TAHLSN XXIT

MICROORGANTSMO

PROOUCTO DE LA REMNCION

REF.

Nocetobacter sp.

hspergillus niger
Corynebacterium libium

Corynebacterium simplex

" Klebsiella pneunomoe

Serrdtia marcescens
Streptomyces griseys
Erwinia herbicola

Brevibacterium flavuum

Acido acético

Acido cltrico

Acido glutimico
Prednisolona

fronio

Acido 2—cetogluctnico
Candicidina
L~tirosina

L~glutamato

175
179
179
179
179
179‘
179
180
181
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TARLA XXITI

CELULAS INMWILIZADAS EN AGAR Y AGAROGA

ORGANISMO

PRODUCTO POLIMERO REF.
PE LA REACCION

thizopus stolonifer Progesterona Agar 182
Propionibacterium sp. Vitamina 8, Fear 183 -
Corynebacterium sp. Esterolde rgar 184
Catherantus roseus Ajmalicina hgarosa 185
BDaucus carola Ajmalicina Mgarosa 185
Datura innoxia Ajmalicina Marosa 185
Zymomonas mobilis Etanol Agar 186
Saccharcmyces beijomis Etanol Mgar 186
Strepramyees sp. Tilesina Agar 152
Streptamyces tindae Nikemicina Fear 153
Anabaena cylindrica "y y NH:! Igar 187
Anabaena sp. H, Agar 188
Phizopus nigricans Progesterona Agar 189
Methanogenic bactena Matana Mar 190
Arthrobacter globiformis Esteroides Mgar 149
Cathoranthus roseus Ajmalicina Agarosa 191

K



Se pueden preparar 155 siguientes formas: . bloques, canas ¥ nenb:anas.no
5010 un cambio de temperatura, pero tamhien el COntacto con

innes monovalentes como el K+, Rb+, CB+ ¥ NH4+ conducen a’ la

gelatinizacidn. (195}

Se han reportado mejores

on oliacrilamida.

znu;on con capa—carragerlnn que

(204)
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S Debido a que 1a eatabilidad mec&nica es: baja. se hau

propuesho metodos para hace: a las“ rticulas mas ——

masa, ‘se ha PrO

fﬁﬁrdpaﬁientb}cén}aﬁk;n metodo esté considerado
7 R . ;como una‘gelatinizacian iong .
'ttop;ca. que‘se‘lleva a cabo
" por entrecfuiaﬁiénto'iéﬁicn

:de cadenas polionlcas con -

. iones multivalentes.'

El método mﬁs popular es el entrecruzamiento'del alginato

con iones de calcio (207). En ln Tabla xxv. eupresentan -

_algunos de los organiamoa atrapadas pur este metodo.,_l'
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TABLA XXIV

CELULAS XIRAPADAS EM CARRAGENINA

CRGANISMO

PRODUCTO DE LA REACCION REF.
Brevibacterium flawvaum Ac. L-milico 192
Candida tropicalis Acidos dccanélccl:s 193
Escherichia coll L~alanina 194
Pscudcmonas dacunhae L—alanina 194
Zyromonas mobilis Etanol 185
Saccharamyces bayanus Etancl 195
Saccharamyces cerevisiae Glicerol 196
Pseudamonas dacunhac L-alanino 197
Brevibacterium flavum - L-melato 198
Penicillium urticase Patulina 199
Coryhcbacterium dismitans Alanina 200




Las careéteriat;cps de este métoda sont.-

'Se_ﬁary;ﬁgé_q@

.enzlméﬁi;aé:f

oncentraeién’de’2% de
aiginatorséibpt;eh :

adas actividades -~ .
(224) '

partIculas es' -

buepa, - e&pﬁcinlmente En la columnas empacndas b4

de lecho fluidizado [227)

El método esté 1'1'm1'ki~.arao' por ‘la inestabilidad del
polimero al eatar en cnntacto ‘con complejos anid
nicqs, como es fosfa:o, ¢citrato, etc., EBtoe ha --
causado que se ﬁesa;rollen métodos de estﬁbilizg

cidn covalente pafa alginatos. (228)
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Se ha podiﬂo detarminar que en algunos casos elrr
atrapamiento con alginato es m&s Eavorable q“E,.,;'f5

con capa- carragenlna, ya que este ulclmo puede'

causar 1nactivac16n de lu actividnd enzimStlca,:“”"

dekido a la temparatura a la cua

atrapamiento (229}

élulas vla

res, ya que no hay riesgo ‘da toxlecidad y las condicxones de -

uso d&o polimeros quimlcoa, cabe suponer ‘gue habra un

decrecimxento cn 1a activldad enzim&tica, asi como’ en



el nimero de células viables. (231) ~

El uso de monomeros, como glnteraldehidn.'como precur

sores de la inmovllizacion por polimerl'acion'

puede'

ser mas Loxico que el uao de ol1gomerns y polImeros._f.

Tya que puede haber permaabilidad del mondmerc hacia"

el interlot de’ la celula (232)

.‘y 1a celula (234!

‘Flnalmente, huy modlﬁicauion del pH 6ptimo de 1a

celulap debido ‘a que se Eorma un microumbienee (235)
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‘ESTA TESIS KO DEBE
SALIR DE LA BIBLISTECA

TARLA XXV

CELULAS ATRAPADNAS FN ALGINATO

ORGANISMD PROCUCTO DE LA REACCION REF.
Bhizopus swolonifer Progesterona 182
Gluconobacter oxydans . glucdnico 208
Anabaena ATCC 27893 Aronio 207
Closkridium acetcbutylicum foetona y Dutanol 209
Hansenula polymorpha Formaldhehido 210
Gluconabacter oxydans Dihidroxiacetona 211
Pseudomenas denitrificans N2 214
Saccharanyces cerevisiac Etanol 212
Daucus carota Periplogenina 213
porcardia rhodocrous Esteroides 215
Saccharanyces cerevisiac Etancl 216
Candida tropicalis Degradacion 158
Metharosaruna barberi Metano 217
Clpstridium beiljerenchkii Solventes 218
Providencia sp. PCHM 1298 —cetodcidas 219
Zymomonns mobillis Eeanol : 220
Clostridiun acetobutylicum Acetona y Butanol . .-221_
Kluyveranyces fragilis Etanol 222
Lactobacillus delbrueckii oo L-léctico’ '

19



CAPITULO VIX
EFACTORES QUE DETERMINAN LA ELECCION DE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA A INMOVILIZAR COMO ENZIMA O CELULA

B0



Camo ya s¢ mencions, en capItulcs‘anteridres; existen enzimnsi
intraceclulares y extracelulares. si se trata de una Enzima ex-:
tracelular, las posibilidades de uso del catalizador son dos- f -

enzima libre & enzima 1nmovilizada. En al caao de una enzima ;?

intracelular son tref: enzima libre. enzima inmovillzada y - - T'

célula inmovilizada.

En el caso de una enzima que forma parte integrante del produc
to, como son las amilasas del pan. las proteasas de los dete:-
gentes, etc.,no se pretende inmavllizarlos. sin embqrga. cuando_
hay interés de reuso de la ac?iyld&d enzimitica y méa.Sﬁﬁ.dé -
Que Se usen en procescs continuos, en reﬁctores ¢ue contengah
una elevada concentracidn catalitica, si se desea inmovilizar

las. (77}

Debido 2 que como se discutio en el Capltulo v, laa enz;mas
inmovxllzadas (exhzacelulares & 1ntrace1u;ares) presentan —--
mayores ventajas sobre las'enhihéé-iibres. pafa ia actividad
enzimitica extracelular solo cabe 1a posibilxdad de inmovili
zarla como enzima. En el caso de las enzimas intracelulares.
lo que determinard la naturaleza du la actividnd enzimitica

a inmovilizar seré--

1} Tipo de Reabgléﬁz'

8i 'la reaccidn csﬂmﬁndeﬁélmétlca existe la posibilidad’

B1



2)

'vilxzadas han demos rad mayor

‘Naturaleza del .Sustrato.’

de ‘que. sea 11evada '_1 bo’ ':" f B -

.-nuir eliminar.las reaccionas na’ deseadas-que puedan

’ _Si'la'réacciéﬁ‘és ﬁdlhlenzihééica;'se descnrta 'la po-

sihilidad del uso de 1a activldad enzimﬁtica como en-
zima, ya qua serIa un proceso muy caro la obtencion '
Y la 1nmovilizacion adecuada para cada una de las en-_
zimas, junto cun sus correspondientes coEactores, que
toman parte en la reaccién. ‘asi camo 1a complejldad -:.
del mapejo“dgl ;istema.qqran:e eJ_prapesq._(ZB?i e

Debido a esto.'la prodUCGion de

esteroldas y hormonas-'

sulo es 1levada a cabo'pof cclulas Las celulaa lnmo-i.

uentajas} Bobre las a

celulas libres. siuna elevada productlvxdad,,--

etc, 4

Si se usan sustrates de elevado ‘pesc molecular, s5lo

cabe 1la pddibilidad de la actividad enzimitica como

82



s

3]

4)

" dades- que el preseut a

. Pureza. ..

enzima, ya que estos no. podrian permear 1a parcd
celu;ar de las’ celulus lo que acaslonaria bajos ren-

Si s“

dimientoa. uaan sust'atoa,de bajo peso molecu-

cmo “enz ma inmovilizada(238)

celulares delprendidos durante el pr

aparecer como cnntaminantes dal producto final [239!n'

Establilidad.

51 la enzlma intracelular pLErde estabilidad duranhe
la extraccion. purifxcaclon y posterior inmoviliza—
cidn, convendréd’ inmovilizarla como celula y no qqmo

enzima { 77 )
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51 Ditusién. o ‘j:...-f{
Existe.ﬁna iiﬁifaﬁiﬁn‘énii; difuaiéh ae 165 suét:atos:
y de lds pfoductos qﬁapdd se usa una actividad enzimi -
;iqa inmééiiiinaﬁ. siﬁ ehbﬁ?gp} esta Iiﬁitacién e --
aéentﬁainoﬁaplemente en el caso de las células, ya --
jque édém&s se presentan los efectos de permeacidn a -

‘través de la pared y membrana celular., (240}
6) Costa.

La actiuiaad enzimitica inmevilizada como e¢&lula, es
més barata gque como enzima, ya que desaparééen las =
procesos de extraccidn y purificacién. Asi como Eé.f

-6btiene ﬁayor prdduccién'pur volumen de reactcrle)

k) _Ren#ihiento.
La capacidad de inmovilizacién. por gramo de soporte
es ﬁafor'en é%luléﬁ qué eﬁ énziﬁaé;flo'que-téaeléomo
vencaja que se puedan usar reactores mﬁs pequeﬁos —-'

con igual actividad (99)

- Trer by R I L ) R
Como se ha visto en lo antqriorhexpﬁesto,-hay ventajas y des~

ventajas pura la inmovilizacién.de la ‘actiwvidad enzimdtica --
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como enzima o cé&lula.

Lo que determinara el uso de una y otra.

nuevo en- cadn aplicaclon concreta y bajo

con el Eln de obtener ‘datos comparahivol

8s

debe ser estudiado de
condiciones B;milares

para su eleccxon.



CAPITULO VIII
APLICACION DE ENZIMAS Y CELULAS INMOVILIZADAS
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Hasta hace una década, las enzimas han sido usadas en forma
soluble en procesos pur lote, lo que trae ¢omo consecuencia
que al finalizar la fermentacidn deseada, la enzima acﬁiva -
gueda como parte integrante del medio de cultivo. Este hecho
causa que la enzima sea un contaminante m&s a scparar del pro
ducto deseado, asi{ como que su procesc para recuperarla y usarlo

de nuevo sea técnlcamente dificil y costoso,

Asimisme, las reacciones enzimaticas con enzimas libres sdle
pueden ser usadas en procesos por lote, lo que representa una

menor productividad que la cbtenida en un proceso continuo.

Cabe menclonar'qué hay_enzimas'hue no son de interéarpara-aer
.recuperadas, cémo-sbn-laﬁ pfoteasés usadés en ﬁétefgentes, ya
que forman parte integrante del prcductu; sin embargo. hay -
gran cantldad de enzimaa que Gnicamente intervienen en la con
versidn ¥y formacion del producto, como es la p galactosidaaa,

ia papalna, etc.
Este hecho ha 1mpulsado el desarrollo Yy aplicacion de aiste—
'mas inmovilizadoa en la p:oducciun y aplicacion de compuestos

de interes ‘comercial

En este capitulo haré &nfasis en la aplicacidn de las células
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~inmoullizadas y no tanto de laa enzlmas inmovilizadaa. de ias

cuales’ axisten. amplial reviaiones (34 a8).

_Dé egtﬁaTﬁ;t1maé s&lo haré mencidn de las aplicacicnes mis

recientes.

8.1. hplicaci&n de Enzimas Inmovilizadas.

. Dentro de las aplicaciones mids recientes estdn:

a}

b)

c)_

‘tificade como necesarlo. por lo .cua

£1 uso de lactasa para remover la lactosa de la leche,
azl como producir jarabes a pértir del auetd qﬁe se --

desecha de la industria'lechera.(241;242)_

La pnpnxna {EC 3. 4 22. 2) ea u ad en la produccion de

cerveza para prevenir la precipltaclon el complejo -

proteina-polifenol ¥ da proteina-tanino La»enzima -

eés cara y .es posible*qu

El uso de enzimas en la industria de ., la: despectiniza~

cidn y clarificacinn del jugo d mani _a sido 1den-

[-T-9 pretende im—.

plantar sxstemas quc usen enzimas inmoviiizadaa por -

la ventaja que preaentan estas con- respecto a las en-




a)

e)

zimas libres, (244}

Otro campe gue ha sido revelacidn para la aplicacién
de en¢imas libres e inmovilizadas es Ja produccidn de

frugancias. {(245)

'El us0 de sistemas inmovilizados de enzimas en anali-

sis para la determinacién de drea, glucosa, &cide fri
co, pliruvato, lactato, citrulina, creatinina, glicerol

y colesterol ha tenido gran éxlto comercial. (246)

8e construyd un eleetrodo para detectar penicilipa
basado en p-lactamasa (EC 3.5.2.6) atrapada en unha
membrana semipermeahle en la base de un electrodo
de pll. Sin embargo, deben determinarse las condi-

ciones necesarias para gue haya respuesta en un -

corto tiempo.

Se aisld glucosa oxidasa de Aspergillus niger y se in-

movilizd en poliacrilamida. Fue utiljizada en la deter-
minacidén de glucosa en sangre, dande buenos resultados
(248). Asimismo,para andlisis clinicos, fue inmovili-
zada la aminoacilasa en poliacrilamida con enlace car-
boimida (249) y la acetoquinasa y fosfotransacetilasa
fueron inmovilizadas en vidrio de porc controlado, el

cual fue optimizado para aumentar la cantidad de enzi

mas inmovilizada por gramo de vidrieo poroso.(250)
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n fsaiuﬁﬁlizﬁlqpiéiﬁ;gmérinéduillzaﬁp en nyiqp de glﬁco-'
sa-oxidaéa;éétaléealy”laﬁtéto-oxidasn-cataleaa para -
xla praduccion de acido glucénico ¥y piravico respecti—

. ) vamen.te. Los resu]uadoa fueron muy favorables, y ae -~
obtuvo una converaion de D-~glucosa a ac. glucﬁnico de
més del 90! de rendimiento y de Acida pirnvico de méa

del 47\.(25l)
8,2, Aplicacién de Célulae Inmovilizadas.
A. Ccarbohidratos
a) Produceldn de Jarabes
La aplicacidn industrial mayor de cé&lulas inmovilizadas
- eg el uso de la gqlucesa isomerasa para la produccion de
jarabes de elevade contenide ae-fructbsa. que comenzb

en Japon con la Sanmatsu Kogyo,Cc. y en 1966 con la -

standard. Rrands, Inc.'

Actualmente, e usan a nivel cvnu:cial la enzima incovilizada como
la célula inmovilizada. sin embargu, por las ventajas -
que p:esentan las Celulas 1nmavilizadas sohre las - ~-
enzimas inmnvzlizadas, como lo es la reduccidn en los -
costeg de‘producgl&n'hasta de un 44%, por aharro ern mino

de obra y concentracidn catalitica por litro de reactor,
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la industria se eaté anlinando por el uso de celulas

inmovilizadas lZBB)
-

b) Hidrdlisis de Lactosa.

La lachéhakgﬁ.uﬁndigééérido q“e-se'éncuenhra en la leche.
La. industria alimenticia esté interesada en su hld:&l;sis
a travea de la lactala dabido a la posibilidad de conver-
tlr este azGecar relatlvamente insoluble y de bajo poder -
eduygurante ‘en’ una mezcla de monosaciridos, que no crista
lizan y'qu tienen mayor peoder edulcorante, como Bon.la -

giucosa y la galactosa.

Las cé;ulas de sacéharomyceﬁ anamensis con actividad'da

© B=galactosaidasa fueron inmovilizadas en alginatd de ca't

reteniends una actividad del 78.6% en relacidn a'las cé-
lulas libres. La temperatura Sptima de 1a actividad ﬂe--

B-qalactosidasa inmovilizada varic de 50 a 37°C.

Una nueva especie de L. anamensi que contiene actividud o

de B-gulactoaidasa, fue inmovilizada con exito en_ gar.'v

células libres {253)
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_.Actualmente existe un sistema que reduce el costo de -

hidrﬁllais del suero en D 5 centavos de délar/libra de

suero. ‘en relacion a un proceso convencional Lu hidr&

lisis se lleva a cabo en pocos m nutos y el ta'

‘la’ planta es mucho menor' :

B. Aminoﬁciﬂoé_;

tﬁndoae. ya que -

! El écido aspartico ha sido producido indust:ialmente por

_Tanabe 5eiyaku Co.. Ltd.. a trayes de " una reaccxon egta-

‘fcionaria.'usando células intactas de E. Eéll con elevada
actividad de asﬁartnsa. Sin embargo, el procéss tuve des
uengajas a nivel industrial porque up procegc éa;nci&ﬁ&-_
riﬁ'implica incubacién de la mezcla gue ‘contiene el sus-

trato y la cé&lula o enzima microblana.
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En 1973 se obtuvo con exito la 1ndu5trializac16n de un -

(236)

"b) Produceidn de L-arginina.

El sistema inmovilizado de células viables inmovilizadas

de Serratia marcescens fue aplicado a la preduccidn de -

L-arginina. 5e observd que la limitacidén en la difusidn -

del oxigeno a través del gel, afectaba la productividad,
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por lo que se inyectd oxigeno puro al sistema y se con

trold el pH. Se obtuvo una elevada productividad, asi

como estabilidad operacional elebada,'por lo cual se
sugiere como un buen sistema de ser aplicado a nivel -

" industrial {(221)
c) sintesis de Alanina.

" Se inmovilizaron células viables y no viables de - - -

Corynebacterium dismustans en gel de poliacrilamida.

La sintesis ‘de aminofcidos fue predominante para ala-
nina (B85%) y el restante 15% de la sintesis correspon-

di§ a-8c. aspartico y dc. glutdmico (257)
C. Acidos.
a) Acido Glucénifo.
EI éc._gluconico y sus derivadns tienen un‘;mplzo uso -

cen la. 1ndustria alimenticia y Earmaceutlca y on compues

" tos de limpiez

'El acxdo glucénico ha: sido convencionalmente producida
a esuala industrial por fermentacion estacionaria por.

al hungo AsEcrgillua niger IZSB)
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Este procese es eficiente, pero reguiere de control de
PH que resulta en la formacién de sales del dcido glu-—
‘cénico. El dcido debe por tanto ser separado de sus --

sales, por lo que se incrementa el costo del proceso.

Otra alﬁernativa podria.ser el uso de Glucgnobacter
oxydang, gque tambi&n ha sido aplicado a la mandfactuza_

del Eé. glucénico. Este microorganismo es'capaz.de pro”

ducir 3c. glucdénico a valores muy bajos de PH ¥ po: 16_, T

tanto no e8 necesario un proceso de neutralizaclidn del
producto f£inal. §in embarge, los gluconatos formados -
en la fermentacién de G. oxydans son frecuentemente oxi

dados a dcidos cetoglucdnicos gue deben ser removidos

del producto final (259)

ba_iﬁmovilizaciﬁn s¢ presenta como un método atractivo
.péra obtgner'elevadas concentraciones celulares, con el
:fin de obtener oxidacidn rapida de glucosa. Las cé&lulas:
viéés de G. oxydans fueron inmovilizadas en un soporte
de nylon fibroso. El 4c. glucdnico libre fue continuﬁ;
menté producido en un reactor tubular de células inmo-
vilizuﬁns durante 6 meses, coh uha productividad Qolu-
métrica de 5g/1 /h con 100 g/1 de glucosa, comoc sustra

to y a concentracicnes de 80 g/1 de de¢. glucdnico (260)
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b) Acido Itacdnico.

El Ec.'xtacanico es usndo ‘en: la manufactura‘dc resina de'

poliester o pléstlco Y. viene itutu del Ec.” -

gcrilico.

huo. donde se obtuvo un rendimiento max;mo da 60 mg/h/

dias [261)

e} Acida Mnlélbb'“"”

Para. la produccion de Ec. maleico se inmovlkiza Brevlbnc-f

terium flavum con capn—carrageninn y ‘se. eleVn 1a estabi-_

_de 42.2 Kg/l

; por columna
en. 3 veces en comparacian del B.
unicamente con- capa-carragenina,

el B. ammoningeres lnmovillzadu en poliacrilamlda.(!ﬁz)
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a)-

.El cor;smato,

'mutnnte Enterobncter aerogenes 62 1.

Acido Corismico.-

uno de’los intermediarios clave de la hio

ea excretado por la

sa-ha“demoatrado -

librea.

Lﬂ biosintesls consiste en

'una reaccion compuesta de 20 pasos enzimiticos. (263)

L-Cetofeidos.:

Recientemente ha habido un gran incerés en el uso poten

cial de los L-cetofcidos para el tratamiento de uremia

crdnica. . ‘ -

ta sintesis quimica no as posible desde el punto de vig
ta comercial, por lo complejo del proceso de sintesis,
por lo gue se ha pensado que un médtodo prometedor es la
produccion de L-cetodcidos por medio de amino~oxidasas,
que transforman los aminodcidos a los correspondientes
cetodcidos. El costo actual de las oxidasas disponibles
pruvenientes de fuente animal (rifién de cerdo, venenp de
vibora) es elevado, por lo cual se pretende usar una

fuente microbiana como fuente de amino-oxidasas.
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Las células de Providencia sp. PCH 1298 fueron inmovili-
zadas en alginato de calcio y formaron B0 mg. de Sc. =---
b-ﬁeLo:aifa y metrolbutirico a partir de L-metionina ﬁor
g du gel de yéepgracl&n. La productividad dependid direc
tamente del'tamaﬁﬁ de las particulas de gel, ya que Be -

observé limitacidn en la transferencia de oxigeno.

El decremento en la actividad de 1a L-aminoacide-oxidasa

durante la operacidn, qu'cumpensado Ror teincubdcisﬁ dé
las cé&lulas inmovilizadas on medio £resco de crecimiento,.

lo cual hizeo posible el uso del sistema pnr un mes. (264)_

Acido Acético

El vinagre ha sido"p:bgﬁéidé desde el s g1o,xvn por €1

llamado “procesc rsﬁidb“, que es ‘al’ proceso mas antiguo i

a base de celulaa viables inmovilizada'

naturalmente ;' _
Sin emba:go. actualmente se prctende teem lazar este -

sistema con metodoloqIﬂE nuevas.,_u_fi

Las células de Acetcbacter

coapa-carragenina 'y fueron colocadas en un -reactor de

lecho Eluidizado. Al cabo de 2 dias. el nﬁmero-de celu-

1as en el gel alcanzd 100 veces el nume:o 1nicia1.-en -?f
un medio dc crecimiento. Fueron traaludadas a; un medio

de produccion, obLeniendoae 1a maxima actividad de pro—.
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duccidn de ac. acético de'du:mg)mi deigelll con suminis
tro de oxigeno puro. Se observo que el oxigenn fue el
ractor 11m1Lante pnra ‘el c ecimiento y produccian de --

1a5 células (2b5)

Por otra parte. la'"

elulas.de Acetohacter accti fueron.'

Iérica'éh'la Andustria

marhiguador de pH, - =~

Se 1mmxdlimuon las CGlulas de Saccharomycopsis lipoly-

'Eigg_ en‘gel de polxacr;lamida. El proceso de inmovili
fzacion nﬁ causd un decremento en la actividad, ¥y la --
velocidad de produccion fue de 50mg/ 1 /h. La produccidn
de aq._citrigp_fue de 38 g/1 ,representando un rendi-

miento-de.SII (p/p) basado en la utilizacidn de glucoaa}
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En comparacinn con' la ' éIﬁlﬁs‘lihEéa. QB oﬁhérvs-que la

velocidad de produqcion e

las celulaa inmovilizadns es

menor y se ha sugerido que _sto puede aer debido a la -

diferencic.de pondiclnnes 1aicoqu1m1cas que rodean a -

-la célula (267)

actobaeillus delbrueckli . fuweron

:atrnpadas e_ aferas de alginato de calcio. El rendi-

.mienho maximo obtenido de &cido lactico Eue de 97%. -

. del-cual mis d91,9°‘ correspondio a de¢. L-léctico.
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) por hora (269)

Y

 La5 celula d

.trogicalis 1230

- Funeidn’ del tiempo deﬁincuhacion t193)

7°C durant”

rre&cr_ur ﬂ

'Asimiéﬁo. se ha estudiadu la posibilidad de uaar al’ sue

e del queso. com

.fermentacion, ya que

es. un subprnducto del que ae producen a niv-l mundial

cha mﬁs de la mitad. Para ello. las celulas de = = = «=
Laccubacillus bulgaricus fueron inmovilizadas en un. - -
biorreactor de fibra hueca. ‘se bombeo un permeato de -~
suero conteniendo 46 g/l de 1actosa luplementedn con ==
10 g/l de extracto de 1evadura a una velocidad de -.-7-
0 2-2. 5/h.-La productividad, a; una concentracion celular_l.

de 100 g/l ,fue de 1 5 a 5 g de écido léctico por litro_

Produccidn qe'icidné L,ﬁ{éodééénoico'y_L}wftrideéanoLco.

5d-rivada de ln cepa candida

ueron inmouilizadas en capa-carrageninn.

Se observo q a ia producclon deilos 2 acidos estuvo en -.'
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D.

AntibiGticos.

a)

b)

_tangue agitado (271)

Produccién de Nikomicina.

El Sntibiético.ﬁikom;éina-es‘prodﬁcido éor el micelio de
streptomyces tendae Tu 951 inmouilizado en aléiﬁéto_dq -
calecia, tanto en Eorma continua como estacionaria. ée.--
observd que la. velocidad de’ produccion se incremenho 11;
nealmente con el Lncremento en la velocidad del flujo --
del medio de cultivﬁ..bé adlélén de L-isoleucina L-leuci
na aniement&ron:signif;gqtléamente la velocidad de pro-

duccidn. (270)

6-aminopenicilinico..’

Produccidn de}Ec

El &c._ﬁ-aminopenicilinico es precursor en’ la sInteais .

de antibioticos 'em sintetlco. Lns celulas de E. coli

ohceniendose -

Las’ celulaa pudieron ser usad 8. nambien en varxal con—

vexaiunea de bencilpenici]lna a B—APA en un reactor de
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c) Produccidén de Rifampicipa.

L& rifampicina B es un antibi&tice producide par - = ==

Nocardia mediterranei. Puede ser degradado por una sim-

ple serie de reacciones quimicas (oxidacidn e hidrdli-

sis) a rifampicina 5, que ha servido como un iﬁtermgQig

- rio importante para la produccidn a gran escgls;de'defLT 7

vados semisintéticos.

El derivado mis importante es riEampicina co' un

espectro ¥ uso terapeutico patticula: para el tratnmientoz

de tuberculosis.

La rifampicina S ha 5ido convencionalmente preparada de’

la rifampicina B. par metodo quimlco

La conversion qui
mica de rlfum9131na B a rifampicina 50 a
. :equiera de un sishema de so]ventes orgﬁnlcos. oxidantes

-artificiales y condiciones fuertemente aCidaB, lo que -

resu]tn en rendimientos no aatisfactorios.

Es por ello ﬁuqilh_biotrnnaform3616n presgnéa.héjofés:
ventajas gue el proceso quimico convencional. Se basa. '

" en las siguientes reacciones:
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CaoH

: - - 1
02 . H,0, ! S. U Hu0 € HZOH o
Rifampicina B ———wm———— leampicina O m—em—————————
: rifampici ’ hidrdlisis

noxidasa

Rifampicina §

Las células de Humicola sp. ATCC 20620 con actiyidnd de
rifampicinoxidasa se inmovilizaron por copolimerizacién
con acrilamiﬂa. La célula completa fue desenérasnda cen
tratamianto con acetona para reducir la resgistencia di-
fusional a través de la membrana celular. La recupera-
cién de la actividad enzimitica después de inmoviliza-

cidn fue de 50%,

Se piensa gue pueda ser upa ruta con potencial de ser

usada a nivel 1nduatria1 (2721

' Se’ usd un sistema contipuo

de- produccion de rifampicina:;f
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prestigioc en elﬁmerc;do{ .

Las esporas de ?eniclllium urﬁicae‘fuerdn inmovilizadas

en capa-carragenina y fueron puestas ‘a germina: “ i

situ " pur incubacion En un medio de cultivo.f?

onocido en la naturnleza. tiene
una gran cant dad de aplicnciones en el campo de la medi-

-qipa, asI camo en ln nutrlcion humana y animal.

Actualmente 1a produccian de BlZ por metodo. quimico es
imposible Yy adlo se produce por fermenhacion (273!. Lns

celulas de Praopionibacterium sp. AKU 1251 Eueron lnmovi-

lizadas. en estado viable, en alginato de caicio.'
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Fa.

La produccion de . B12 ) 4 el crEcimientu dB las EEIulas inmo-
vilizadas pudo ser 1ncrementado por incubacion en’ un medio
que contcnxa elevadas concentraciones de fuentes de carbbn

b nxtrugeno.

La preaencia de precu:sores de la 312' como el sulfato -

'cobaltoao Yy el 5,6 dimetll bencilimidazol, junto con el --

Bprfnctunte Tween 80, aumentaron notablemente;la‘produc-
cién de B,,, alcanzando un rendimiento de’ .20 mg/l de medio
(224)

Solventes.
a) Fermentacidn Acetona/Butanoly"

Se 1nmcvillzaron las. celulas de c:ostridium acetohutg_

licum en alginato de calcio y se uso un sistema s;mple
continuo que fue alimentado con un medie de dlucosa --
que soporta la fermentacidn ncetona-butannl. pero _que

impide el crecimiento microbiano. Usande éé;a técnica,
la relacidén biomasa/butanol fue reducida a 2% (p/ﬁi'ﬂ—

comparada al 34% gue se tenia en cultive trédic}aﬁal -

" estacionario.



b)

En estado estacionario, el bu:anbl‘fué el mayor .produg
to rinal con un cueflcien;e_de';epaimlénto de 0.20 - -

(g/g glucosal.

La productividad de. hutanol fue de 16 B g/l-din cn

estas condiciones (209)

f

Por otro lado, se 1nmov111=arnn celulas vegetativaa y

esporas de clostridium acetobutylicum an alginaho de.'

calecio. Se usd un sistema continuo.f L

El rendimiento de butanol obtenldo con celulas vegeta--
tivas fue de 17.6% (p/p) de la glucoea g

rendimiento de acetona fue. del 3198

cqnsumida_x_el_ﬂ

Con esperas el rendimlento‘de ﬁﬁﬁén@l.fﬁe deJZD;Bi Y.

el de acetona fue de 4%.

La productividad de butanol en ambos casos. fue ﬁﬁyor #

la obtenida en proceso estacionario-;radlcional,(zzl)

Produccidn de Etanol.
En las pasadas décadas, ante la creciente consternacién
por la crisis mundial de petroqufmicos. se haniplunten-

do, investigadores e industriélep, alterﬁatib#a’enérgé—
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ticas con fundamento ‘en el uso. de fuentes renovnbles R

para la produccion de’ energeticos.:""

Tal es. 1a produccion de et_ 1 por medio de procesos

biotecnnloglcos con particular 1nteres de ser- usado

como fuente cumbustible de vehiculns l145)

'Existe‘gran”éénéiadﬁ-dé iéﬁofté;'de pfuddccién de -
etanol por medio de celulas ‘inmovilizadas. Cabe men=
. ciunar gue con el fin de maximizar la productividad
'de etanql pnra un-sistema dado de biorreactor, se ==~

deben considerar los siguientes pardmetros:(274)

l.- Hinimiéar los probiemas de limitacidn de transfe-
'_rencia de’ masa para la glucosa, el etanol y el COz
dentro de las particulas, por formacion estructu-'

ral de esferas estables de pequefio dlametro.]

2.- El uso de esferas pequefias como soparte de inmévi-:

lizacidn proveen también de Areas Lnterfaciales tad

. entre sdlido y liquide por unidad de volumen del - ;'

biorreactor disponible para la transferqncia;de“-r' '

masa de sustratos y productos, .

3.~ Se debe maximizar la concentrécién'celhlhr“dedﬁroﬂ

bilidad estructural por Eormaciun excesivn de COZ- f
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dentro de las particulas.

4.~ ¥a gque se pretende aminorar la limitacion de tra
ferencia de masa, asi como aumentar la cantldad de"
céluias inmovilizadas, resulta en la’ obtencion de -

elevadas velocidades de consumo dehgluqosaEy;de ﬁtg:”'

ducelidn de etanol.

Tomando estas considernciones, se inmoﬁilizafﬁn éélulas

de, zymomconas mobilis en alginato de calclo. Una combxna

cién de tamafio pequefio de partIcula con una concentra—
cidn elevada de células, 58 g de cé&lulas secas por litro
de esferas de alginate, dic elevadas productividades que.
fluctuaron entre iqz a 116 g etanol/1/h, en un reactor -
de nuevo- disefio de lecho empacado.(220}

. ] .
Se reporté la produccién comparada de etancl utilizando

éélulas inmovilizadas de Sacchromyces bayorus contra un

sistema inmovilizado de Zymomonas mobilis. La producti-

vidad de este {iltimo fue mayor gque el sistema de levadu
ras inhovilizadas. Con una velecidad de flujo de 120 ml.
h-1 la bacteria produjo 9.96 g de etancl/h, mientras --

que la levadura sdlo formd 4.8 g ctanol/h.(195)

Las céiulas de zZymomonas moblilis fueron atrapadas en

capa-carragenina y tuvicron una capacidad de convertir
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.glucosa a etangl del 93% del :endimiento teérico{ El sis~

tema annvllizado funciond por varias aemanas y se obaer- o

vd gue el gel de carragenina aparentemente facilita la -

difusion de la‘glucosa y el etanol

Se hizo una evaluaciﬁn econémlca del'pfoéésb"ﬁ se Ebtﬁvb':
que el - slstema inmovllizado de :elulaa en Eorma conninua.'
reduce el custo dal etanol en 4 centavcﬂ de dalar par_—_—

litro. en: comparacion con-. El aiatema eatacionario conven-_

-cional. Las Tablas XKVI' x II presenhan una compara-

cidén de la® 1nverslnn de capitai fijo y costn de produc—_

- Se iﬁmovilizé SJ cerebisine ‘@

varid -dé'

Otros reportes sonz‘laﬂinhovilizacio
adsorcion Lonica (276), larproduccinn
S. bayauus inmovilizada (217):

e ﬂl'lDl

por 5. cerevisiae inmovilizudu en alginato (276); inmo—
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TADBLA XXVI
COMPARACION ENTRE LA INVERSION DE CAPITAL FIJO DEL

SISTEMA INMOVILIZADO ¥ EL SISTEMA ESTACIONARIO CONVEHCIONAL

Inversidn de Capital’ PijolDolares Americanos)

Sistema - . Sistema.
Inmovilizado Estacionario
Esterilizacidn 1,680,000 1,680,000
Destilacién 2,322,400 ;. 2,322,400 .
Fermentacién '1,556, 000 . 18,316,600

Rimacenamiento 1,761,000 . 71,781,000 0
Reccbro bicmasa* < No V_a[.:i:jl‘t-:aléle- - 960. 000 - i
TOT AL 7,339,400 25,060,200

Luong, J.H.T. et al.

* Se requiere de 28 i

agua ‘de 3,‘1‘0'0"_ kg/L

se usa una ceéncrifug

para separar ‘las :Eé_nl'_\‘na'a' T ei 'ﬁ‘\e'@i'i)i:_h"dé"'cul_'tivo. -




TABLA XXVII
COSTO DE PRODUCCION DE ETAROL

IHMOVILIZADO CONTHA ESTACIONARIO

Costo Produccidn (centavos dolar/litro)

Inmovilizado Estacionario
Esterilizaciédn 0.43 0.43
Destilacidn 1.59 1.59
Fermentacidn 0.29 3.73
Almacenamiento ’ . 0.35 " 0.3%
Recobro bicmasa . m—— 0.53

ToTAL - . . 2.6 6.63

tmong, d.H:T. et al. 1984 (79}
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vilizacidn de Kluyveromyces marxianus en alginato de

sodic y carragenina, teniendo como Bustrato sueroc de

leche para la fermentacidn alechdlica (27%); células

viables de Kluyveromyces fragilis atrapadas en algi-

nato de calcio con un resultado del 90% de conversidn
de azlicares (lactosa) a etanol (222); y células de -~

Saccharomyces uvarum inmovilizadas en una estructura

porosa de alginato, 1o cual elevd notablemante la --

productividad del proceso,{280)
G. Egteroides y Alcaloides.
a} Esteroldes (281)

La disminucién'en el.suplémentn'de materiaﬁ primné'para-
elte:o;dea ¥ un incremenko en la demanda de agentes ="
antiinflamatorios. contracept;vos ¥ hormonas sexuales.

ha traido come censecuencia el degarrollo de :ueq:qa_-:
alternativas de ésternides; asi como nuev#s:méquﬁs dé‘

modificacidn de esteroides.

Estos métodos pueden ser divldidoé_eh's;htésia quimica
o moditicacisn de log esteroides_encontradda:de_fofma )

natural.
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La Binheﬂla quimica tiene Ja desvenhaja que 1nvolucra_
gran némero de pasos,,asi cnmo la aparlcion de grnn -
‘numero de isomeros. El problema Ee vuelve mayor cuan-

do se - tiene que reaolver las mezclna racemicas.

La'hransformacién de'esﬁéroides,‘que se daﬁ de forma

natural. como la diosgenina: [ elteroides de plantas,.‘-

. como e1 stigmosterol -] colestetcl, a productas fnrma-
ceuticns, puedc ser llevada a cabo por metodos anzim&
ticos o microblologicos. usando enzimas o celulas - -:

libres o enzlmas o celulas 1nmovllizadas.

Dependiendo del tipu de trnnsformacion deliesterolde.v'.

-01 cofactor debe Ber aﬁadido al sistema.f

A continuacidn se mencionan las desventajds gque preseﬁta

la transformacién de esteroides por enzimas libres e in-

movilizadas (281},



El aislamienta y purlficacinn generalmente aca-

rrean una dlpm;qq;i_n' n ln_activldud enzimﬁtica.

F % .

inmovilizada no tiene la suf;c;ente

actividad necesaria.

Los pfobi§ﬁ5§‘éncontradds.énvbiétémhé_de células

'librgé;séﬁg

1.~ Baja solubilidad del sustrata. ' -

:3‘ ,-ana productlvidad por. llevatse a cabo en 515:ema

,:estacionario

Por lo anterior, rnpone_el usg, de células. inmnvilizndast

en la produc01un tran fo:maclun ae esheroides.-i

115



Las células de Arthrobacter simplex- conteniendo acti-

vidad' de -dehldfbgenésﬁ,_fueroh permeabilizadas con
aceﬁnnh e inmoﬁlliz&das en prepolimeros de uretanc.

Se ohnervé qu2'la actLvidad de las células inmovili-
zadas se manhuvo elevada adin con la presenc1a eleva-
da de metanol,(30!l en_el s;stema, en comparacion con .

las ;élplasillbée§1Qﬁe fueron inhibidas dristicamente.

La vlda media de 155 celulas 1ibres en el sistema fue
de 2. 6 hrs. mlentras que ln de las celulaa atrapadas -

" fue de 11, hzs. (2823

Se lleVO a cabanla 11, -—hldrdxilacién de progesterona

con esporns de Rhiz_pus stolonifer 1nmovilizada5 en -

resinas de pnnnlﬁuros de foco entrecryzamientn. Se -
cbtuvc una excelente eatabilidad de operacidn con res

. pecto al micelio libre {1aé)

Asi mismo, se hizo una comparacion de las caracterisg-
ticas_de la actividad 3 cetoesteroide- '~ de hidroge-

nasa de las células de Arthobacter globifornis inmovi

lizado por difarentes matodos (283)

b} Alcaloides.

Al igual que los esteroides, la produccidn de alcaloides

por métodos no convencionales ha tomado gran importancia.
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'_Tai eé.el caéq.dé los_a1caloidés de erqotina; produci--
- dogﬁéqr diférehté§ gspeciés de pirenomicetes de - - --
_Clavlcégs. éue_#énlmetnbolitos secundarios de excepgig
: nal'intezés'farmaceﬁtico. El 95% de la produecidn hub- 

dial, es obtenida por la extraccidn de la esclerotia de

'_c1aﬁice§s purpurea, €1 cual es preparado a nivel del -
‘campo, mientras que la aplicacién industrial de culti=.. .

vos saprdfitos eon fermentadores estd apenas empezando..

El micelio do ClﬂViCEEl gurgurea fue inmovilizado En o

alginato de calc;o a: 2! 4% y BI.

 _vi1izar causa una inclinncion hacia la bioaIntesis de

cluvina._lzsd 229)

~En’l1a Fig. 2 aparece hnd'Eeiacién'biqsintética de los - -—-
alcaloides invééeigados préducidos por Claviceps purpurca
(285).
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Isopentil

- irofosfato
Azficar y P > 4-Dimetilalil-
Polioles triptofanc.
friptofano
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FIG. 2 RELACION BICSINTETICA DE LOS ALCALOIDES PRODUCIDOS POR Claviceps purpurea CBS 164.59

Rehacek,Z. 1980 (28%)



fi. Productos de Célqlaﬁ Vegetales

El uso de plantas para la producciéﬁ de bioquimicos repre-
senta una nueva Area en lq_exploracién_biutecnolégica. - -
Muchas especies de plantaé producen compuestos o mezclas -
de compuestos que son beneficos phré el hombre. Las propie
dades medicinales de ciertas piantas. principalmente de --
origén tropical y subtropical, ha sido reconccide desde --
miles de afios. Los principios activos de estas especies de
plantas, son alcaloides u .otros compuestos con moléculas =
muy complejas ﬁug son impoasibles & imprécticos de sinteti-

zar.

Las plantaé-t&hbfén Qbﬁ fuéﬁte de otros compuestos que no

son Eéciles de sintetizar. debido a su formulacion comple

ja. como son fraganclas aborea.-bas plantas tambien pro

ducen: agroqui 1cn cticldas ¥ Eungicidas asi como

fqu1m1cos Elnos ncluyendo vitamina ¥ enzimas (286) - - -

'son. el efecto d ;



de las decisiones politicas en materia agricola.-La produc
tividad de estas plantaciones, por otra pacte ', éété'éujg”'
ta a los fictores amblentales asl como al crecimiento de -

plantas pufisitas._

Una_alternaﬁiva atractiva ha sido el desarrqllo'ég:cultivo.
de cé&lulas de'plﬁntn aislada que pueden,crecér:én-suspeh-
“sidén & Qer inmovilizadas a un soporte similar, para sét -
usadas en fermentadores asépticos O en reactores biOquI—

m;cos para el cultivo de los mismos.

En la Tabla XXIX se presentan ejemploa de celulal vageta-

les inmov1lizadas con au correspondiente producto.'

I. Productos de c&lulas ﬁniﬁaies.

Las celulas animales tambien t;enen, a] igual que las celu
- las vegetales, grah importancia de ser: cultivadas para la
_produccion controlada de vacunas uirales. proteinas, célu-
:1as y para :ratamientus terapeﬁticos (291). La Pig. ‘3 repre

senta, un esqucma de, las razones de cultivo de este tipo

de células.“

E]'éultivn'de’céihlaa libres representa algunos problemas
que pueden ser solucionadoa & reducidos por la inmoviliza .

-eién como. son problemas de fragi]idad, baja productividad
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TARLA XXVIII

GRUPOS DE PRODUCTOS DE IMPORTANCIA INDUSTRIAL DE
PLANTAS SUPERIORES ¥ ALGUNOS EJEMPLOS ESPECIFICOS.

l.- Medicinas y Farmaceiiticos

a} Alcaloides : atrupina.cocaina,morfina.nicotina.reseﬁ-‘
pina, alcaleoides, tibocuravina,alcaloides
vinca. - ' S ' o

b) Glicosteroides: digitoxina, digoxina ' -

2.- Aceite y aromas’ éagncigiés‘ :
a) Terpenﬁijes ::§1d§ﬁ§6f;'
S L vadnilla,

Biomasa: tabacﬁ,i?exﬁi!es;ziilf:'

prenosil, E. 1§83 (236)

L)
—
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TARLA XXIX

CELALAS DE PLANTAS IMMOVTULIZADAS PARA PRODUCCION DE BICAUITMICOS

ESPECIE MFTODO DE RERCCION DE

INMOVILIZACION PROOUCTO REF.
NMOVILIZADA ATRAPAMIENTO EN: BIOTRANSFORMACION
Digitalis lanata Alginato 12-B-hidroxilacién Digixina 290
Digitalis lanata Alginato 12-B~hidroxilacién B-metil ~digoxina 290
Digitalis lanata Alginato Glicosilacidn Purpureaglicesida A 290
Ixaucus carota Alginato 5=B-hidroxilacién 5-B-hidroxidigitoxigenina 290
Daucus carcta Alginato 5~-B=hidrox!tlacidn S-B-hidroxigitoxigenina 290
Catharanthus roseus  Alginato Reduccion del enlace doble Ioimorom de Ajnalacina 290
Morinda citrofolia  Alginato Reduceidn del enlace doble Antraguinonas 286
Glycine max Fibra hueca Reduceién del enlace doble Fendlicos 286
Solahum avicularo Adhesidn Reduccidn del enlace doble Estcroides glicoalealoides 286
Catharantus roseus Algihato y agarcsa beshidregenacidén e de Ajnalacina 185
Daucus carola Alginato y agarcsa Deshidrogenacidn Isgmows de Ajnalacina 185
Datura innoxia Alginato y agarosa Deshidrogenacidn Istmeres de Ajnalacina 185

Alginato S-B=hidroxilacidn de Periplogenina 185

Daucus carcta

la digitoxigenina




Produccisn .de Vacunas

Para. produccidn de
- proteina hamdlogas.

Tejido injertado:
pincreas, ligado

hJ

Vectores de expresidn
_ para protefpas
- recanbinantes

'Atrapmiento para
preparacifn mecinica )

Preparacidn de DA
nuclear

I:t'.j ido injertado: piel

FIG. 3 Razones para Cultivar Células animales
Milsson , K. 1987 {230}
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TABLA XXX

PROBLEMAS EN CULTIVQ DE CELULAS ANIMALES
QUE PUEDEN SER RESUELTOS O REDUCIDOS POR LA INMOVILIZACION

PROBLEMA

POSIBLE SOLUCION CON LA INMOVILIZACION

Células fragiles

Crecimiento lento

Productividad baja

:Depepdendié de 
"anchorage” .

Proteccidn contra una elongacidn,
dependiendo del métode elegido de
inmovilizacién.’ o

Ficil reucilizacidén de las células
inmovilizadas.

Sistema de perfusidn que incrementa
las densidades celulares.

Las células también util;zar&ﬁ

los componentes del medio en un sis-

" tema de perEuBion.

El uso de upa matriz de inmovilizacidn .

idénea, elimina las limitaciones en el

rendimiento celular debido a.un'Suple~'-i 
mento insuficiente de #roca superficial‘

apta para el crecimiento celular.. .

Nilsson, K. 1987 (230}



El cultivo de célulae libres representa algunes problemas
que pueden ser solucionados & reducidos por 1la inmoviliza
cién como son problemas de fragilidad, baja productividad,

etc. La Tabia XXX presenta un resumen de ellos.

. Actualmente no hay ningln proceso & nivel industrial que

esta utilizando celulas animales inmovilizadas., {230)
"3. Electrodos’
'nentro de los usos més ﬁeatacados qun sae ha dado a las enzi

'mas b4 Celulas 1nmovi1;zadaa as en 1a conntruccion de elec-_'

'.troaos.(zgz-zssi

bles fo_iles. El "02

que producen e] “5mog fotoquImlca

métodoa espectrofntcmetrxcos. sin embargo. escos metodns

o5



son afectados por l turbidez y nalor de'la muestra asi

como por ln pregencla de fonea metﬁlicos

f e sulfuro .en nguas-
ca moslera' es 1mportante en cua]quierﬂ
;anSii is " ambiental i '

'ibéﬁiég:aléue 1és.tejid05 de animal y organeles también cdﬂ
ti;nen_muéhas enzimas que no san producidas por los micro-
'5fganismox. 8C constituyd un sensor amperométrico compues-
to por particulas de microsomas inmobllizadys; por una mem
brana perncable de Tefldn, permeable al gas; y un electro-

do de oxigeno.

La respuesta del sonsor se incrementd Cuando se aumentd
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la Lantidad de arganulo y se leviﬁ constante cuando

Ee pusu 2.3 mg de proteina.

K. Varios

X *a) Produccidn-de.epdxidos "

-Unna- nuevua cePaa de hacterlas fueron aisladas, encon-

oxidnr algunos como eten- o prope

1nmovilizacion, retuvierun —;

" . T .,El 2,3 butanudio te ‘convertide a butano-
a eria'prima para el hule sintético, La -

° produccion de1A253'butanodia1 por pnrte de Entercbacter

—aerogenes _inmnvilizado en capa-carragenlna, fue lineal
en lal primeras 30 hrs. de la fermentacidn, sin embargo,
_para evitar un dec:ementc en la productividad se usd un

._siscema continuo {reactor de columna), donde se obtuvo
una velocxdad consLante de produccidn de 3 mg/ml de -~

2,3 butanodiol.. {299)
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c]'RaEupgrquﬁn.derpfnnio

. gog indgéirihléﬁ

d)

.Sa inmov1]izarun celulas-d

El uranxo ea cons;dcrado porlaspolxticas ecologistas -

como un contami nte de ah1 ]a importancia de recuperar

lo nsi comn,su:u;i}rzac;P

mo aterlg.pq;ma;de.proce-_'

Streptomyces veridochromo-"ﬁ*'

La rccuperacion de uranio en agu_ de mar pur parte de o

las c&lulas de ch]urella fue de un 1001 durante la *-:
primgra pasada a traves de 1; cqlumna: enrel‘caso_de
las células inmovilizadas de Strégtdhgceérfué de un 803

después de cuatro pasadas a traveés de la columna (300}

begradacion de Fenol -

Las c@&lulas de Pseudomonas sp. Euercon inmovilizadas en
alginato y poliacrilamida. Las cé&lulas inmovilizadas =
tienen capacidad para degradar fenol a una concentra-

cidn inicial de 29-1 medio, en menos de dos dias mien-



e)

£)

tras que las células libres no crééen_a:estas‘concent:g
cirones. For 1o'éue se cnnclhyé. que. los materiales dé -
inmovilizacidn,’ acnuaran como agentes protectorea en’ =-
contra del fenol. Se obcuvieron mejorea reaulcados con

pnliacrilamida que con - alginato l112)

Remocidn de'COmpdeépps'ni

‘ge.ﬁzlrdoé .de’ l\gﬁas de Residuales

Las células de Nitrobacter ag})ia Eueron inmovilizadas

. en alginato de calcio y 1a preparacion reaulcante fue -

usada-como catalizadorﬁpa;a-la oxidacisn de iones nitri

to a qltrapo..

" La influencia de plt,T, tamafio y capacidad de las particu -

las del biocatalizador Fueron determipadas, asi como’ la
Qstabilidad operacional y de almacepaje. Los resultados
fueron comparados con los obtenidos para la inmoviliza-

cidn de Nitrosomonas eurcpaea. Se cohcluyd, por las - =

caracteristicas encontradas, que estos dos microcrgania
mog pueden ser integrados para su uso, (226) En la Fig.

4 gse presenta el procesc de degradacidn de nlcrogeno.

Produccidn de Hidrdgeno y Ameoniaco

Ante l1a crisis mundial de energéticos, se han acelerado

los procesos de produccidn de hidrbgeno y amonio, como
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gt o+ ol o, - Nitrosomonas, Noz + z2u* 4 1,0

-+ 1o Nitrobacter -
wO,T + % 0, Hitrobs + NO, ‘
Bacterias R A _
-1 . denitrificanteﬂ L P N I
No;T'+ y cujon  SeDiZriiicante ’ + NO,T 4.3 €0, + 3 H0

X
NOZ + 3 Cl!30!l + 12 H O

FIG. 4 Representacién. del .Proce

de Dejiédqbién de Nitrdégeno

Tfahpar,“dr.géjhi 1?3
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poribles fuenteé"daiqﬂbrgia.dqlxﬁutufq;(3?1): “

La produccion de hidrageno ha sido llevada a: cabo con

ceJulns 1nmovilizada5 de Clostridium butyricum en fil

tro de acetllcelulosa. LoB resultadas Eueron mejores

a los obtenidos por otros metodoa de inmo ilizacion. ’

(302)

. La produccidén de amoniaco ha sida,oﬁténida,-médiante el

uso de células inmovilizadas de Anabaena ATCC 27893 .en

alginato de calcio {207), asi como por células'inmcvili

zadas de Anabacna ¢ylindrica en alginate de calcie, don
de se obgervd que la adicidn de nitrito incrementa la
produccidn de amcniaco (303}

Produccidn de Glicerol

Se reportd la produccidn de glicercl, utilizando células

inmovilizadas de pichia farinosa en alginato de sodio vy
capa-carragenina. Se obtuvo una velocidad de produccién
de glicerol de 0.07 g/] /h y una cqncentracién de 13.5
g/1  (304) '

Asimismo se lnmovilizé_el alga marina, Danatulla -

tertiolecta en alginato de calcio, obteniendose una

produccidén mixima de glicerel de 5 g/l (305)
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h)

i)

Hidrdlisis de d,L-mentilacetato..

Las células de ndéiildé subti]llslfﬁefoﬁ inmovi]iéndasl'

en espuma’ de pol;uretano para. hxdrolisis de]'bcgﬁqtéz.

La actividad enzimatica decrecio, cuando se auﬁeﬁfé el
nimero de celulas 1nmoviliz-das por g de poiiuﬁééna

Sa observé que’ 1a vida medin aumento 66 veces en rela—

cidn a la de. las bac:erias libres (306) o

prroduccién de Abfllamida;iff':

Las células de Brevibncterium sp.‘fueron inmuvilizadas
en un ¥Yeactor de fibra hueca, para la pruducc1on con-
tinua de acrilamida. La pruduqtividad VOlumetricagdel

reactor fuc de 88 g/1/h. (307)
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CAPITULO IX
POTENCIAL DE APLICACION DE BIOCATALIZADORES

EN MEXICO



10.1 Panorama Nacional de la Inﬂuhtriﬁ EnzimAtica. ..

Actualmente la industtia ﬁaéidndl'se encﬁéﬁtra a.un.nivel -
de subdesarrollo, como lo comprueba la gran cantidad de -
importaciones que se realizan cada ano. siendo las princi
pales enzimas importadas la puncreatinn, la diaatasa Yy la
amilasa bacLeriana (Ver Tabla KKXI). Las principales com-
pafiias importadoras se encuentran en la Tabia X¥XII. Como
se aprecia, estas companias 1mportadoras son. a su vez, -
las empresas productoras de - ciertas enzimas, como ENMEX._
que produce amilaaas. proteasas y sustitutos de renina,
lo cual inplica que no existe un mercado nacional qun sat:g
faga las necesidades de la industria. Ademis, cabe Acla-
rar que muchas de eutas empresas pruductoras cuentan con
la participacion de empresas extranjeras, ]orque llmita
que la tecnologia dé péﬁdqcciéﬁ o sea desarrollada a -
nivel nacional, sino.ﬁnicamente aplicada. o

El uso de las enzimas cn México esté”iimiﬁadqfé"igf;haus-

tria del almidéﬁ. detergentes y 1a queserér‘éuando és apli

cable a los procesos gque ya se tienen Euncionando, ya que_“

por la situacidn econdémica gue prevnlece en el paIs,_las

industrias no quieren nrrleﬂgnrse a, camblar un metodo ——"*

quimica por uno enzimatico, e1 cual puede dEPender en —--

iltimo caso de 1a necesidad de ln importancla del catali-
zador. (308)
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Esm, por tanto,.neceaario que se hagan estudios prufundos
de ‘mercado’ para determxnar Ia nplicacion de enzimaa é -—:
nivel" industrial, que de como resultado un proceso econd
micamente rentable para desarro]lar las tecnologzas ade-

‘cuadas para Mexlcp Yy en ngico.

Par&'desarrﬁllaf.y éﬁlicar estas técnulogias nacibnaies,
se requiere de la vlnculaciéﬁ'de_asfuerzos entre los ins
-titutos de'invegtigadiﬁn ¥ agoyo cientifico-nacionales,
" junto con la 1qdhstr4n. De no éer_aai, los proyectos que

dardn sin dar fruto algunu;'(JDSL

En cuanto al mercado exportador'(Ver Tahla xxxIIIl, es -
minimo. Y la competitividad con tespecto a 105 consorcios
_internaclonales (Milea, Pfizet. etc}_es minima. sin embag
go, cabe la posibilidad de éue.él.se desa;ro13an las tec-
nolegias adecuadas a nivel nﬁcional. dada 1a situwacién --
acondmica mundial, el mercado nacional serd competitivo

pOr tener un mehor precice.

10.2. Potencial de Aplicacion de la Actividad Enzimitica en

México.

La aplicacidn de la actividad enzimitica a nivel nacional,

dependerd de:



se cuenta cot la tecnologxa de pruduccion de‘
- 3 enzima 1ibre.""

2.~
“*mantenga una elevada actividaﬂ, étdﬁiliagé hqcs—'
nica. ete. s :
3.- Si existe un proceso industrial adapatado para
usar esta tecnologfa.
4.~

Comprobar que econdmicamente es rentable.

€s, por tanto, necesario, como ya se habia mencionade, gue

exista una estrecha comunicacidn entre'lo Que nccesita ia

induaeria ¥ 1o que neccsitan desarrollar Itecnologta. méto

dog, etc.}) los lnstltutos dﬂ lnvastigaciﬁn.'

pér 1o tante, la aplicacidn de la actividad enzimitica en .

México, depende. de la eonsnlidacién de una tecnologia en- -

z1mntica desarrollada y aplicada a nival nacianal

En cuanto al usa de £nzimas o celulaa inmavilizadn )
picnsa que uerd a un medianc a largo plaza, ya que primero'

se tienc que consolidar la tecnulog;a de enzimas lib:ea

aplicables a nivel industrial. (310)"



LET

TABLA XXT

IMPORTACIONES POR PRODUCTO

PRODUCTO 1578 1979 198¢-81 1981-82 1982-83 1583-84 |TCTAL DE KG
Kg Kg (Ene-Dic) [ (Ene-Dic} |(Ene-Dic) }(Ene-Maxr) 1978-84
Hialuronidasa 15 623 624 .2 1,264
Papalna 16,804 5,756 27.015 11,150 . . 64,725
Nwilasa no bacteriana . 66 295 2,051 999 3,411
pepsina 2,979 771 8,450 14,654 . 428 27,288 . -
Tripaina 19 30 6,047 5,514 230 10,6130
Cloruro de Lisozima 13 18,149 16 10 "
Quimotripsina a 1 15 121 3
Pancreatina 987,069 7,739 35,794 27,825} .
Extracto de Cuajo 522 602 7
piastasa de Asp. grizae 6,392 2,426 18,866 39,741
Colulasa 2,649 731 31,996 5,162
Amilasa Bacteriana 20,322 22,879 12,245 63,951 .
Mezclas crudas det LT
- Tyipsina
- cm:?ntripslna 2.902
Invertasa 3,061 1,766 1,510
Bramclina 1,099 2,114 994
Mzzclas de: RS
- Proteasas an-
- B-amilasas 2,536 377 “40
serratio Peptidasa 53,012 2
Las Demds 23,589
Proteasas 3,336 6,403 -

5in descripeidn
Proparacidn des

- Enzimas proteoliticas
Enzimas Pectoliticas
Peptidasas

papaina grado farmacia
Fibrinucleasa

Fuchte: Institute Mexicano de Comercio Extezjiéqf'




TABLA XXXIT
PRINCIFALES IMPORTADORES

PANCREATINA:
+ Merck-México, S.A.
» Lab, Kriya
» Zon, Farmacéutica
+ Ciba-Geigy hexicana, S.A. de C.V.
+ Representaciones Universales de Especialidades
+ The Sydney Ross, Co. S.A.
+ Lah. Lepetit de M3xico, S.A.
+ Qrganon Moxicana
+ Dromex, S.A.

DIASTASA DE Asporgillus orizae:
* Enzimas y Procuctos QUImicos, S.As
« ENMEX, S.A. do C.V.
« Prchst, S.A.

MILASE BACTERIANA;
* EANMEX, S.A. de C.V.
+ Industria Aristides Villalobos Rulz

ENZIMAS PARA USO FARMACEUTICO:
* Proquifim Dir. Cpoterdpicos
* Cia, Medicinal La Campana, S.A. de C.V.

PROTEASAS:
+ Glucosa, S.A.
* ENMEX
* Lab, Takeda de Mixico ( amilasas )

EXTRALTO ENZIMATICO DEL CUAJO:
+ Lab. Takeda de México, S.A. de C.V.
* Mexicana de Alcaloides
* ENMEX
* Hlarmann y Reimer, S.A.
* Fammacéuticos Lakeside, S.A.

ENMZIMAS, oxcopto para use FARMACEUTICO o ALIMENTICIO:
« Farmacéuticos Lakeside, S.A.

LAS DEMAS o SIN DESCRIPCION:
Quimica Knoll
Glucosa, Sad.

-

.t 8

Farmacéuticos Lakeside, S.A.
Iab. Takeda de Méxice, S.A. da C.V.

.

Farmacéuticas,5.A.

Fuente: Secretaria de Comercio y Fomento Industrial
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TASLA XXXIIL

EXPORTACTIORES POR PRODUCTO

" 1578 ‘ 1979 1980-81 1381-62 15682-83 1583-84 TCTAL

) ¥g ¥g {ENE-DIC) |(EME-DIC) |(EME-DIC) [(ENE-DIC) | 1978-84
Concentrados del Cuajo < 46 6,047 832 9,257 17,042
Aodlasas 21,632 4,610 3,297 33 28,503 46,584 104,659
Proteasas L1 33 4,178 982 5,974
Los demis 3,148 28,831 33,683 51,012 71,224 6,805 194,703

Fuente: Instituto Mexicano de Comerclo Exterior



CAPITULO X

CONCLUSIONES
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for lo expuesto cn el desarrcllo del presente trabajo,

1iegado a las siguientes conclusiones:

1.-

T2.-

. Hay una gran var;edad de sopo:tes.

se ha '

Las enzimas, como biocatalizadores, pfééeﬁtah:un
potencial de aplicacifn industfial muy giande -
por Bu elevada espec;ficidad. capncidad-cntabo—-
lica, mayores rendlmientos. etc. en relacion a -

los catalizadores 1norgﬁnicos.

Actualmente el uso de enzxmas microbianaa ge hace
nas v;able por hnbcr un me]or ¥ mas £8eil control
de la p:oduccion y obtencién de las mismas,. res—

pecto a las eniimas;de 6rigen'animél y végetal;

tanto organicos

como inorg&nicos. s1n embargu 1os maa usados a ni-

vel industrial para la inmovilizacion de enzimas -

han sido las resinasfde int3rcambla;ion1co; en el

caso de celulas inmovlliz

han sido cupa-carragenina y alginntns."

COmD

La inmovllxzacinn dc las enzimas solublea,
enzimas nnmovilizadas Y. celulas inmov;lizadas, si .
trae ventajaa. como un mejn: rendimiento en la -~
produccion, por haber. mayor concentracion_de enzi
nas por volumen de reactor; una mayor ea;abiliaad
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-8 una desvlacion enla ruta metabélica degeada.

fdad enziméti

/de jarabes de elevado contenido da fructosa:

" £i6n continua de L-amino&cidos.

se la acbividad enz;méticn ‘a cambios fisicoqulmicoa:

1a gosibilidnﬂ de su reusu: que puede ser usada ep

procesoa continuos Y otras tﬁntas mencionadae an =

”los capitulos IV y VI de este traba;o.

En Biatemaa donde sea. posible al uso de la activie~

inmovillzudu. como enzima & celula,

'es mas ventajoso el uso de éata Glcima, como se --

'menciunﬁ en el Capitulo vII,

_El:usdfy hﬁlicﬂciéb de biocatalizadores inmovili-

L zados eati'tbmnﬁao gran impacto ecnnﬁm;co.'En el

cnﬁpo de los alimentos: cott 1a produccién contlnuh

1 1a
reduccidn de un 40% an los costos de produccidn -

- por-el uso de la glucosa isomerasa inmavilizada

- ¢on. respecto al sistema convencionals. la ptdduc-

En-el ramo de la
medicina con la produceidn de csteroides y anti-

bidticos; en el &rea guimica con la prnducciéh de

142



ST

solventes ¥ en el campo de an&liais con: elwusn.de

electrodos bicquimicos. Esto denota que en_un me—-*"”

diano plazo, el mercado mundial regiatr:xupa pro—'f"

'dores 1nmovilizadoa
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APENDICE I

BIORREACTORES

144



A. Clasificacion de los Biorreactores

Los biorreactores son los reactores utilizados paru 105 pro .

cesos biolégicos. Se deben dlsenar en base a las caracher;si-f-

ticas bioldgicas, los microorganismos & de las enzimns como;W

son: control &ptimo de pH, temperatura. difusion de

tes, etc. K. Venkatasubramanian (311} classflcallos biorreac
tores de acuerdo a su modo de operaclon' '

ticas de flujo.

(311 312)

cipales tipos de bxotrEACtores.

a)

Es el reactor is slmple.‘esta compuesto por un tanque
"y un agltador. Como agitador se usa una curbina de - -
.helice ¥y una propela. Eatas: caracterlstlcas hacen que

el contenido esté perfectamente mezclado.

Este tipo de reactor es muy usado para reacciones que
presentan inhibicidn en su cinética, ya que la veloci
dad de reaccldn estard determinada por la composicidn

del medio de salida.



by

'pruductivldad eltable.

* Reactar de Lecho Empaéédo'tk;L}EJ)

La construcclon abierta del RCTA permite el reemplazo'

’ répzdo del blocacalizudor inmovilizado. También faci-__

lita el coptrel sencillo da la hemperahura y ‘el- pu._
Este slstema puede ser ﬁugerido cuando 109 costos del

sustrato no ‘sean elevados y donde se requlera de una

colqmna. 10 que aEect

r'Tiéné”la-ventaja-de un&gﬁpéfaéiﬁn simble, elevadas ve-

"locldades de-transferencia de mnsa Yy elevadas .velocida
.fdes de reaccién. Sin embargo, "debido a que algunos sis

'hemas de bioCatallzadores inmovilizados requieren de

_presencla da elevadas concentraciones de O, y que el

‘Coz sea-removido;aeste sistema no es el ideal a nivel



c)

reactor.vpofh

industrial, ya’qué ‘este problema es mdy'difiqil_de

resolver.. -

Reactor de Lecho Pluidizado (RIL.F.) %

En oste tipo de reacto

biocaualizador

Con cl £1n de mnntener bucnas ‘car

”terlsticas de filui-~
diznclon, la diEerenci enkre ln densidad de 1as parti
culas del’ biocatalizador 1nmovilizado ¥ la densidad ~-

del austrato debg ser-elcvada,—Se presentan problemas

a7



a)- " Reactor de “"Fibra Hue

.mite el paso uni:amente de

'cién de diferentes formas.,

cuando 'los métodos de inmaﬁilizacién estidn basadoa en

atrapamlente o micruencapsulacion con geles coloiﬂales?:

hld:aLados, uonde 1a diferencia de densidnd entre sus-

tratos v bwcacalizudores 1nmnv11izadus es m:.nitna.-

._Bn este sxstemu se‘debe tener mucho cu1dado en evitur

la: destruccion y descomposicion del biocatalizador - -

lnmoviliz do._El tamaﬁo de 1 articula es importante G

.para 1a formnci.on de un 1echo fluidizado 'estable. :

'El :eactor empacado ccn fibra hueca semlpermeable pe:—

.sustrato v del producto.-

Provee una’ nrea Buperficial de catéliais muy elevada'- B

en un volumen dado en el rea:tor. La selechividad del

reactor esha ‘dada pnt el uso de £ibras de dife:entes
caracteriaticas de permenbilidad Las Eibras en al -

reacto: pueden ser arregladas an un s;stema de rea:---

Bntre las mayoréa ventajas de csta';iﬁo_de-;é§¢E§r_ne'
encuentra la simplicidad de la inmovilizacién; reten-
cién completa de las enzimas o células y un reeméinzo
fBcll de las enzimas o células par# mantener una - --

actividad total o para la manufactura de djiferentes
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'productos. Asim1smo no se presentan 105 efectos nega-.

ftivos de la 1nmovllizac1un.

- L gran ventaja de este sistema ‘estriba en ‘un cuntrol,'
apropiado de la canhidad de enzimas ‘o celulas, con el-‘
" £in de nsegurar una distribucién uniforme del h;ocqtg'
lizador, gque es importanté para la estabilidad dei -
sistema. Una distribucidn no unpiforme del Elﬁﬁo reauli'
‘ta también en una resistencia en la difusidn deliéus-

trato y del producto.

Seleccion del Tipo de Reactor

Fl tipo de reactor para un proceso en particular va a depen-

der de las necesidades del proceso enzimitico y de las cun-

diciones del mismo. En la Tabla xxx:v s5e reaumen 103 taqto—_

res que influyen predominantemente en la eleccidn Eé; tipé
de reactor., o '
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TABLA XXXIV

FACTORES QUE AFECTAN LA ELECCIOH DEL TIPO DE REACTOR

1)
2)
3}
4)
5)
6}
k3

9)

Requisitos o necesidnd de viabilidad de las enzimas o células
Maturaleza del soporte ¥y método de imovilizacidn

Maturaleza del sustrato

Cingtica de la reaccidn

Requisitos operacionales del proceso

Facilidad de reemplazo o regeperacidn del biocatalizador
Consideraciones hidraulicas

Facilidad de diseio, fabricacién y escalamiento

Costo del reactor

Venkatasubramanian, K. 1983 {311}
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