
~l!A¡a\Universidad La Salle 
\\\\·~~l' Escuela de Ouimica ~'!r~w G INCORPORADA A LA U.N.A.M. 

íT:::IS CON 
FALLA DE ORiGEN 

lnmovilizaci6n y Aplicación de 

Enzimas y Células 

TESIS PROFESIONAL 

DUE PARA OBTENER EL TITULO OE 

OUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 
P R E S E N T A 

Selma Alicia Gutiérrez V ogel 

México, O. F. 1aaa 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Esta t~áis fu~ realizada, gracias a la dirección del 

Dr. Carlos Buitrón, en el ..instituto de investigaciones 

Biomédicas y en el Centro de investigación sobre Fijación 

_de Nitrógeno de la u.N.A.H. 



CAPITULO l 

CAPITULO ll 

CAP.ITULO III 

CAPITULO IV 

CAPITULO .V 

.I N D .I CE 

INTRODUCC.ION 

CRITERIOS PARA LA SELECCION DE 

LA FUENT.E DE ENZIMAS 

PARAMETROS DASICOS DE LA PRODUC­

CION DE ENZIMAS MICROBIANAS 

3.1. Medio de cultivo 

3.2. Parámet:"ros fisicoquimicos 

de la producción 

3.3. Selección de la forma 

3.4. lliperproducción de enzimas 

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA 

INHOVILIZACION DE ENZIMAS Y 

CELULAS 

4.1. Enzimas 

4.2. Células 

CARACTERISTICAS DE LOS SOPORTES 

INSOLUBLES PARA .INMOVILIZAR 

ENZIMAS O CEJ,ULAS 

5.l. Naturaleza del soporte 

5.2. Carac<eris:.icas del soporte 



CAPITULO VI 

CAPITULO VII 

CAPITULO Vl:II 

CAP:ITULO IX 

5.J. Mecanismos de interacción 

soporte-enzima y soporte­

cél ula 

METODOS DE :INHOVILIZACION DE 

ENZIMAS Y CELULAS 

6.1. Métodos de inmovilización 

de enzimas 

6.2. Inmovilización de células 

FACTORES QUE DETERMINAN LA ELEC­

CION DE LA ACTIVIDAD ENZIHATICA 

A INMOVILIZAR COMO ENZIMA O 

CELULA 

APLICACION DE ENZIMAS Y CELULAS 

INMOVIL:IZl\OAS 

B. l. Enzimas 

B.2. células 

POTENCIAi. DE APL:ICACION DE 010-

CATl\LIZADORES EN KEX:ICO 

10.1. Panorama NaciOnal de la 

industria enzimática 



CAPITULO X 

APENDICE I 

DIBLIOGAAPIA 

10.2. Potencial de aplicación de 

la actividad enzimática en 

México 

CONCLUSIONES 

BIOREACTORES 



CAPITULO 1 

INTRODUCCION 



Las enzimas son proteínas eli:i.boradas po.~ ~as .células animales, 

vegetales y inicrobianas, que presentan capacidad catalítica.para 

aumentar en gran medida-la velocidad de las reacciones químicas 

específicas de las células. Este.hecho ha coristituido un factor 

importante pa~a la ~ustitució.n de los catalizador.es inorgánÍ~o~. 
por enzimas·. (1,2) 

Debido al gran número d~ en~imas · qu.~ se conocen en °1~:'. ac.tu~ú'- . 

dad, apro~imadamente · un.O:s ··,!~s :ni.il difer.Bntes pa~·--·céiúia_·baC·te- -· 
.- ' - .· . ¡ ,. '. 

riana, ha sido necesario" establecer una cl.~sific.4Ci6it inter·na- -

cional. (Tabla· r) 

.. . . ·. ·, . 

son Las enzimas, · erl · ~ier:~6:~· .ca-Sos, - dE!{jerid~-n -~~ _· ~ofaCt~~e·~, ·que 

~01écu1as orgáni~as> cvi_t~amÍn~~--. -~ü.C1e~_s protéic_os, etc.> e 

inorgánicos ci;;,~es.-.m-~:~ . .S_i~c9_s.·-y no "metál.icos) que se encuentran. 
. . ' ' ' . . 

íntimamente relac~onadOs·. dUrantÉ! la reacci<'in, donde Pueden ac-

tuar como donadores .a.ceptores d~ electrones, etc. { 4 J 

Para que se lleve _a cabo··ia· r
0

eacción enzimática, es. n~cesario 
que el -sust,r~·t¿,-:_.~·~ ·u-~-~---~i_'- s

0

it-io a~tivo d
0

e 
- .. ,-. la enzima, donde se 

encuentran grui>ó:S. ·que -cn.i_.!azan a'! sustrato y ot'ros que efectúan 

la catálisi~ ~-':'Lo';· ·~~c~~:isnÍos · de catálisis ó de transfórma"ción 

actualmente C_?iiÓcidos son~-. it )-- Acido-base general, b J Catálisis 

por· di.stO~·c'i~n·>·-c·(_~~cl~ofí1Íco ó electrofílico, .dóii.de se - --

pueden formar enlaces covalentcs transitorios. La existencia 

del sitio aC_tivo hace que _la naturaleza del sustrato sea a1ta-
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mente especifica para ca.da.enzi~a. _(5) 

Los factores que afe~tan_:ri: ~~l.~~-¡d·~d ~e uña reaccióR. catali-
·.·~ ' ' 

zada enzimáticamente · sOn:' ;a >--:~i:!~peiatúr~-- ('6~8) í t:Í)_.Pot'ericial 

de Hidrógeno ( 9) 1 c) .cQ"rl~'~~traCi6i1'~·dC{'.-s~~tC:~t~' ( 10) 1 --d_·) Inhi-

bidorca enzimático•· (,;:;i,~~~!~~~~,·~1~;~tI~1~,'.;,:,- ,··· 
Mlchae~is y Menten, on}-191S; 1:de(hijerón'¡:1a:··exprésión mate'mática 

~ _-, -:;~ ~: i.~}i;<:.;.f:i::~:.',:::f/;l.:t,1:·~ ·: ~_1,;¡';~gfA'--~~·;-;~::-:i:-"<. ·:> .-. --. 
de la velocidad de:una;-:reacci6riycatalizada .. por-'una enzima en -

" ·_ ·--> .. ::-~ ·.~~.¡-;;,,;~\j_~'.~~~;fa;~-f;¡;,;.:;-;;.·;;.._',:[,\~.:.:t(;~;_- ~-::. ;,,\ :~ -, : . -: ... 
función de la concentraci6n,'·de:-::sustrato-.·;._Esto -ha .. sec;vido para 

. : -. ' ~-:. -----'~,--:.~.~,~'i.?:\_~-.. "f7,'ftj,-X·f'.1'.;;~~¡.¡;~_:;"~'t:s-:;~¡::_.t;~::·~::·,·;-·.-_.. -_, __ : ·' . 
determinar la afinidad_~d~~la::enzi~_B_'_:~~o~_-.'.'.Un~:.dOtOrminado sustra-

::· :::::::::·::;:¡?:t~rff t~f~~~t~~t~!~t::::::::
1

:,:::::::::: 
enzimática_ I ~4-~:6)··:·/:. ,'"\'i/; ::->~'· :.·- , 

Los mecanismos de regÚl~c¡_¿~ de la producción de enzimas se han 

dividido en: ·a) Induccióri i ti) Represión por retroalimentaci6n 

y c) Represión catabólico·. 117-19) 

Las enzimas pueden provenir de fuentes animales,vegetales y ~! 

crobianas; éstas últimas, como se verá en el Capitulo II, pre-

sentan mayores ventajas, t.itc-s corno el tiempo de producción, -

etc. Las enzimas microbianas pueden ser extracelulares, esto es 

que son excretadas al medio por la célula durante la fermenta­

ción ó pueden ser intracelulares, loo cuales quedan confinadas 
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dentro de la célula. Las enzimas extracelulares, al término·de 

la fermentación, son separadas del caldo de-cultivo y __ a .traVés 
. - - - ' . - .- '. . 

de procesos de operacia"n~s unitarias,_.como la CentJi.ifugación_, 

filtración, etc., son tratadas para· ob.tÉ!ner una. prep~Í:-aci6ri ~..:. 
·. ' -. - ._ . . . .. 

comercial que responda a los criterios· de_ pu~CZ_a y __ calidad·'de-. 

seados. (20,21). En el caso de enzimas intracelui"á:res, ·se-.- -­

requiere de una etapa suplementari8, que. e-s. ia·;'~·i:¡p~-~-~~- celular. 

(22) La Tabla II presenta un· diagrama· de· rccu·p·e-rac'ió~;;d~ e'~zi-

mas. 

-- -·.: ., ;>. ',-;-:_~ '·:;'::; 'o· 

Desde el-punto de vista práctico, 18.s e~~·{~-~-s ha·n ·'.~i~~"~i-1ii~'~---
das por el hombre, aún antes de. sabe~ de-. s·ú:'eXiá·ten~é'1a--;--:Ta"1. es 

.. -. "-' .;·, ".:.""'' 

el caso de la fermentación del -pan, :d:o_1-_·:_v-inO_(:~_dB-·:-,;iiÍiié_ñ_tO'il_'-f~~,~-. 

mentados a base de soya y arra~ y otr~~,_'~~.,~~~~-~~~i~~~-~-f~S;·~·._. - . 

.. <, .:<·~.%:~~t~11,f;i~&~J~~· L·.· 
(24-27) 

Sin embargo, la aplicación durante ·.eSt°e'"si"glo~·-~_de·:.fas -_erizimas"· 
· ·. '~(·,, ti:/--·,:._~_¡;;.;/,'.;i'.':~;:n::-'·~-:1:.,;.-,·.;~.-r~~/,·1-';.; ·_;:,-,;~ .. 

solubles ha tenido grandes ropercusiOnes::_eConómicas .. a;_nivel 
' ----~ :::--· ~~-º'? .. ~-'--1·:/:'":~--~-\'.':'l'":t:;·~-~-':~t:::---~~: ·':'.~~---- _: .·-·_-: .. _ -. -

industrial. ( 28-33 > • __ Lª_,-,T-~b~ª.:_~-_I II:: _pre_~~-nta--7'~r~-~-D_s0s _, indus_tria- -. 

:::~:::·::::· ·· ~·~~ri]~llli~!i1i'~~,···;, 
El avance de . la teCnolói;i!a-,:eóziriiática_:~nO 1:'solo ·ha qÚerido entrar 

en hor i Z~.~t~~ :_-Ya: ~~~·~-~rO.l~a-~b~:~'.:~f '~--~-~-:;::~--~;7~~;;~,;~~~:~~~-- ~-··.l:ie.g~ r a 

otros campos como. el análisis·,cuantitativó--Y'·cualitativo a - -
, · ...... __ ;-, .. ,.·_-.-.•·.----:""-·:,··. ·_: .. - •' . ·-· 
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l. 

2. 

J. 

4. 

s. 

•• 

TABLA :I 

CLAS:IP:ICAC:ION INTERNACIONAL DE LAS ENZIMAS 

NO M D R E 

Oxido reductasas 

Hidrolaeas 

Transferasas 

Liasas 

:Isomerasas 

Ligasas 

REACCION QUE CATALIZAN 

Catalizan la transferencia do 
hidr6geno. 

Catalizan la introducción de molé 
culas de agua al sitio específicO. 

Catalizan la transferencia de - -
grupos que no sean hidrógeno. 

Catalizan la adición de dobles 
enlaces. 

Catalizan las.reacciones de isome­
rización. 

Catalizan la formación de enlaces 
con escisión del ATP. 

Enzyme Nomenclature, 1973. ·. (3) 



TABLA II 

DIAGRAMA DE RECUPERACION DE ENZIMl\S 

CALDO DE F RMENTACION 

INTRAC LULARES 
¡ 

RECOLECCION DE CELULAS 

RUPTURA CELULlR Y EXTRACCION 

ELIHINACIJN DE DEBRIS 

PRECIPITACI!N FRACCIONADA 

RECOLECCIO~ DE SOLIDOS 

EXTR~CCION 

EXTRAC1LULARES 

ELIHINACI01 DE CELULAS 

EVAPOrACION 

PRECIPiTACION 

RECUPERACIO! DE SOLIDOS 

EXTR CCION 

CROMAT GRAFIA 

ADSO!CION 

CONCEN RACION 

SEC DO 

Adaptada de Scriban, R. 1984 (23) 
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TADlJ\ I'I:I 

USOS INDUSTR'.IALES DE ~NZIMAS SOLUBLES 

ENZIMA SUSTRATO PRCX:ESO 

alfa-l'l!lilllSll Almidón Producción de dextrinas 

t:cta-Amllasa cxo-1, 
4-alfa-D-glucosidasa ALnidón Producción de maltosa 

Prob?aSaS Protelna Produccion de peptonas 

Papalna. Proteína de cerveza Remoción de la turbidez 

h?nin.3 caseína Prochx:clon de quesos 

POligalacturonasa Pectina Producción de jugos de frutas 

~lulasas Celulosa 53carificación 

Triacilglicerol-lipasa Lip.i.~ Hidrólisis de Lípidos 

bot.a-D-fnx::tofuranosidasa Sacarosa Produc:ción de azúcar invertida 

bet.a-D-galactosidasa L:lctosa O:!scatpOSición de la lactosa 

illfa-D-<;:¡alactosidasa Raf1nosa D::scarposición de la rafioosa 

Glucosa-isarer..isa Gltx:OSa-6-fosfato Producción de jarabes con 
elcvac1o contenido de fructuosa 

/mino.'.lC i lasa 

/l.ntocianasas 

l\Ml' desaminasa 

Esteroidc 11 IA!ta­
IT'OllO-OXigen.:isas 

'11x::mas, D. et al, 1982. (341 

N-.:icil-L-arnino.'icidos Producción de L-arninoácidos 

/l.ntocianina 

f<cich adenílico 

Esterol 

7 

rccolor.:ición de antocianina­
gl ico!üdas.:i 

Producción de ácido inosínico 

Producción de esteroides 
precursores de horrron.:is 



.. 

TABLA l:V 

ALGUNOS USOS l\Nl\LITICOS DE LAS ENZIMAS 

ENZIMA 

Glucosa-oxidasa(más peroxidasa) 

Ascorbatooxidasa 

Alcohol-deshidrogcnasa 

Glicerol-qui nasa 

Alanina-aminotranoferasa 

Aspartato aminotransferasas 

Wiscman, A., 1980. (35) 

B 

SUSTRATO-

Glucosa 

Acido ascórbico 

Etanol 

Colesterol 

Alo.nina 

Acido asplirtico 



ENZIMA 

L-Aspara9inasa 

Lisozima 

Penicilinasa 

Uroquinasa 

TABLA V 

BHZ:lMAS PARA OSOS ~BRAPBDTICOS 

MODO DE ACCION TERAPEUTICO 

Oeqrada la asparagina del suero de 

la sangre, metabolito esencial en 

la producción de células cancerosas 

(leucemia). 

Disuelve la pared celular de bacte­

rias. 

Termina con la alergia a ~·a pe~icii­
lina. 

Ayuda a disolver. Coa9u10S · ·~n._problg_ 

~as de' t'rO~b~sJ:-~·~' 

Uolcenber, .J.S. 1982. (38). 
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otros más (37#38). La.Tabla: IV presenta algunos us'os arialtti­

cos de en21;mas y la T.&bla_ V u-sO~ 'terapeúticos. 
- -- . --- - . -.- _- .. ' . 

cón·_e1 -·~in. de·_· º~~~ne~- u¿·_._,me;t::r. aprovechamiento de las. enzimas 

solubles :que so~- Ó~·~;;;6-~~ci-a~ ::a"l té~m¡no de un -Pro~-eeo ·y ~-ue po-· 

· tenc~i~im~rú:-~ ·,pÚ~d:~-~:::Ser_ -~-~-cuP~ra"~as y· reusadas, .. ~a _ingeniería 

enzimática ·h-¿,·:º~~~pue·~to# :como io· verem.O~- ~"' Cap.it-ulos_ POste­

riores-, ·1a · 1~-~·ov-:tl..iza-ción de:en:i:imas· solU_bie"s_·; --~~-! e~~~-' de·-. 

células.:: l~d)·:"::. 

Lá". inm~~-1iiz·~~-16n·;. de , lit ;acti'Vidad. enzimátic::a, ~~-~d~- ·~-~~-e~'-,.....; 
ve~~~ja·~-~-- co~~--::_~-~ -uti"iizli'ciGn .eri proce~OS-:c~-n-ti~uo&~: .ma·Y:or- .. · 
~~~~en~~ac¡6n".-~nZ~·m.Atica·.por volumén ~e reaCtor·, ·etc.· El .té!: 

ininÓ"en~:l.·rna:· inmovili2ada .. :·se refiere ·a la- enzima· C}ue 'tiene' -

una lo~ali:i:~éióO·':-ó ·c~nfinamiento en_ una-.'ei~rta t'eqión del 

espacio con retención de sus actividades catalitic"as, que se 

puede usar- en forma repetida y continua; además de presentar 

mayor estubilidad operacional que las enzimas solubles. (40) 

r..n 1972, aparece por vez primera la aplicaci6n industrial de 

las enzimas inmovili~adas con la producción continua de -

L-aminoácidos (41), por la acción de la aminoacilasa inmovi­

lizada, asi como la proQucción de ácido aminopenicilinico y 

de fructoso con la penicilinamidasa inmovilizada y la qluc2 

isomerasa inmovili~ada respectivamente, en Estados Unidos y 

Japón. (42) En 1976 ap.:ircce la primera nplicación industrial 

de células inmovili~adns para la producción de aminoácidos 

lo 



(43). Las células inm;,vil.izadas'presentan .ventaja:! -sobre las 

enzimas iramovilizadas :como· son el: ·a_m.inorar los _gastos de 

extracción de _las enzimas·~ - a·~m~~to de ia estabilidad enzimá­

tica, c~enta'il con,l~-~-:··~·~~a_c~-~res' n~éesa~ios, para llevar a -

cabo las .-reftccioneS, i!riZim.li\::-icas · simpleá ó en cadena, en su 
-'·t~-, 

mismo habitat (4_4) ~-

' '' . _.- ·_,_-... 

sin e~bar9~·.' ·h~y·---~'ie:r-:-~-~- -difiCultades que presenta la inmovi-

lización de enzimas y células.que' tienen que ser superados, -

para que puedan tener u~;. ~aY~·r Í.mpa~to. ~'nivel comercial (45) 

Por consiguiente esté-· t:rábafo t~~n~_: pe'~ objetivos: 

• 

• 

El estudiO·:·'de·· ~-~:~.~:.:i'.i~~~~-~~ntoS generales 

para la pr~d~'~'i;i6n·:d·~·::;;;~~irii'a"s m1crob_ianas. 
_ - : .-_ -,::·:~-;· /';'~~~a:-.. ::?:·:·5:;~/::·-:)·: ... -.-:,._.',_~· _ 

Anali_zar _.17 __ ~:· _ca~~cter_~s_t.ic_as de. __ los principales 

mét~d~s·:·d~.:-~;~~-6~{-~'i2:'~c;-i,6~ _--~ar~ :eÍl~¡m-as y células. 
·-';. ---:_-;.,,, ·.• -~-

EBtabl~~~r- ... í~~-.~cr:i t~~·io~·: de-·--~eiección del uso 

de. -l:a- -~c't-ív'Í;~-~-~·-.-~~'i"t'~iit'.i~~----~omo -.~~zima inmov!. 

li%-~da ó::_dO~Ó-:-~~'i:~~i~''.in~oV'.ilizad~. 
- ... - -, .-... 

Pr~sentar· 0 ias··prin.ci.palCs aPlicaciones de las 

. ~n~ima~-- i~i:n~~-ili:·~a·d~s. y _de las células itimov!_ 

!izadas.-. 

•· Dar las peÍ:-spectiv4s de· la aplicación da las 

enzimas de interés.comercial en México. 
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CAPITULO II 

CRITERIOS PARA LA SELECCION DE 

LA FUENTE DE ENZIMAS 
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2.1. Criterios pnra la selccClón'de.la 'fuente.de.enzimas. . . . 

Las enzimas pueden provenir de tejidos an,,;.~l~s, vegetales y 
. . 

de microorganitimos. En la .Tablá. VI·· s·e· d~n· :ejemplo!!i. de cada una 

de las fuentes antes mencion~das·:·· st~ ~inba~~·o:; ei· de~'arrollo -

ourante los últimos 25 .años ha ·~ido· p~~mordialm~nt~ encauzado 

hacia las enzimas de origen microbi'ano, por lO:s siguientes - -

razones: 

DISPONIBILIDAD: 

La qran varieda~ de mlcroorqanismos que existe en la natura­

leza, así como la qran cantidad de reacciones que pueden 

llevar a cabo, ha hecho de éstos la elección favorita de los 

investigadores e industriales. (46} 

Estas fuentes microbianas una vez 'aisladas, seleccionadas y 

.clasificadas, son conservadas por inétÓdo,S e~peciales como -
,.·,· 

la liofilización, sin· cambio Alg:uno·:·"an ·,~~',~¡,mP'ortamÍ.ento en 

las llamadas c01ecci"on°o~:>~¡·~·r~~{~·~·~.~-~~:~·~'?~'6:~d~:.-.~~eden,.. ser -

solicitadas paé-a ser u~~~.¡·~~ ,en ·pro~-;~¿~;:1~·~'.uStri81es'. (47} 
· .. -. -~ . -~';.:_;.;-:;·;:J,~~; .... o·; '-. :.·· . 

. -:>.. •• -.'>.o,' 

Algunas característiC.iiS · '.dese·~~-1~·5<::¿ ~-¡¿·;¡:_::~Y~·r60~·9~~Ísmos a 

ut;ilizar es que sea tcrm~~~·~·i'J~;~~~~e."'~;·~~·~· elevad~ pr~duc­
Lividad, que· sea fáé::iinl'énto·: ~;n·iP'uia'~o·,·~geiiét"iéamerltC!1-_ etc. 

' " .. , - .... , .. ¡.· ', ·-. - .... .".·~· ., '," ,•,·. 
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bles. (48,49) 

Otras ventajas que tienen los microorganismos, es que pueden 

utilizar casi cualquier compuesto como f~ente de carbcino,_ lo 

que hace viable el uso de desechos orgánicos industriales y 

agroindustriales. (50) 

TIEMPO DE PRODUCCION: 

El tiempo de producci6n de una fuente microbiana.es.much~·~ás 

corto que el de una fuente de origen. ve9eta~ ,o ~~f.· .,(5~) 

La producción de enzimas provenientes .d~ -f·~~-~~~~- ~i~·~6bia~a~-
se lleva a cabo en un fermentador,_'.q~~ ~~-:~-~·:-~¡-~~-~-~ª _t.otal­

mente definido, en condiciones controladas·;·- Por" otro ·lado-, -

las enzimas de fuentes vegetales o_añimales· dependen _de·con-. 

diciones climatológicas (agua, sol,'tem~eratura, etc.) que·no. 

son controlables por el hombre4 Esta· variación t?n las condi­

ciones de producción puede. llegar ll. afcc_tar _el_ rendimiento· -

esperado. 

CALIDAD: 

La calidad de una fuente microbiana será máS c:Onstante· debido 

a que se Licncn condiciones definidas;·· ~~m~";s~·:·,:h-ab!~ ya co~e!!. 
tado, mientras qut una fuente vegetal y animal, al·tener vari~ 
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ción en los parámetros de producción y' conservación, presenta­

rá una calidad muy variable. 

SUPERFICIE: 

te microbiana,: .se.r~ la que.·ocuPe·· un .. fe.rmentador~-Con .sus equiPos 

adicionales, que . no ·es .~,i ;~-~~_cit_a.ni~,~~~'·_ ~~~~;:a~¡-~: ·.á :.'~a éxtE!rsión 

r~queri_da para. e1_:-cuit.·1~0 de ~ria. fuente, y:e9etál' :.o· para una . .;. -

fuente animal.·· 

COSTO: 

Este ·va 

.. - '~ -. '', ::· •. :_.:.. ,,.·- , 

a depender de la. en~i~~. a~·· t~-~-~-á·r ~ ~- Pci~ ·'·:~º- ~~~~ral ;: ia·s 

o .3nimales •. s!n embargo actualme'nte!'..'_.~a-Y_ ... a--i9'u~~~-·.'e~zimas veg!!_ 

tales como la papaína, que son m~.~< ~'cOn6~id~·~,--~· _(5~.J 
~~· ._,.; :• 

Como se analizados 

favorecen la elección da una enzima.microbiana. 
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TABLA VI 

ENZIMAS DE DIFERENTES PUENTES ANIMAL, VEGETAL Y MICROBIANA 

FUENTE ANIMAL FUENTE VEGETAL FUENl'E MICROBIANA 

Renina Papaína Ami lasa 

Tripsina AmilaSil de Malta Celulasas 

Pepsina Bromelinil Glucoisomerasa 

Lipasa Ficina Pectinasas 

Pancrcatina Peroxidasa Protcasas 

Uroquinasa Lipoxidasa Renina Microbiana 

Adaptada de Scriban, R. 1984 (23) 
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TABLA VJ:I 

CJ\RJ\CTERJ:STICJ\S DESEABLES DEL HICROORGANISMO PRODUCTOR DE 

ACTIVIDAD ENZIHATICA 

l. Es deseable que la enzima sea excretada al medio, para 

reducir los costos de recuperación. 

2. El microorganismo debe ser termofílico para que la act!, 
vidad enzimática sea más estable. 

J. El organismo debe poseer elevada pr~du~tividad y ser g~ 
néticamente estabie. 

La enzima producida de~e po~c!er ·el~viida:· .cié:::tividad • 
''.-·_:, •• 

s. El micr~oi:qanismO no deb~ ·:-pr:;;-d·u'ci·r :~SúS'i::an·c·i 'as·:--t6Xic.as. 

Ol?be s~r. fácil de ~a~_i-~~{~~<-~~·~ét¡~~~~~;;~~-~ ;·a~~: poder 

hiperproducir enz~mas. 
•• 

7. 

:·_<;·:.~_-::;: -: ,• 
El microorganismo debe s"er· -~a:pa~: .. d~-reSiStir elevadas 
concentracione's de sU~ti:-~to ·:y :.de. :prOd~~to. . . ' . . ' - . . 

8. El microorganismo debe- trabajar en··un ·rango de pH y de 
tcmper.:itura fácil dÍ::! coritrollir~ -· 

Adaptada de. Ko_chova-Kratochvilova, A. 1985 (48) y 

cheetham, p.S.J. 1987_ (49) 
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CAPITULO :III 

PARAMETROS DASICOS DE LA PROOUCCION 

DE ENZIMl\S MICROBIANAS 
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3.1. Medio de Cultivo. 

A nivel industrial, con el fin de.'reducir los costOs de pro-

ducción , se tratan de usar.d~sechos ~groindustriales como -

sustrato~, pnra la.pcoducci6n de algunas enzimas (S0-53). En 

la Tabla 'ÍIII~ -~e_, e~c~~rit~,an ".'j-emplos -'de algunos de- estos -. -· 

desechos qúe· pu~d-~n si!~;-Utiliziidos como_ sustrato de ferment!_ 

clones._ Estos --ro~di·Ó-~~c·-~on·-:d~-- ~omposición compleja y pueden . . . .- .- . -- .-- . ' . 
suministrar· <ilgu.nos nuti:-ientes, incluyendo polisacárido.e;· 

' ' ·.•.·. ' - -· ' 

proteí.-ttas·~- am"i~;;-áC.idos, - lí.pidé:iS, n~cleótidos 'Y• en 'ocasiones, 

tr;,_zas -·:de ·.::~~-~~,~-ri;·os·-,-~ ~itaminaS, y varios inductores. Es muy -

_importante qu'e<los -coinponentes del medio se encuentran en -­

gra.nd~·s ca~~i-'d~~-es-~ libres de comp~'estos tóxico~ y qÚ.e la 

composiCión' del médio sea constante. sí.n embarga· •. es importa!!. 
. . . 

te· recordar que el medio ideal es aquel en·e1 _que todoS los 

ingredientes son utilizados por el organi'smo para la produc­

ción de biomasa, energí.a y produc-ción de las enzima'.s desea­

das. La presencia de elevadas-concentraciones de azúcares -

reductores y/o otros ingredientes pueden causar represión 

catabólica, pero si se encuentra en la forma y concentración 

adecuad8 pueden haCcr·que la.producción de la enzima sea la 

máxima. Otr~s :requi~it~s,.-qué debe presentar Cl medio de 'fer-

mcntnción es que su viscosidad no sen elevada para evitar pr2 

blemas de tran~fSicnci·a .de masa ·y ox!g~liO ( S4) 

19 



TABLA VIII 

DESECHOS AGROINDUSTRIALES QUE PUEDEN SER trrILIZADOS COMO 

SUSTRATO DE FERMENTACIONES 

• Rastrojo y Olote de Maíz 

• Rastrojo de Sor90 

• Ba9azo de Cbña 

Melazas de caña 

Paja de Trigo 

Pafa de Frijol 

• Cascarilla y Paja de Arroz Palay 

Suero de Leche 

• Licor de Maíz 

Harina de Pescado 

• Harina 

Adaptada de Leal, H. 1985 (53) 
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3.2. Parámetros Fisicoquímicos de la Producción. 

a) Temperatura y pH 

Generalmente todos los procesos fermentativos liberan calor, 

io que hace necesario un sistema de control de temperatura. 

si el microorganismo es termofílico, este control no debe·-

ser tan estricto, lo que aminora los gastos de enfriamiento 

del fermentador. Es necesario conocer la.temperatura óptima 

de producción de la enzima y crecimiento del microorganismo, 

con el fin de seleccionar la. temPeratur:a óptima a trabajar 

en fermentador {55) 

Al igual que la temperatu.i:-a, el p~ es. un.par~met~o crítico 

en el crecimiento del microorganismo y producc-ión. se re­

quiere. de un sistem~-
0

de ·cont'rol, así como el conocimiento 

del pH más. adecuado p~ra obtener los mejores rcsultad0s. -

l•l 

b) Transferencia· de oxígeno 

Es necesario conocer la demanda de oxígeno del microorga­

nismo para poder seleccionar los parámetros más adecuados 

de aercación y agitación del fermentador, con el fin de· 

evitar una inhibición en el crecimiento y/o producción. La 

lransfereucj¿¡ uo oxíg~no del aire al medio de cultivo.va a 
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estar li~itada por la viscosidad del medio (56) 

3~3. selecci6n de la Forma~ 

Existen dos tip~.s de cultivos. El cultivo semis6lido, en el 

cual el cre~i~ie~to del microorgan~smo se lleva a cabo sobre 

materiales sólidos sin la:·-·p~·~seÍ1cia: de agua libre; y el cul­

tivo sumergido, ·ei" cual s·e realiza con elcVada cantidad de -

agua libre. 

El cultivo semisólidÓ se ha·utilizado de~de hace varios siglos 

en los países orientales, para la producción de algunos alime~ 

tos fermentados (57,56)·. La Tabla IX presenta '.algunos de los 

procesos orientale~ de cultivo semisólido. Mediante este tipo 

de cultivo se obtienen únicamente enzimas extracelulares como 

producto. deseable de la .fermentació·n. ES tas. enzimas pueden -­

sert amilasas, celulasas, proteasas, etc. sín embargo, el cu! 

tivo semis6lido es más complejo que el sumergido, en virtud de 

que la _i1i;terr~lación_ ainb~ente-sustrato-or9a~ismo tiene diver­

sas limitaciones. físicas y,. en consecuencia, el sistema reac­

cionante presenta grad~entes de pH, temperatura, humedad, - -

etc., que afectan críticamente al sistema (59) 

Las características de ·la fermentación semisólida y del cul-

tivo surnCrg ido se reslil"ICn en la Tabla X. 
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TABLA IX 

PROCESOS ORIENTALES DE CULTIVO SEMXSOLIOO 

PRODUCTO SUSTRATO ENZIMA 

Tempeh Soya Proteasas 

Miso Soya I'roteasas 

Arroz L-Arnilasas 

Tapé ketella Yuca Ami lasas 

Ang-kha Arroz Arnilasas 

Ontjom Cacahuate 
' 

Proteaslls y Lipasas 

Carrizales 1 v. 1983 (57) 
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El cultivo sumergido, a su vez, puede ser de dos. tipos1 el - -

cul.tivc· "batch" e en l~te.; ·y el cultive continuo. La principal 

diferencia entre los des, es que el cultive continuo está en un 

estado estacionario (steady-state), esto es, que el 'crecimien-
. . " 

to ocurre a ·una "'.eilocidad.'constánte,· así Come qUe las ccndiCi~ 
.- - ' · .. ' ·, -_·· . -- _ . 

. nes ambientaleS permanecen ccnstantl!s, mie-ntras que· en el cul-

tivo -en ·1~te- hay va~i.aCión de-- i~á pa~~metr.oS, ~~~~9- ~en6ic~ad~·s 
(60; 61) 

L·as C8ra~te~Is,~i~~~ · ~01-- cultive continuo del cultivo 'en lote 

pa~a l~ pI:odUC'ci6r\ de .enzimas, se encoontran .l!n· ia Tabla XI. 

El c_riterio predominante para la elección del tipo de cultiva 

será ei eccnómicó, el cual va a depender de la capacidad de -

·producc.i6n ~e enzimas en el sistema a elegir. 

3.4. Hiperproducción de Enzimas. 

Cabe mencionar que con el fin de acrecentar el rendimiento en 

la producción de enzimas se ha recurrido a la hiperproducción 

de enzimas a través de la genética tradicional (62), para la 

obtención de cepas que no requieran de inductores así como -

que no sufran represión catabólica (63). Por otra parte, la 

ingeniería genética a través de las técnicas de transferencia 

Y expre~ión de clones ha hecho posible l • .i:.hiperproducción de 

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

renina para ser usada en l;:i lndustri;:i quesera (66, 67) 
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TADLA X 

CJl.RACTBRISTICAS DE LA FERMBNTACION SEMISOLIDA Y DE 

LA FBrureN'l'ACIOH SUMERGIDA 

CRITERIO 

conocimientos fisiológicos 

Conocimiento tecnológico 

Mantenimiento de las condiciones 

CULTIVO 
SUMeRGIDO 

Mayor 

Mayor 

óptimas Posible 

Control de los parámetros Sencillo 

Enerqía de mezclado y aereación· Mayor 

~gua requerida ;Mucha_ 

Generación de aguas residuateS · -~Elevada 

Costo de Inversión "Elevado 

Enzimas Producidas ~.i1~-id~S 

Adaptada de Oriol, E. 1985 (59) 
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CULTIVO 
SEM.ISOLIDO 

Menor 

Menor 

Difícil 

Dificil 

Henar 

Poca 

Nula 

Reducido 

concentradas 



TABLA XI 

CARACTERISTICAS DEL CULTIVO CONTINUO Y DEL 

CULTIVO ESTACIONARIO EN LA PRODUCCION DE ENZIMAS 

CRITERIO 
CULTIVO CULTIVO 
EN LOrE a:JNl'INOO 

Velocidad de Crecimiento Variada COnstante 

Velccidad de Producción Variada Constante 

Q::rrposición del Medio Variada Constante 

Posibilidad "" Represión catabólica fuyor Me~r 

Posibilidad de Mutación t-bnor Mayor 

Posibilidad de Contaminación ~nor Mayor 

Costo del F..quipo ~nor Mayor 

l•roductividad ~nOr Mayor 

l~bert, D. 1961. ( 60) 
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CAPXTULO XV 

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA XNHOVILXZACXON 

DE ENZ:rMAS Y CELULAS 
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4.J.. Ventajas· y Desventajas de J.as Enzimas Inmovilizadas. 

Hasta· hace una década, .. J.as·.enzimas han sido usadas .en forma 

soluble en pr~cesos por lote, lo que trae como consecuencia 
- ' . . 

que al finalizar· ~a f~rmenta~~ó~ dese~da la enzima activ~ -.­

quede como parte _intecjrante:del medio.de cultivo.· Este hecho 

causa que::· fa' en~i~:~ - ~~~:U:~ '·co~·t~~inan.te más a _sepa'r~ _: de.l , pr.e. 

dueto de~eado,-- asr:-~o;n;:,· que ·su· proceso para rec~Peraria.~y 're­

usarla s~.;,:·_ tci"cnica~~~te m1:1y difícil, así ct1mo costoso. Asimi!. 

mo, las reaC~iones. enz.Í.~&t·J.~as con ~nzimas libres sÓlo. pueden 

ser llevadas a: cabo en''pr:ocesa:s por-lote ("batch");· lo que·-­

presenta u'!a menor Producl:ividli.d que la obtenida en un ~roce­

so contirÍUo · (68) 

Cabe m.!~cio.nar que hay enzimas que no son di! inte;rés· para ser 

recuperadas, .como son las proteasas usadas en deterge_ntes, .. -­

las amilasas y proteasas usadas en la industria panificadóra, 

etc., ya que forman part"! integrante del producto; sin' .. embar­

go, hay gran cantidad de enzimas que únicament'e intervieneri -

en la conversión y formación del producto, como son l:a.:- - -­

e -galactosidasa, la paPaína, etc., que sí son de qran···interés 

industrial para ser recuperadas y usadas, debido a ·su: elevado 

costo de obtención y recuperación~ (21} Este hecho ha .impuls!_ 

do a la ingeniería enzimática a desarrollar métodos de. inmov! 

lización con el fin de que la enzima sea fácilmente recupera-

da y reusada. 
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El término "enzima inmcvili=ada" se define 'Como ~a enzima que 

tiene una localizaclón·o confinamiento en Cier~a región del -

espacio, con re"t.enci6-n de ~-ú--~~-~-iv!da'd c~ttllttica y que se -­

usa en t'orma repétida y - ~~~~-~~i.l"a\:·· 

El termino de local·i~~-c-1'6n·: o\:~~~-fi~~mi~ht.o de la mOlécula de 
-· ·-· 

la enzima puede. te-ner .::dit~J;~;;._t;.~_S-;:~_ignitÍCados • -depe.ndiendo si 

la enzima está uni:U -~~Va'i~~-~-~:.;~~~~·':'·,a -Ü·n poÍimero insolu~le, 
si ·está adsorbida a un' so~-~~_te·-_.-¡·Ja~1ub1e. de naturaleZa orq2i.­

nica o inorgánlca o si. est~-- atrapado,' ó' ·microencapsulado en --­

geles o membranas sintéti~As.: La palabr~ - .. continuo• se en fa-

tiza' ya que la ~nzim~ p'uéde· ser -~s~d~ ·en uu·, si6tema CClnt'inuO·~ 
en donde Un s~stC.ató e~ ':¡~~eC·t~do ··a._· un reac~or :~~ .·i~~~~·-.-~:~~~­
tlnua y el prÓductO ;es .removi~o también "de f~~m~ ~o·n_f.i~úa· I C-69.J 

'·',:-
-. .· -- . 

Las ventajas que Presentan .las eOzirnaS .iOrnb\.i1'i~~d~&; ~-~~--~-~(~O; 

lJ 

2l 

lJ 

41 

Sl 

6) 

71 

-.-:, --,:_. _,,·;;, ,_- -.. 
,--:,·> 

. . ,_._.,, 
': :-;,_~, ~ .. 

son enzimas más baratas, ya, que pue~~~'Í'&~~~;;~~U.~·a·d~;~·::·: 
Se pueden usar en proceso contií-uiO'; -,''.),j'~~-;~.~~--:-:;": -:;·.· 

'--· •• ·.;-:, •• --"e;;-: ,. ,. 

Los productos quedan libres de '·1ias.: C;.JZ°J:~~-S'.\": <-:_:º:. -

La formación del producto es má~_-: ~cin~-~~i~~~-I.-
Las propiedades de las enzimás_ ~~~~~~.ser: o.i"t~~.ldas 
favorablemente (71) 

Los pcoblemas del efluente p~~-~~~':.:.s_~·; disminuidos. 

Pueden tiervir de modelos para el ·estudio de los enla~ 
ces enzima-membrana. 
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Sin embargo, hay ciertas. désv~ntajas. que p_r.esentan ,las enzi­

mas inmovilizadas, que deben _ser superadas para que su uso a 

nivel industri81--~~ 
0

inérem80t'é_ 'éada día, y-son: 

1) Pueden--limitar la·._transferencia de masa, lo que puede 
ocasionar Un rend.imie~té>'- bajo, en .-la reaccióñ ~ t 72} 

2) 

3) 

loción cori::ecta 'del proceso- ( 73) 'y :- . . .· . 

, Puedé. h;~b~r .uri·. ef~ct~---~~~re. 14' cinétiéa .-en·z-¡m~~-ica -a-sí 

·como la selectividad· ~e: la'_ enz'im-a (j4) 

,: , _;•-

4.2. Veni:.aj8s·y de~ventaja_s de las: Céi.Uí,¡:,,B .:J.ruD'DvÍ.iiziid~s.: 
~:/~:·:_:-~ 

como ya se habia :~·enci6~~'dri: ·,-1·~~ COzimas :~ic·r·Obian8S pueden 

ser claiÍi'f-icadaB :en: _-t::<Jru.POs:· _Las ·eXtracelui8:Ces ; .. (~-xcretadas 

por ·1a célula ;81: m~'~i~::~~~-:-~~·-i_t·i~~l :;<_-~-~-s-' ~~~~-~c-~l~l~~eS--. 
(reteni_das-·P~r:_ l~· cEl~i-a .dUrante ·l~ ¡~é~b·a~i~~) .--·Con el fin 

de utilizar las enzimas intracelulares, es necesario extra­

erlas de las· células microbianas. Para -eliminar la necesidad 

-de extraer las enzimas de las células y utilizar sistemas --

multienzimáticos, se ha propuesto la inmovilización de las 

ºcélulas. (75} Las células inmovilízadas pueden ser definidas 

por sustitución del término "enzima" por "célula" en la def!. 

nición dada para enzimas inmovilizadas, esto es, las células 

tnmovilizadas son las células que tienen una localización o 

confinam-1.cn..:o e11 cierta rc•¡ión del espacio, con retención de 
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sus actividades catalíticas y que se usan. en forma_ repetida· y 

continuá (69). Las células inmovilizadas pueden estar en ere-

cimiento, en !'arma latente .. o muertos, pero la actividad enzi-

mátiCa es mdntenióa en estado activo. C76J 

Chibata C?7J,_ e.pina que. las reacciones con Células inmovili­

zadas son ventajos_as cuando: 

lJ La enzima es intracelular. 
. ·.. ' 

2J Las enzimas extraídas· de las Céi'Ula&-:son ·inestables 

·durante y después de la inmo~i1iZaéi6n. 

JI 

4) 

La célula no contiene enzifnas (¡u~-- i~terfieien en el 

proceso o que puedan se.i:-- inactivadas o rercovidas pre-

:::m:::::atos y--.;~s::·~-i~~-~~t~~- ·~~--~-~an c~mpuestos de 

elevado peso mOi~-cl.Ílar. :.<·:· ·.- r 
. ,_ ".;; ·. ·.-: __ :;_:~ <;· 

En es~os ~as'os-~ ;-~j:: ~-Jei~·n:,::.~~~~;~::.~-1~8 siguientes ventajas de 

las cél u i~S i ?:m_~~:~-~·~:-~·~;~:~~~:~J~~-::;:i~~;{·L::;'.< 
,,,._~; t:~vf.:.~i:!-.i.' --~ ·c.. ~:~-:-~,-,._:,-, .--

!) ::.::n:~~~;~;,ft\,\"~°::'~r~~:~o de .extracción y/o purifi-
"El rerldim'ieOtO de···1a _aCti,v_idad--~nzimática en la i'nriio".'! 

lización·: és_-e1éY.4do~ ~-!.!-~--- '.--_··:<_:{' ·. , _,-." . __ 
La ~st~bi1f"d~d Operaci'Onal es generalmente elevada. (77~ 

.. - -· . ' 
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4J El costo de··14:é-~Zima.--~r,-_.:más.;bájo' C79J·-''"' 

5) Puede ser posible-, la ~Pºi"1c~-c·¡5~ ::de ~~~cci~n"és multien-
. -· [, .. 

zimáticas. (BOJ .... · 
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Sin embargo, hay algunas desVen"taja.a que presentan las célu­

las inmovilizadas, qu~ tienen que ser superadas para poder -

ser usadas, y: s?n:_:. 

11 Las c'élulas coñtienen 9r.ii:n' cantidad de enz.irnas que 
cat:.~1:1z~-n _-_~e-~C~ioi1es_:_n.O '.d_eseadas t la mut:.ación o el 
trata~l~nt'~~ de_ ·C&1-u1a·:·puede disminuir los niveles 
d.e ac:'ti'~i~,~~ de ---l~s ·:enzi_nl~s no deseadas}. (61) 

2) 

"' 
L~ :Pa~~·~ 'C~:{~i~r .y .ia .. m~~rann celular _de célu;a$ 
intacta&,· g'ene~a"imt!~te-,.Prev.ie~en la permeneicSn de 
los· suS.tratos, _.prOduc:tos _y otras· reacciones de 
los cÓmponentes. e~n--y fuerA.dei·1a·célula. (82} 

J) Desprendimiento .de,: las ciiu1ai:·~e ·Í~ ui.8t.rl:t dura~-te · 
la fermentaci6n. Estaa-·c-rtí·u"i~_¡:¡' __ ,libr~s:,'_-c,¿;~~ite~- c"6n 
las inmovilizadas 'Y- creéer1'~·-~io-:>qu'e:·'dis~.i~uy:e_ ta: [)re, 

ductividad y el rendi~ii:r:~ºT.';:~'.·.,:. ';~ .. 
4) Dentro-_ de la ·~~ t_~,i~:T,:~~~-~~~\~j~~~·~~--~:~,\~-8~~-~".,~~~:d_i~_~~ne·s-

diferen tes· a: las' .. del~_sistema ';'.tota1·;·,,1o;:que.'_hace, dif! 

cil su. r••U'.:.~;~IIj,f,w:·{.t;'ft~~~~:1~,i.~\~;~1~Hi~ ......... . 
Como se ha P,Odido V'iSlumbi-llZ:. 'en/és,te'i'C:apitu10;,:.será necesario 

• .. -.. - _,_, _ .-. ·::.-. :.-.. '.-_,,;·r: '·-~::._'-:.~:,-;.:~i"i:r.'i:i:.-:r;¿.-:;~_=:I'{~;_·.;;~\'.<~;;:.; : .. ~ {':,' ·.\'..' .. : : .,_._._-._· __ ,., . · 
encontrar solucione's,:ade;cu'ados~::a:-;·la's~desventajas·_--que:- presenta 

la inmoVi1ÍiaéiÓ~~: .. p~~-~ :~~~~-~~-¡~~/~:~~~~~~·~-,~;~~~i~~~l -Se.á nlayor. 
-,.; ·.;.~: .,::'' 

,··.~. 
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CAPITULO V 

CARl\CTERISTICAS DE LOS SOPORTES INSOLUBLES PAJU\ 

INMOVILIZAR ENZIKJ\S O CELULAS 
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Q::rl'o se ha visto a lo larqo de la presentación del trabajo, la p::>tencial!, 

dad c:k!l uso ele enzimas y células inmovilizad.J.s presenta una nueva y fase!_ 

nante tcn?encia en la biotecnol03ía. (85). El propósito de este capitulo 

será discutir los criterios y estrategias más intXJrtantes para la selec­

ción del scpurte a usar en la irrrovilización. 

S.l. Naturaleza del Soporte. 

Los soportes utilizados para la inmovilización de enzimas y -

células pueden estar divididos en dos grandes categorías; or­

gánicos e inorgánicos. Aunque hay una gran cantidad de liter~ 

tura que desea mostrar la superioridad de cada tipo (86-92), 

cománmente es aceptado que los soportes orgSnicos son mejores, 

debido a que proveen una gran variedad de grupos reactivos -­

sobre su superficie, como son grupos carboxilo, amino, h.ldro­

Xilos, etc. (93,94). Los soportes orgánicos, a su vez, pueden 

ser divididos en soportes de polisacáridos, de proteinas y -­

polímeros sintéticos. Dependiendo del tipo de subunidad, los 

soportes de polisacáridos pueden ser subdivididos en celulosa 

y sus derivados y dextran, mientras que los polímeros sinté­

Licos pueden ser divididos en polímeros de acrilamida, copo­

límeros de fenol y fotmaldéhido (resinas fenólicas) y copolí-

meros de estireno y polímeros de poliestireno. En la Tabla -

XII se encuentra la clasificación antes mencionada. 

Los soportes inorgánicos, qut:: comprenden varios óxidos y sus 

combinados, exhiben una clcvllda tcrmoestabilidad y buenas -­

propiedades de flujo. En solución, su super[icie se hidroliza 
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y los grupos hidroxilo formados pueden reaccionar directa­

mente con qrupos carboxilo o amino de la suPerficie de .la e~ 

zima o célu~a {~6) 

5.2. Características del Soporte. 

El principal criterio que debe ser tomado en cuenta para la 

elección del soporte es que éste no sea_tóxico a la célula 

o a la enzima, para q~e ésta (enzima·- o 'célula) 'pueda -seguir 

desarrollando su función normal. {97).· 

Es absolutamente necesario que el soporte sea capaz de rete-
' . . . 

ner una elevada concentración de enzimas o-.· Célulá.á. ·La capa-

cidad de. retención del s~porte puede· set- Caicui'ada :como .la -­

diferenci~ e~tr-~ · 1a···~~~tid~~- de :.~·nz·¡·~~~·---~·-:-~ii~ú-i~·a<·ini~-~~1me~ 
te añadidas_ al· sOpor~E!. y.-- _la·· cantidad: cjUe. no _reaccionó- coh el: 

soporte _y. que poi;:- · tant.o fue lflvada. ( 98 )'.'. '' 
_. - '. · .. : _:_,-,,; ' .·::~:.'.< .. 

En la i~niO~-i~-i'z~ci¡~~ "de Í?~·-~i~~S·, -_.'~¡::~-~;-;~~'~ eleVado el porce~ 

por 'interacciones·proteina-prote~na: 

un incremerlto -·de l~ concentrácÍón dei 

en -.contraste con esto, -

~é·Í~,l~ de 10 6 por ml de 

gel no caus~ decremento de la· actividad microbiana (99) 

Es-muy conveniente, Lambién, saber la carga exacta de la su-

perficie del soporte, aaí como su composición y presencia -
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TABLA XII 

CLASIPICACION DE SOPORTES PARA INMOVILIZACION 

SOPORTES 

Kolot, F.B. lSBl (95) 
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!\lunina 

Zirri• 
"jª'º 
Silica 

ViJio 

cerLca 

RJ,rlanagnética 



Ce grupos reactivos especificos. Esto proVeerá ia información 

oásica sobre el tipo de interacción y de enlace que debe.esp~ 

rarse entre la enzima y el soporte, y la célula y el.soporte. 

El soporte debe tener la capacidád de f~rmar gran cantidad de 

dichos en.i.ac~s. Con:iuntamente con lo ante.s -mencion.ld~, los 

sop1.>rtf:ls debeo ser est.ables a rangos amplios dci pH y tempera­

tura en el que el proceso se_ desarrollará (100) 

se desea la presencia de soporte~ 'cOn' c!1:e,;~d~· porosidad, deb!.. 

do a que aumentan la superficie de re,t_ención,. as! como la 

difusión del sustrato(s) y producto(s) a· la.enzima y a la 

célula (101,102) 

El soporte debe ser estable a elevadas Presiones y debe tener 

. forma y tamaño definido. Eilto hace que· la __ operación del reac­

tor sea más fácil, as! ce~~ .-q~e,a-f,i.i~a a :obterier una elevada 

velocidad de flujo del sustrato. (lOJ) 

Es necesario que el s.oporte sea relativamente barato y de pr~ 

fercnc.ia que pueda ser regenerado. Sin embargo, este último 

requisito no siempre _e·s posible cumplirlo. La Tabla XIII -

resume los ~actores-.que' iittervienen en la elección del sopor-~ 

te. 
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5.3. Mecanismos 'de J:ntcracción Soportc-Bn~ima_ y Soporte-Célula 

inir.ovilizaclórÍ 'de ~nzlmas, y células· (99): 

'·.:.' ;:'/.º::/, ·•¿ ~ 

lJ 

2) 

JJ 

Inte~~,;~·~~ri~:~}~:·J.~d·~-~~-~t-it-Í~~~ ·.~:,¡-~--~e la enzima o célula 

caryada :·y er>'::~'oPOJ:-)~~:--~ªrg~·d~-.:;·: 
- .· ... - ''" -. '.'.~--. ' ' 

FormaC-ión de:enl-ace .. ':~ón.ico-entre grupos amino (NH;) .Y 
grbpo&·. é:iorb'oxilo -:cCoó'H-), d~·-la superficie de la enzi-

ma· ·o:·c~l'ul~ }\.~~'-9.~uP~ ·r¡,l.~tivo _de' la superficie del 
sc:>por:l'.~:~·-· · ._,_,_ 

·~Orm~~i6~.de enlace covalente parcial entre grupos 
. ami-~o ·o·, ca_rbo~ilo de la superficie de 1~ enzima o_ 
céiu1.i y grupos hidroxilo (o silanol disociado) de 

la- superficie del soporte como en el caso de vidrios 
. y cerámicas. 

<11 Atrapamiento físico, doride los poros del soporte son 
mer.ores al taniaño de la enzima o célula, por lo que 

la célula o la enzima queda dentro del polímero y -
donde los nutrientes pueden entrar y los productos 

salir. 

5) FormaCión de enlace covalente entre grupos _reactivos­
de la superficie de la enzima o célula y··e·~pec.ilÍline!!,· 
te grupos muy reactivos de la super_f~é:~e_ del. sppOrte'. 

En este último caso, los grupos _del· soporte ·son :,:~c~Í.-~~d-_~~ 
·- . . . . _. -

pue.den ser. convertido"s a ésteres, los' cuales pu~d~~ .reaccionar 

directamerate c.:on grupos aminO_, :formándose de esta mane'ra .un ..;_ 

enlace de amida. 
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Los tres primeros mecanismos ap~recen 'de f~rma· .,;sp6ri'tán~a Y. 

son comunes para todos los sop.o_r·t.e's, --~i~~-~r~~ .. ;~~~.- -~~-ra:-1;,g.i::a~. 
el enlace covalente se requiere 'd~-.- a9ent·aa·;_ acCpia'_nteS · e~P~'cÍ!_ 

les como son gluteraldehído, car_~~-~:~-~~:ª/. ~·~-~-~y\:?·~~/·::\r ,.. 
Todos estos mecanismos son ñ.uy, imp:~~'~!~:.~~-~J::~·;~·::pcíd~;- ~va1u'ar_: 

. .-.- .. ''• .... '"'"' ·-.,· ;-::-':,;~-;: __ •"< '· -;___ -
la capacidád de retención de ;la·~ enZi~a·:·o célula·· al·'. ~oporte1 -

. . ''. ·, '' - -·_'._ --·· ·,: ..... :- ' ' ' - ' ' -· 
sin embargo, siempre se t~ene :_que"tomar __ en'·;cuenta. qúe, tantO 

,-·-··-..... . . 
las en:-.im<ls o células_ no pierdan-,. sus' pr'opi~-d,ades ~ ~l- ser: inm"o-

vilizadas. .-.· 
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TABLA XII:I 

FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ELECCION DEL SOPORTE 

A. Factores que ufectan la capacidad de enlacei 

1) Densidad de la superficie de los sitios de unión. 

2) Poi.osidad. 

J) Distribución de las cargas eleétrostáticas. 

4) Balance de loe grupos hidrofíÍicos ·-~'.h.Í:dr~f6bico~. 

e. Factores que afectan· la expresión de la actiVidad enzimá­
tica por los enlaces enzimáticÓe;-

1) Tamaño de la particula enzimátic'a a inmovilizar. 

2) Forma y estructura del soporte. 

3) Distribución de la carga. 

4) Resistencia en ·1a difusión del sustrato y· del producto. 

5) Distribución del flujo del reactor. 

c. Otros factores; 

1) Regeneración.del ·soporte. 

2) Facilidad de atrapamiento de la enzima. 

3) Estabilidad_ de_Op~ración. 

4) Inerte quimicamente. 

5) Costo 

Vieth, W.R. et a1, 1974 (103) 
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CAPITULO VI 

METODOS O& INMOVILIZACION DE ENZIMAS 

Y CELULAS 
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6.1. Métodos de Inmovilización de Enzimas. 

cuando se pretende aplicar un método de inmovilizac-ión., es 

ae vital importQncia mantener la actividad catalítica de la 

enzima, que depende de una conformación específica y de"la 

interacción del ~entro activo. Por lo tanto, es necesario -

mantener la estructura nativa lo má~ ·- po~i~_¡~-~::: a·~i:. ~om~·: .. e~i~ 
tar que los grupos funcionales-· del cenl:.r'a ai::iiv~~;iéltC:cionan 

durante el proceso de inmovilización~-,_·• 
·, ~;:; 

- -- ~" , .. _, . -- -

Todo método de inmovilización --~-~-~~:::~:le,~~;~,'~:~:·-~ :_:~~~'~----~aj~. con-
diciones suaves, con el fin de evit"ar-_-la 0"desnatUralizaci6n -

···-; _,_,· 

de la enzima, debido a que -ia _'eiitl:~t'.iCt"~:r'a;·_t'e~~i.a.C.ia- de la en-
.- -- ' ' - ' ,',-- . " _, ..... 

zima es mantenida por fue~za~·-!·d-~b;ii~·s-~-~-Om~_--:~:'1~s. p.mtes de hi-
- . _.·:--.:;-'.•-r~:;-i,:_-.:::: .. :-_.··:.·:·_ '>;-:.- -_: . . -

drógeno, los hidrofóbicos:y _lo_~-~~puen_tes_--.-iónicos. Hay algunas 

excepciones a estas restriccioriéS'/-'yá que algunas proteínas 

pueden ser renatur~liZA~a~:-:_:_~·~:::~~~-bdar las condiciones de la 

solución, pero si 1~~. -c~nd·i~io-Íles·.·_ ~on muy drásticas, puede 

oca~ionarse la· oxidación de los grupos sulfhídrilos, lo que 

causa una desnaturaliz'ación irreversible. 

Con los (undamentos antes mencionados, la intención de este 

capítulo no es proVeer una extensiva bibliografía de métodos, 

de los cÚales existen amplias revisiones (104-106), sino - -

resaltar las ventajas y desventajas de los diferentes métodos. 
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Antes de comenzar a discutir las técnicas de inmovilización, 

es necesario proceder a establecer un esquema de los diferen. 

tes métoclos. Fig. l. 

A. Inmoviliz4ción por adsorción. 

El término ~~~~:ciLse puede definir como la adhesión de la 

prote!na ,- a i-~ ~~P:é~f,¡_:¿·1~·:_:_de un_ soporte que no tiene la: capa­

cidad pa·r~. f~-~·ma~·: ~í.·:.~~~l.;6~- covalente. El enlace o enlaces 

formados ~ñ'ti~-'.-i~ :·p~~t/~!-~a y---~~-' soport~ ·.durante ~-1 proceso -
.,,, - _·>, .,-:- ;·,_-,_,.,:: ;-•'. _-. _. ' -'---: - ' ' ' . 

de adsorción van:~:-depender de las propie"dades_ de lcÍ .sUPer:...· 

ficie y de la' q~!.¿ica"'del-_sOporte -(lOB,109) Tabla XIV. El -
. - . ,' -¡'' ·' '·_.:·: , __ . .·' .· - -. 

método se-basa en poner en.contactO· a_la enZima cOO· el sopo!. 

te bajo las ··~ondici_o~es necesarias para· que ocurra el eíl1.iiz!!, 

miento. 

. ' .--· 
Las características que presenta _la adsorción son:_-

-.,\-- :.· 
- " . ,.-... 

1) Es un método simple. 

2) Puede ser aplicado __ a una _9ra~, V4~ié_dad ~-~-~--:-~~~~r't~~, 
orgánicos e inorgánicos ·(90J_lli)~- ·En'·'.l'a Ta:bJ.á"·,Xv se 

encuentran algunos ~jemPl~~-- -~-~ · s~~-~rt~~: ~~9&ni~~~ e 

inorgánicos. . -_.-. 
·;:; 

3) Los soportes puéden_ ser mOdifiCados ·parii aumentar la 
adso_rción con el acoplani:lei:i'to ·de·:· c~fa~t.~res como · el 
fosfato de piridoxal·"(ll2) ~ 
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1 ENLACE Q(JIMIO) 1 

ENLACE A SOPORTES 

tónica covalente Entrecru Entrecru Fibras Esferas Encap- Reactor 
ó zamientO zamientO sulaci6n de 

Adsorción puro mixto M<3ribrana 

A ~'© ~ ~ 
/G' 
~ A 

<i)~/ oo@ 

FIG. 1 Principales tipos de brcx:atalizadores inmovilizados 

s "" SOfOrte 
B • Bio::-atalizador (enzima ó célula) 



TABLA XIV 

FACTORES QUE AFECTAN LA ADSORCION 

l. Cargas de la superficie de la proteína 

2. Area del soporte 

J. Diámetro del poro del soporte 

4. Peso molecular y dimensiones de l~. p.roteí_na 

s. Sistema de solventes 

6. pH 

7. Temperatura 

Daum, et al. 1975 (1101 
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TABLA XV 

ALGUNOS SOPORTES PARA LA INMOVILIZACION POR ADSORCION 

ALUMINA 

AMBERLITA CG/50 

BENTONITA 

GELES DE FOSFATO DE Ca 

CARBON 

CM-CELULOSA 

CM-SEPHADEX 

COLAGENO 

DEAE-CELULOSA 

DEAE-SEPHADEX 

VIDRIO 

SILICA GEL 

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

Arinbasarova, A. et al, 1982 (111) 
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4) 

5) 

6) 

7) 

- ' ··. . 

una· ventaja del ·proces~· de. ·_a~~'q~_cicS~·. r;eSPé~_to _al _méto-

- ao de eni~c;~ -Coval~~:~~---~~-';,Í:¡ ·n;rrlinla·--di1

storsión neces-a-. ·' 
' ' ' r ' ':• --- '' ' "• ., ... ,' •"'.,"- ·.: • •' 

ria de la --~n~i~a-~:_pa_,~~:, _i6~r~·~.:-é_1 :én1ace~'-·:a_Sr~~-~-~o _1a PE 

si b 11 i dad de. ·. O!>t e~~~ ~-:.~~~~i~: ~~.~.·~.:_:ff J:.·.~·~-~ ~-~~~~-i~f~:~-~~-.t.-·:.~ :-·r_~_i ~-ª--de 
la . e'uzin1a:· r~tenida •· • · ' ' ,, ·-~ .; ---'--)">.";~_,;,: :.;-·, _.. - --

. ,\. - '·-· ·:~:~·-¡;,:;· __ ' _/:·_:.:;:.-_~--~""' :-:_ .... ,_-..;.-.·.··- .. °::" -· - . :. 
Ltl en;,ainla. ·puede _,s~r_'.·remoyida.:.dcl·:soporte;;con: relativa 

: · .__,. ·: · · L·_::_t,:_,-~';.;-·..:_·_.-,;:;;'.i:,_.?,,:-.'~:~::y,::.}?.·>.·;· :'~:t'..j-~·:;,\'i'<,.'-r.· ·,:;-~ ·:.-_ ·. -·_· .. 
raC:ill dad -debido 1-a ~que: no. se.:requiere~la:'.'ruptura ·de 

enlaces-· ~uí~_~c-~~:~;. :. --~·:·.~_:·- ~;;_:\·c~/~:t,~~;~~f~l,~!~,i~~'}i·~t;E~:-_'.·.~ .. -::, -~ .... ~--:~-· . : 
Presenta la_ venta·j~ eConórTticlttdi!~,que·';e1:;soPDri:e_:P:uede 

ser usado de nuev~ •. ;_. .-;.;}};J:~~¡~~~l~~~};~~:~~J'.}~~{~~--~?-r~:F?-; ... '.'-,·_· 
La desventaja que presenta··_este~método.'radica -·en. que 

. : -- _··.:-.:·:;_c:~~,:;;_:;:~~r''f~~:~~·,;,;}1'.·'.,;:·:,:r,:'.'.'Y<- :e_· ··: · 
las enzimas están· unidas,_.po_r-i·-.enlac_es~; J;tsico_s ·.débiles, 

como son los enlaces -·i~-~-{~;~-~~~~-~~V~~:{~~I;ri::~j:~~i~'~-~·~·:. hid~2 · 
":·--- \.'·i-_'• :~-~·,.~:)~·\f";-~;:~¿,;_.-i~--~-i{_:._:::-,_~:_-¿::~-;:(:." > 

fóbicas. los puentes ,de hidrogeno\y::las, fuerzas.~ de·--­
: • . ·: _-_ :;'.:.) l':.t:;-/_l;¿•;¡;::c,·-:O:<,_.,:~'-;·->>-:::;::'.' -·:.: . ' 

Van der waals~ ·que;pueden 'Ser.:c;otas":con- relativa Cae!, 
. ".) :-·: ;,":_:;·;:;./¡}:_;:::2·'-·!:::'.-·~S\i.~;_e..!-·.·;·;-;·:('..: .->'.'' . _. 

lidad por cambiOa· de.':p~;· .. :_te"niPe:r~tura:;O,,-fuerza" ·iónica 
. -- . ·';·::.-~·"" ::\:t-_;·<-v01_\(.:.-::~~,~;:':é.l_i"\:.:,·1:·_:-.:.r-> · ·,._ 

con la concomitante ·desorción ~·de. la-. enzima { 108) 
·•,'.':·;.!A':'-"-;),_·,··o.\"C~"'':'-.':¡;-"• ,-_-.,· ' • 

-- ··. :,;-f_¿j¡;:'.\'?~?i~\:_-~,_; ,. 
Una variación al. proce'so-:de\:á_cisOr~ióil-::·e-s' lle\;ar a cabo el tr!!_ 

tamient_o con ag~nte-~_;·~--i"f·_~·~.?~l~-~::~-~-~-~:;;_".~-~-in'O: Puede ser el- glutara! 

dehído. i.a combi~aci"i1~·:·d-ej:e·~~·~~--:dO·;; procesos, adsorción y en­

trecruzamiento,-' coridtipe -'ci\;lll · Obi:cnciórÍ de una preparación en­

zimática inmu~i1l~-'a~ái :qu~_:,·~:~· ·:~s--~abl~ por formación de enlaces 
' •·r.· 

covalentes. El. 91uta'~~-ic:ÍehrdQ. c!s el" dgente particularmente 

usado, debido_:~ .q~~-----~s_.:-~e bajo cost~· y gran disponibilidad 

( 113). 
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Aunque el proceso de·- a-dSorclón iio es del. todo- favorable y -se 

pue~e-considerar comu una técnica muy fácil de aplicar, de -

pr'=:ferenuia debe' estar referido a siStemas. de. enzima.:..soporte, . 

donde el pll 
0

6Pfi~~>-d~ .:-0.~~6~¿{;s·ri ~esté :ce? rea · d~i. P1(0

en---el:·qUe 

se va a:·us~r'.:t~ ~-n-Zi·~~-;: La·· ~~¡~~~-6n .de. u'.~- pr~~~~o···_ci_~·- ~·ntiec~~ 
zam1enco puédi:= :-~-~udGr-; ,;_'la· eS~-ab-·1iiz~Ci6n del-- sistema enzima-

soporte •. -( il4") .::· -

Las enzimas,. en vi_rtu~· de ·que están compuestas por cadenas de 

aminoácidos, tienen una serie de grllpOs disponibles para el -

enlace covalente (Tabla XVI). La inmovilización por este pro-

ceso puede ser clasificada en 3 métodosi método diazo, método 

peptidico y método de alquilacién. (107) 

a) Método Oiazo 

Se basa en la unión de las proteinas de la enzima con 

el soporte a 'través de grupos diazo. Los soportes que 

contienen grupos amino-aromáticos se diazonan con 

áci.do - ni"troso y. se. rea ti va el derivado diazo de la 

siguÍ~nte foÍ'~a ',·-~ ( 1151 
- - -, ·'NaNO /iiCf·-.-· --' · 

R- Y-NHz· -----:1-::_"."~--- (R-Y-_N = N+)Cl .!=D~!!!lD--n...: Y-N=N-enzima 

R-Y: Soporte 
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Los grupos funcionales_ de la. enzima qúe participan 

son; Círupos 11minO libres·, el -9rupO _ imid~zol _de ·1a 

histiUina· y el 9~upo·: f~~-E,J._ic~· de_ ·1·-~-- tii~-sin~. 

Los sopor_tes:'u~~do:~~p~r_;est,e .mé'l:.~d~ ~~--n-~-- Grupos -

·aminu--ci:romiitiCOs_-::-d~; P~i1Í:~~~,&~--~:d~-~-,--·;¿~~C)1rmeros de 

amino~ácJ.dOs __ ;_::;· p~-i;f:~~r iiA~i~a:;;_'. P0li_est11-e-no, CopolI­

meros de.·~~-¡·~-!~~~- :~~I~~~:~~~,f~i~~-:-~~-; vi_driél_ porOso. 

'-'. _,:~'.:,-'._;'.:.-: .. _~·.{{_;,·'..~.~--~.::.',' _·:'"·> ::_u:_;.;': -
·~:'-'- - ' - :.:.<·;·<-.:i:f:<, ·~<·. 

Método. por Eniace::pc!ptidii::~>:·'-:: _,_. ~--

A i~a·yij~_·, de·;_:·~~-~~~-~,~~~~·~,~~--;~'.·t;~~:~-~~ :·puentes pept!dicos 
·:';_::;'.;"i.'.::\~_.j:;)i, :...:<_~;;:_'¡'_:.'~(:'."';·' -·:._- - :' 

entre: la prote!na._de,,la- enzima:: y-·e1 Soporte ( 116-1191 

'.;·~:~,:-~-: -:~d~2::~;i~~~~ut~~f ~A~~~~;~::~f~;~~:~ ~--.:: ~ -
· Se pu·e~de 'lograr_-- a-; traves;· de• estos· p.rocedimientos: 

:-- -·--:~ :~-_-:,.~-~~~,~;!:~J;J:~r~;A;~f ~l~~-~~~~~-t~;. ,;~: -.- .- :-'._:: _- , : 
1) Los· soportes.":insolubles·:;que·: contienen 'grupOs 

.. '._ ·. -,.; . ..-.:_;-~·:;,:-\,';;~~-:·,:·-':'-!::':,:;;};.•,·:~~\':":.;·:.~~~,< :~·:~:::,: ---.: :< :: . . '- . ;. . 
· cárboxi · pUeden··:áer:.-·convertidos· :·a 'derivados -

-r~~~·-t·¡~~-~·;";:f_'~t~~-~'t'.!~;~r¡~~·x~~~~~:~r{~-{~-~~'.\ ~¡-o-rhi-
-. _..' :- . -~-- : -.'_., ,_.;:,;_~¡~,t:_,f~·~:~'!,~f---~¡_.~-:'~,~-;~--:~-:;:-::·--,,;;.,_;_--- _.;•., ._._ __ -_ ' -' 

·-~~ ~:~~-~ ,::-,1,-~~~\~--~,~-~-~·~:~,::\.~.~~·_:.~t'.:_~-~.}~~~:'::_e::;_~~~·-:- derivados 
sí "tienen·cla '·capacidad "de ·_reacciOñar: con los 

.. " .. ·.-: ';-:-;':.~. ¿-.','.<\·.:··_\.~• ... ~;-,\~)-;'/, .''.:' .. '. ,'- ',:~;,\' '~'-, ... --.. ,,_,- -.. 
grupos ;·amino .;libresAde'~ la ·.enzima~-:'. foÍ:'mando el 

.'; :· • - - - ~ -- • '.:O' 

eniacC ::_~_l!:P:~.~~-~:~~~;o_:.--;:§,.'} :~~_::> .. :··>\';;_:· ;-~::··>~' "°, 
:•"' .'_'; 

-:::_-~~·;:.'." '<;.:-: '• ::> •>'_/; 

21 f:e pú~~-~~ ~-~~cj~:r _ _'--~· · U1i'ar·;reac·tivos. de condensa­

ci611,_ co~ i~·--~~~-bc;f.J:f:tJ.'d'~ .Y:'_e~- r_eact"ivo de - -­

Wo()dWt;.rd, para· cnzima·s· y sC:,pPrtes que· contengan .. 



R - 511 

R - COOH 

R -s -S 

R: radical 

Tl\llLA XV:I 

RES:IDUOS REACT:IVOS Y PROTE:INAS 

GRUPO AMINO DE LISINA Y NITROGENO TERMI­

NAL DE GRUPOS AMINO. 

GRUPO SULFHIDRILO DE LA CISTEINA. 

GRUPO CARDOXILO DEL ASPARTATO Y GLUTAMA­

TO, AS:I COMO GRUPOS CARBOXILO TERMINALES. 

GRUPO FENOLICO DE TIROSINA. 

GRUPO GUANIDINO DE ARGININA. 

GRUPO l.MIDAZOL DE HISTIDINA. 

GRUPO DISULFURO DE·CISTEINA. 

GRUPO INDOL DE TRIPTOFANO. -

GRUPO TIOETER DE MET10NINA.; 

GRUPO HIDROXILO DE SERXNA Y TREONINA. 

Srere, P.A. et al, 1976 {94) 

so 



Tl\DLI\. XVI.I. 

nEACCI.ONES DE LOS METODOS POR ENlJ\CE PEPT101CO 

a) Darivado de Azida; 

R- CtCfi 1 2 

Na NOz/lt:l ------
COOHNltz 

bl Fasina de carboxicloruro: 

R 

:@1¡;~- .. lOCHJ 
CXM 1 - enzima 

R - OXlH ~... R - CCCl ~~!JM .. R - COOH - enzinia 

1\:?sina de 
á::ido car 
t:oxílico:" 

P4:!sina de 
carbo><i­
cloruro. 

e) D:?rivado de l\nhidrido Maléico: 



d) Dt?rivado de Isoclannto: 

eJ Polisacáridos activrukls con amr : 

<°"e • NIJ + enzima -+ 
,/." 

___ .., 

- NH - enzima 

R"""""°'-.. e "" N ~nzima 
'-o-

,J' 
O:: - NH - enzi.mai ....... 

"" 
fJ Ot!ri\l'ados de carbona.to de celulosa: 

celulosa etilcloro­
formato. 

-
OCCMI - enzinu ...... 

...... OIJ 
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g) Reactivos de condensación: 

r Li 
R-CCOH + i --- R - C00 - ! ~~~~~~-

! . o 
"'POrte \ /carbqinida ¡ 

R-cc:tru-enzima + 

R 

h) Enlace Tiomida: 

Olibata, 1978. (120) 
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grupos amino o carboxi l·ibres. En la Tabla XVII 

se presentan las reacciones de los métodos por 

enlace peptídico. 

c) . Método de AlquilaCión:. -

Se basa en la alquilación de grupo~ amino, grupos 

fenólicos·o grupos sulfh_í.di'ilri de una:enzima con 

grupos reactivos del soporte.tal-como el haluro. 

Celulosa-OH 
BrCH2COBr-en . . 

--------------~---_. celulosa-OCOCH Br BrCH2COOH/dioxan~ . 2 

2~!!m~.. l l OCOCH i ce u asa- 2-enz ma. 

Las características que presenta el enlace covalente soni 

1) Las diferentes métodos causan alteraciones en la estru=. 

tura conformacional y en el centro activo de la enzima, 

lo que resulta en una disminución de la actividad y/o -

cambios en la especificidad al sustrato. (113) 

2) .Sin embargo, este tipo de enlace es más fueX-te, lo que 

evita que la enzima no se desprenda aún en la presencia 

de susttatos o soluciones de elevada f~erza iónic~(l~l) 
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J) Su preparación es más complicll:da, _lo que puede traer 

con:.;, cOnsecuenéia ... que la-_enzima p~eda ·desnaturalizarse 

dur~nte la inmovilización •. 

4l DestJe'el Purito un método caro de 

S) 

prePa·r~c,i.nóu~-,,e-;:v.-_:0~~.;''.~.·.-,~:.·' .. f.~:.~.-,:~.--~~-;q~~:~:-~ 1~2~:~~'~ .•.... ~:~~ .!!2 puede ser -
usado- de - - ·-· .. •--"' ~·/f:~·_--., 

.. .: . . " H}:;~\0~:': 
Puede se;. ~~l¡~~~~t• .~~~~'.~~.nti!~; de soportes, . orgán! 

coa e ·1nor9-lin:i.Cos~"<Tabi.S:-_.xv1í11 
- .,, - ·>/.: ';' ,- .,.-~ .. ,,, .-.: : :-:< .~ :,; . .- ·'· 

. ' -· ___ ·, :'.'.:: :~~;'.;~'::~:¡:,:;·.:::,~:~-.. ~? ' . 'i ,.~ .~:-. '•( ·,-
Irunovili_zaci,6n ~-por::· entrecruzamic!nto. c. 

Se basa en:-1i:i ·f6·~~~-~l-~n~--~~¡:·~nlace~ químicoa,··entre las molé­

culas de enzimfts_. ~or: ~e:~1-~:'"dé':·Ílgentes -:~i-~~mult.ifuncionales. 
Se puede llevar a cab~;tambiéri Eiritl-e la enzima, ·el: soporte y 

el agente bio-multifuncional~~ 

La inmovilización de enzimau por.este método tiene.las siguie!!,· 

tes características: c1os',107·,12j; 

11 Es ut1 proceso obte-

ner µreductos de determinado tamaño ·de agregación y pr2 

pied&deti mecánicas. 

2) se usb gcueralmante en la fijación de las enzimas a 

SS 



TABLA XVIII 

SOPORTES POLIMERICOS POR LA :INHOVILIZACION POR 

ENLACE COVALENTE 

Celulosa 

Scphadex 

Dextrán 

Colágena 

Copolímero de acrilamida y 

ácido acrilico 

copolímero de anhidrido 

maléico y butanodiol 

dirinil·éter 

Poliamidas 

Ad<!.ptada de Messing, .A. 1978 {122) 
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cristales y 3. agregados macr_omoleculares similares, de 

estructura bien definida. 

3) El enla~e que se forma entre el agente y la proteína 

puede llegar ~ alterar la estructura de la enzima, --

ca~biando su reactividad. 

41 En algunos casos, llega a reaccionar el agente con. 

grupos pertenecientes al sitio activo de la enzima. 

lo que disminuye la actividad. 

SJ Es un proceso caro y no hay pOsibilidad de uá'.9r.· dé :--:: 

nuevo el soporte. 

6) como ya se mencionó, se puede usar este ~étOdo de 

entrecruzamiento junto con el de adsorción para 

fo1·talecer la adhesión de la enzima· al- soporte •. 

7) Los agentes usados están en la Tabla XIX 

o. Inrovilización por Atrapamiento 

Q::tro los procesos de adsorción, los procesos de· atrapamiento son 

relativamente simples. La técnica se basa en la-oclusión de la 

enzima dentro do la red estructural de la matri~ de un polimero 
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TABLA XIX 

ALGUNOS AGENTES 81-0-MULTIFUNCIONALES PARA LA INHOVILIZACION 

POR ENTRECRUZl\MIENTO 

Glutaraldehído 

Tolueno 2,4 Disocianato 

Etil Cloro-formato 

Oimetil Adipimidato 

Diisocianato de Hexametileno 

1,6 Bis Yodoacetamida Hexano 

1,4 Bis Yodoacetamida Butano 

l,S-Difluoro-2,4,Dinitrobenzeno 

Adaptada de Mosbach, K. 1976 (105) y 

Chibata, I. 1978 (107) 
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y es efectuada mezclandO- la enzima con·.' los monómeros apropia­

dos e "iniciandO la re~~-C:i_~_n: d.':· p_~l-~~e_rizac'i6n~ Las caracteris­

ticas. que presenta _son: . ci24'.i.i'~-B;) 

1.-· Tiene la ventci:fa q~e.:·1á enzima no participa _directamente 

·de .la f~r~.~c16n d·~· la;:.estructura, lo que hace que apare!!. 

temente rio -piS-rda actividad. 

2.- Sin embargo, la actividad enzimática puede dañarse du-

rante el proceso de la reacción de atrapamiento, o cua!!. 

do las interacciones del polímero causen desnaturaliza-

ción. 

J.- "Los materiales que pueden ser usados son: poliacrilamida, 

pol~vinilpirrolidona, almidón, resinas de silicón, capa­

carragenina, colágena, alginatos y resinas epóxidas. 

4.- Las técnicas de oclusión están limitadas por el hecho de 

que sólo ·ae pueden utilizar cuand:o el· sustrato tiene un. 

s.-

peao molecula_r_· bajo, "para.: C¡ue éste ·pueda :difundirse a -
,;::-: .. ' .. -- '_;,,,.:,:_.:'.. - .;.· 

través de_ la.matriz.-: 
'. ".-'.": 

- -~ ._' . 

La resist~n~ia· ~~-f~~,~-~-~~1--.-.:~ ·la ~·~·n'~t-~;~i~~-~---del- 'SUstrato 

perturba .la éi.nétlc~ de ,la ac~i~iit~~ .;,~Ímáti~.; (129) 
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6.- Otra desventaja.de la formación del qel es que se requi~ 

re de granurarlo con el fin d~ obtener una forma ftsií:a 

adecuada de la enzima atrapada. 

E. Inmovilización por Hicroencapeulación. 

Este método se lleva a cabo cuando las enzimas son envueltas 

en cierto tipo de membranas semipermeables. 

son caracteristicas de este método las siquientes (105,107): 

L.- Las enzimas no pueden salir de la membrana; sin embarqo, 

los sustratos externos pueden atravesar la membrana libr~ 

mente para ser aprovechadas o metabolizadas por las acti­

vidades enzimáticas correspondientes. 

2.- La membrana semipermeable separa a la enzima·del·ambieri­

te extracelular para evitar pérdida de la enzima o para 

evitar contacto externo con las ~~cromol~c~las. · 
. - - ' 

3.- Se establece un equili~rio entre l·~-. c~~t:i~~~· d~. sustra-

···;._;_:,-

4.- La concentración de .ia ~nzi~a -d~:n:~·~·~ ."d~:;:~-~ cápsula va a 

depender de la solubilidad 'del .Si.'~-t~ma: a· inmovilizar. 
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como se ha visto a lo largo de-- l_a_ presentación de- los·- métodos· 

de 1nmovilizaci6n de enzimas~ cada uno de-ellos presen~a ven­

taJas y desventaja~._, con respecto a los otros, lo que hace que 

la elecciór1 dependa·.~-~--· 1a-: ~~licaCión que se le vaya a dar a -

la enzima· ¡~~~~iJ.{~~da._~ ~-E~·¡-~ ~abia xrxa se presenta una ~omp~ 
ració

0

n de !Os· diferentes métodos de inmovilización (103). 

Por ejemplo,- las aplicaciones a gran escala requieren un so-

porte disponible y un procedimiento de inmovilización simple 

y barato. Se requiere obtener también enzimas inmovilizadas 

con estabilidad fisica y con propiedades mecánicas deseables. 

F. Efectos de la Inmovilización. 

A continuación se mencionan las consecuencias de los métodos 

de inmovilización: 

1.- La actividad enzimática.usualmente se pierde durante la 

inmovilización, tanto por desnaturalización de la enzi­

ma como por _la oclu~ión que se da a los sitios activos 

2.-

de la enzima (_130 J :_- ·.· 

En el caso -del -~~-t.-~d;; .de ,adsorción no se causa desnatu-. 

ralizaci6n. de·.:_1a enzima 1 sin embargo,· la ausencia de --

enlllces ·-niá¡.:_,~ü~:~f~~ ---~~--:un-~ .·d.es~ent~-ja. ( 131) 
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TABLA XIX a 

COHPARACION DE LAS DIFERENTES TECNICAS DE INMOVILIZACION 

CARl\CTERISTICA ADSORCION ATRAPPMIENI'O 

PREPARACION SIMPLE DIFICIL DIFICIL DIFICIL 

FUERZA DEL ENLACE DEBIL DEBIL FUER'l'E FUERTE 

ACTIVIDAO P.NZIMATICA BAJA• BAJA ALTA BAJA 

REGENERACION DEL SOPORTE POSIBLE IMPOSIBLE IMPOSIBLE IMPOSIBLE 

COSTO DE INMOVILIZACION BAJO MODERADO ALTO MODERADO 

APLICACICN GENERAL A DIFEREUI'ES flolZIMAS SI SI NO NO 

Vieth, W.R. 1974. (103) 

En el caso de enlace iónico con resinas como DEAE-Celulosa existen datos con 

elevadas actividades enzimáticas. 



3.- El soporte puede afecta_r·a·1a.enzima en virtud de su 

nidrufobicidad,_ porosidad, car'.'la y forma (95} 
..... · ... :·_, 

4.- llay ~-r·e:s~n~¡-~-: de -~.~~~t~~ .dif{isiÓnal~s internos ~ exte:, 

nos. ·(132} . :\-''-" --.-

· .. 
5.- El sop"i,~:t~ _'~li;nb-ii:in. pu~de ac~rr.ear·~ efectos,· de parti~i6n 

dE:bid.;:, a·. ~u ~-~·~:~g~. -< 1_33 l_ 
.. ·._._.,: ""'•' 

··- Hay óptimo~de la enzima, debido al 

microambiente qu.e se ·forma alrededor ·de la enzimal.134} 

1.- Los efectos difuSionales y elec,trostáticos ~u.eden.alt!,. 

rar profU:ndamente· las .. propiedades de la enzima. (135} 

6.2. Inmovilización de Célul.as 

Para las células; también existen art!culos de-reVisi6n muy 

amplios (136-140), por lo que en esta parte del capitulo·-­

únicam~nte haré hincapié en los puntos más importantes de 

cada uno d~ los mét_odos em_pleados. 

A. Inmoviliz"ación por"Adsorción: 

·La adsorción, COmo .. ya se ha mencionado, es en principio un 

proc::cso revcr:&.ib_le y Llarato. Las células 11on cnla2nd;1s por 
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medio de varÍ.~s.·p~n~os; '10 .que ~~ce: que quede más fuertemente 

un1da al ~oporte~ Es~o repercute.en un proceso de adsorción -

más eficiente, 'per:o _a __ 1a· vez'-a:un proceso más dificultoso de 

deserción. ·Más_ aún, .'1~ int-e~'acciórl-:~ntre un.a célula y la su­

perticie S6lida ·.es. u·n -·p-~:9ces~ é.oTnpleto. ¿e estudios realiza­

aos con -células de ~~~r'f~ro~ - es·' sabido que las células se 
.- '. _ .. -.-., -- ,· '_· 

adhieren a 0·la_--suPer.fii:iie 'd·e.-fo.rma reVersible durante un -

per!odo. c:iorto~de ,tieínpo~. pero·- esta reversibilidad es perdida 
'-'-'_ 

con el transCU'rSo dCl".-tiempO. La interacci6n primaria entre 

la célula_~-1a :~u~;·~f¡~--¡~-!·~6.{~d~ _·debe_ de alguna forma inducir 

a una int'eraCci6n secundaria :irreversible '(141). El proceso 

de ad~~rc
0

ió~'pued~ .. :~·er--e~~·~~i'~~;;,· co~ respecto- a las propied!, 

des del á~port~-~-~ .. d~·' l~-s;-~·¡¡-'~l~~.- .Los factores irriportantes -

cuando se diScut.e~:-:·1as·.;·~rOPiedcideS dC las células san; la com 
. . ' '-:·¡-.;.:·<··' ' . ' • 

¡;iosición d'e 0 1a ·'pi!li-'ed _--ce1ú1.itr,-: la carga. y la edad. En cuanto 

al soporte, ·--~~~.~-~--'~~~p~~i-~i:ón_·-~: · ca~ga· y área superficial y tam!. .... 

il:o. del_ por~~.' L~./~e'.~-~~~~-~::_';_ntre :_el' volumen de la célula y el 

área s_uperfi~lai-·:~9:.'PUrlto···crít.ico p~ra el proceso de adsorción , ' .. '_;.,. 

{ 142) 

. ~,_ . .,_. ... ~ . .'~_-_ . 
-AunqÜe la ads0rCiór1-_'_<!e-~Células. a- superficies sólidas no es 

una ~O~ed~d •. :_:c_:~~-'.'.·q_~~\:;~:i'~~~~en~-~an en· Sistemas naturales 

{143;144·)·~:_-,s·~- r~Q'U!e-~e·:-·d~·; n_'°'.estigar las condiciones ncco-
.,, ', .. 

sarias para Obt.ener-iíná '_in eracclón óptima. 
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La adhesión celular generalmente se lleva a cabo por el sim­

ple bombeo de una suspensión celular a través del lecho del 

adsorbente (145). Debido a las -leves condicione.a usadas, - -

pueden set obLenidas con facilidad preparaciones de células 

viables. Una desventaja con la adsorción es el riesgo de la 

aesorción. EstO último, ·puede.ser .retomado con una ventaja 

si se requiere de :cambia~ la prePa·~.a~ió"r1..celÜlar :C~ando ··a·u 

actividad haya declinado Y~· Por ·10' tant·~ ... - l~:~at'ri~ p~ede .:. 

ser reusada (·11·1;.-:· É~: .. ¡~ .Tlib1~: xX .. ;se·, ~an .. -~-19~no~· 
organismos ln~~v¡li·~~~'.o·~ ~~r· e'st~···~~~odo::"· . -

:: 1r: :.· .. :.,. ' -,. __ -.,., ,, .... '.~: ... _··;· :·,.-\· 
.--· - . " , ... !';\ -,; ; - ' -·.'·.';,.~ ·>·::. 
-~·-:-: .,,.~,.:·::o(-""' . 

Inmovil izac.i6n:· pOr~·_Eñ1aCé·' COVale-n.te :.;_ . 

de los micr2 

. ·.· :>f ·f;:;.'..;;j J;;i~t~~&iiI+¿:;i~"-;;,)~~l :(;: · ~.. .. . . .·. 
Este· ~ét-~d~ ·generalmente!nO ::ea·-~.usado :-para··~la .: inmovilización 

. .. , • - :·. :: 1_:.:·J·:.:/t'.:':~-~:y:;:;:"<~> ... ~~,t:i'~~'.·i't~1~0.~·5X:::;;.1~?~;::;r~-::, -_.:_:-- ::~.' .. --_ -· · ·-
de céful.iS~·:· dadas'.'.·las:desventajas_',',yarmencionadas P,11.r.a las· -

.:-. - . '' ·.->· f-'?~i\'~!'/~::::::·0:l_~.;\~·.;~:¡:;;;;:;¡3''.·,::1~ '.;::,::.<1~Y.:t:"<~~-~·:,0:~:-;·~7;,,,'.;;;,,_ '·:' ·,-
enzinÍa s · inmovilizadas;.por·:(este'.·,proceso,-":a1· .. :igual·: que. el de 

en treeruzami~~~~-3s~.~~f ~"~:R~{~~~lf~l~~~{:f::~if;s;~: .· · ··· 
e. :Inmovilización ··d.:./:cél:¡¡¡-~·~~-;-~-i~;~:s~P~r-te':·'~~ -\::,;.~, 'i; · ·' -,; 

-,_, --~;:~~~'.~~~:;~:~~i~~rr~~~~~~~t~_r,~~;~~:;~:~~~~r;.~-· ·;\:'.. 
Cuando la sí~~~~¡~' de: enzimasi·adaptativas; cesa,' algunas enzi-

mas son estabie&::-y 1~~~i~t;~~~~~~l2¿~7ci-~1t'~~{i~f'~~~\:~·~~ '.:~ .. ~,~·-1'a _c.élu1a· 
• ; -~~; -. -,_:.,_-. -.~ ~-~·\:/~ .i .• -;''.''.;.;?1:--:Yt0 ;~;:¡;;·._.;;_~;,':~;;·:·::.:e_:-,-._. 

ya no viable. :e~~ 'la ·~final'i'daCl éde:· no'."per-der("eBta ·.:ict'ividad, 
. . ,.:-., _ o;~.::_~:."·"'·/:::.'·'..'.~,~'.·.:.:./:}~~~: -:\'::3/.,{';:p é; .. ~ .~'''..\~ : .. '. .::-, • -, · . . · 

se usan diversos ~.éto.dos/:_P~.r:ª,--~~-~~:e~7~~a .·;:En ·es.te.· caso~. se CO!!, · 

side.ra el siBtCriiá CO:ticren'ZI~i:~,f~iñOViifZO.d~ 'Y :e'Staá ·células 

llevan a cabo. ·~·n·~·· sola,:~~-~~~.~~·~·-:/( 6~·-;'·;-

65 



Dentro de los método& iniiS. Co~ún.mente µsadoS está: el calor, 

agentes floculantes, etc •. : (~_40) 

2) Dado que los monómeros, · así .como la·s '·Con'ci1C10nes 

de ¡.iolimerización (173) pueden llegar a··ser 'tóxi ·.. . ,, ' :-; ___ ,;.- --
cos para la célula, se ha_ .estudiado :la posibil.i­

dad de llevar a cabo una prep~~i.~eri.Zaci6"n ant~s· 
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TABLA XX 

CELULAS INMOVILIZADAS POR EL HETODO DE 1\DSORCJON 

t\csina de intet·canbio aniónico 

Astillas de mt1dara 

cer.:imi.ca 

l\ntracita 

carbán activado 

Fibra de vidrio 

Vidrio poroso controlado 

Vidrio poroso 

Vidrio 

Vidrio 

Cer.:imica 

~sina de intercarrbio iónico 

CELUlJ\ 

Saccharanyces cerevisae 

SJ.cchararryces cercvisae 

h::etobacter 

Pseudaronas sp. 

OJltivo mixto. 

zyrocuonas mobilis 

Olltivo mixto 

Saccharanyces cerevisiac 

Ase7r9illus niqer 

E\lsaril.Kl\ 1roniliforTTn 

Arthrobactcr globiformis 

Slcchararryces cerevisae 

PRCVUCI'O DE t..I\ nEAO:ICN 

Etanol 

Et&nol 

Acido Acético 

Degradación de fenal 

Tratamiento de agua residual 

Etanol 

~t.:mo 

Etanol 

/leido cítrico 

/leido gibcríl ico 

Esteroides 

Etanol 

l<EF. 

146 

146 

146 

146 

146 

146 

146 

146 

147 

148 

149 
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de aftadir a lns células. Este .método ha hecho en· el Caso 

de snccharomycC?s cerevisiae .qu.~ ret~nga au "?1ctividad c;il!_ 

J.-

. . . e:.~:-·,· :-
<.~·· ::_ ·.·- ;;_::. 

Prosent•n ventajas oper•cional::~./;.;que;son .:~iste~tes ·· 
:.::• .:::::::::::":: ::·::!•c:~~;.~:~~:i~;;ci~l~~~do que -

coli'.tica (151) 

4.- Elevadas concentraciones c.31-~lar~ii d'ent~o·-da: la.rnatri2: 

llegan a cambiar ia-··~s~~b-~í~ddd_.-~o~~nica del polS:mero 

(174) 

5.- Pueden· llegar a presentar problemhs de limitaei6n ·de 

difusi6n (175) 

6.- El reÍid-irn.Í.?~to .dei, la' acitividad enzimática es·rnoderado; 

se han otit"a·n.idO .valores ·.alrededor de un· 561 de· activi-

dad (176f, · 

'. · .. '·:<'' . .- .. ::._-::_· .. :. . .. _-:-·. -. _.- '. - . ,. . . 
7. - Pueden ::~~~;'fn~o"~i1 ¡z~d~~-- ~~lula~ ~-e~-: ·:s·t·i;d~ · ~iab:Í ~ .¡ 177) 

b) Atrapamie~to en ;olI~e~os Naturales 

l.- Colág:ena 

La colli9ena 

de otros 
es la principal constituyente 

tejidos conectivos. Puede 

•• 

de cartílagos 

ser solu-



bilizada a balo pl\ y reprecipitada a elovado !1H (178). En. 

l.a T.ablo. XXII se··i:nue~tr~~ ··~lgÚnos~ ejemplos· ~e or9aa:iismos 

atrapados con este· mat~¡..i~i'~ 

Aqar y Agacosa.- Estas s~s-t:a.nci.as·· h.an si.do ·comúnmente.,usa­

·daa en·· Í~mu~o.el~,c·~~Of~~~Sis ·:paca el atra­

pÍlmiento ·de "ís.ntiCuer~os .. ·· ._Uno··¿e los proble 

mas que. han presentado es· que, la tempere:­

turn de qelatinizaci6n es muy elevada, lo 

cual· puede afectar a·la célula. La Tabla 

XXIII. da 
0

al9unos eje~ploB de orqanisnlos -

atrapados por este método .. 

capa-carragenina .. - Este es un heteropolisacórido que con­

tiene unidades estructurales-de sulfato 

de B-0-9alactosa y J, 6-a.nhidro L-O-galaS, 

tosa. Este pol!mero es soluble en agua 

a temperaturas entre los 40 y 60QC y la 

gelatinización ocurre al onfriarse a 

temperatura ambiente.(194) 
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TABLI\ XXI 

CELULAS INMOVILIZADAS CON DERIVADOS DE ACRILl\MIDA 

MICROORGANISMO 

Arthrobacter gJobiformis 

h:hrarobacter aceris 

h:hrarobacter butyri 

B!lcillus ~ 

Brcvibacterium <llllTOlliaqenes 

Brevibacterii..n il!TTI"CXliaqenes 

Escherichia coli 

Eschcrichia coli 

Kluwira citrophila 

Mycobacterium ~ 

I\:?nicillium chrysoqenun 

Pseudaronas puticb 

Pseudcrnonas testosteroni 

Saccharanyccs ccrevisiac 

Slccharanyccs cerevisiac 

&iccharanyccs ccrevisiac 

Strcptanyces !!E.!. 

Strcptanyces phaco:::hrcrn:scncs 

PRCOOC"l'O OE 
LA. REACCION 

Prednisolonn 

<W>P 

Glucosa-6-fosfato 

Bacitracina 

Ccf' 

NJ\DP 

Glutation 

L-triptofano 

Anpicilina 

Esteroidcs 

Penicilina G 

L-citrulinn 

Esteroide 

Etanol 

Glutation 

NADH 

Tilosin 

Fruct~ 
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155 

162 

165 

171 
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163 

159 
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166 

153 

169 

158 

·110 

151, 
154 

156, 
168, 
160 

157 
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MlCRCORGANI9'!0 PRaXICTO DE LA REACCIGI REF. 

Jlcctobacter !e.!. >e ido acético 179 

Aspergillus niqcr h:ido cítrico 179 

CO~\ebacterilltl libiun Jlcido glutámico 179 

92st'.rit'bacteriun ~ Prednisolona 179 

Klcbsiella poeunaroe ruonio 179 

5errátia marccsccns J\cid::> 2-cctogluc6nico 179 

Streptanyces griscus candicicllna 179 

Envinia herbícola L-tirosina 180 

Brcvibacteriun ~ L-glUtllltlilto 181 
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Cl1Gl\NI,..,, PRCOUCTO POLIMERO REF. 

Phiz~s stolonifer- Proges~erona l\gar 162 

!!912ioni.bacterimi !?E.• Vitamina e
12 

l\gar 163 

corvnebacteritin ~ Estcroidc l\gar 164 

Qltherantus ~ Ajllllllicina l\garosa 165 

~carola Ajmalicina h;Jarosa 165 

~ innoxia Ajll\illicina /qarosa 165 

ZVllOUUiiilS nCJbilis Etanol l\gar 166 

Saccharcmyces bei iCJTTUs Etanol l\gar 166 

Strcptanyces ~ Ti losina l\gar 152 

Streetcmyces tindae Nikanicina l\gar 153 

Anabaena cylindrica 
"2 

y ""' 

l\gar 187 

Anabaena ~ "2 l\gar 166 

Phizoeus niqricans Progesterona l\gar 189 

~thanoqenic b.lctcna "''ano l\gar 190 

1\rthrobacter globifonnis Esteroidcs l\gar 149 

Cuthoranthus ~ Ajmalicina l\garosa 191 
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se pueden preparar las siguientes formas: .bloque&, carnas·y ~r~as.No 

sólo un cambio de temperatura, pero también ·e1 .c.c:>ntacto con· 

iones monovalentes como ·el K+,Rb+;·.cs+_·Y-.~H~+ conduce~· a la 

gelatiniznc16n.(195) 

La Tabla XXIV p1·esenta algunos de. los ~~gtl-rli!im'Cis que han 

sido atrapa~os con este poltmero ~-~t~r.ai. 

Las características de ~sto~ métodos d~ ~t~~P~m.Í.~:Oto: éo·n 

polímeros naturales basados .en la geÍatirl,iz8'ción' son: .. 

1.- En el caso de la gelatinización t_érrñic;:~ _el ·~~~;o.:.dé 

2.-

.. _ .. · 

• • • ' " • ': - : --- ~ '- - •• - -. .... ' • 1 " • 

se han estudiado nuevos método& qUe:·use~·cOridiciorlea· 

más suaves.(201) -~:: ·. ·.· ·;~ ,,. 
·/-'>_¡;-' ... :.. _, .. _ • 
. ·:.;·: .: ..... ··'' 

Se han encontrado elevados; rE!nd~f!1·1e¡;t~~.é:_'.'dé_':~éiú1.is 

viables despu~s de la· inmO:vi'fi'Za"Ciót\':; (202) ;; 
~-' :,'..·:~ _,·.-,: ,;·;,·. - ' ~e, 

. -'-, -~-; ; .. :. ·-: , .. 
J.- Se incrementa la ··re~:i~-t~·:n'~i~:/.d~.~:-~i~~~f~~~~~Í.~'- de,·masa 

hacia el ·interior y ·~xte'r~Oi,·,:d·e::ia'··c&1:i:i'~~·~ ... 10·_ qu~. 

causa una ·menor DctiV~d.&d ,Y PrC)ductÍ.Vid8d·~-(20J) 
. ~i.:: ~ . . 

_. 

4.- Se han· reportado· mejore& ·rendimie'nfos e't\':inmovili-. : ' ·• - --- , .. , -· . 
zaeión con ci:!.pa_.ca·r~a9erin·a que_:_._con ·-~-6riacrilamida. 

(204) 
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s.- Oebido·a que -la estabilidad m~Cánica es·_baja·, se han 

propuest~ ·método~ para haC:e~,-1{·1·a~'·:p8Z.tr_cU18s más --

··-

7.-

rrgi~as· con e·1· ~~º- .. ~-~·'.·~~~,-~ -~~~-~Í~a~-~~ ·-~·~,---~-~rra~e~i-
,.,-.. 

na y.¡)01iacrila~i~lt.~<2o5):._._ 
.. , .. :f:;-':_>-.''"' ··:., ''.''.j, -.-.·,·;· 

-,,:-_;_;~ ... ·-, ..... 
·_·.::::,." :,: o-~' ···- '.:-~,-; ;·.,-" 

::º h:~p::::;~;~1;~;~~'~'~l~f~~~~1:~t~:b::::~ p::. :;::~ 
tos ·mecánicos'_.durarite-';-1a·tferrnentación• decrece - --

hasta e~ un'.'.l::~ ;;it~l,;~~~~í~~;,;,0 • ·. 
Con· el·. fin- de-- incrementar-~ la. porosidad del gel• para 

evitar ;-~·~~~~--~-~~-~-~~_;;~~f_;:~f~~f:~~~--~~--::~~;-~asa, se ha prS? 

púes to· el ·:úso .~de:,:fosfa~o'.· tiicálcido; ( 206) 
,'.:,. 

'\' ·:_.,-:;-'···>.' .· 
Atrapamiento ·_,con A-~:~i~~\~-~-~:, Es t~~ método está considerado 

como una· 9elatinizaci6n ionS? 

tr.óPica, que se: lleva a cabo 

• 

0

por entrecru~amiento iónico 

de co."denas po~iónicas con -­

iones multivalentes. 

El método más popular es el ~ntrecr:~"z~m:i.~nto_":c:1e1": al(JirlatO. 

con iones de calcio (207). En l_a TaPla .XXV·~e- presentari· -

algunos de los organismos at~ap_i:ldos por 'es.ti! 'mé·t-odo-. 
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Brevl.bacterium ~ 

Qlndida tr<:9icalis 

F.scherichia coli 

Pscudc:m:tws ~ 

Zynaronas rrobilis 

Saccharanyccs bayanus 

5accharanyccs cccevisiae 

Pseudanonas dacunhac 

Brevibacteri\.Sl\ ~ 

Pcnicillium ~e 

COryhcb.."\Ctcri~ d.ismutans 

PROOOC'l'O DE LJ\ RF.ACCIOO 

/'>c. L-málico 

l'Cidos dccanóicos 

L-alanina 

L-alanina 

Etanol 

coanol 

Glicerol 

L-alanino 

t.-nelato 

Patulina 

Alanina 
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Las carac~erísticas de este método:sont 

1.:- Se ha .visto -q~e_-:a __ -~-~ª-,C:C:nc_~n-~ra_c,ió~·~de·_2¡ de 

alginato se.- obtienen. elev.adas actividades 

2.-

J.-

··-

enzim~ti~as.' · (2·24·,_ .. _,. . , 

La estabilidad Op_~r8<7~-~:;a1_·:;_e;:C~uena. 
-,:·-- ... ; 

Se pre~entan: prob·1~~~-~,:~,d~ --~i::-~~-s-f~renci~ de. masa 

cuando laS pa·rtrcui~s--:d~/~-¡~-i~'4:-~~-. _son mayores -
- . ·• -~-'"/.·.}''·' 

de 2.s mm de diá~et~C:· '· (22_~!::;'.-~;:·/-

La estabilidad m~cá~i~: .,:;¡~~ partículas es 

buena, especialm~-~.-i~-Q"~- i"~--~-~¿,luffinas empacadas y 

de lecho fluidizado _ ( 2_27) 

s.- El método est.:i l_imitado por_-la inestabilidad del 

polímero al estar "en ·contact~ ·con complejos_ani2, 

nicos, como es fosfato, citrato, etc. Esto ha -­

causado que se desarrollen métodos de estabiliz~ 

ción covalente para alginatos. (228) 
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6.- se ha podido determinar que ~-n algunos _casos el 

atrapamiento con- iilgináto"·es más favorable que 

con ci!lpa-carragenina, .ya 'que estE:_ últi!'llo _Puede.­

causar inactivaci6n de la activid~d_ ~nzi~átÍ.ca, 

de ti.do a la._ temperatura· a lA cúal_- se.: re8.l i:ta e1' 

atrapam1ento (229) 
-.·.;:- •"_e. 

1.- Se pueden obtener elevados·porC.eni:.a"_j~s·dB acti­

8.-

vidad catalí.tica (221) 
·'·-· 

-~:--:<::/_:~\; 
El método de inmoviliza~ié,~-- es muy· suave, :así.: 

como que se pueden llega~·:·_· ~--'~t·r~Par ~'~é'l'U1a·s_ vi!. 

bles de diferente -o~i~-~:~\t_~j~·)_':-;<:·-i;_: ::'.,'·:·-' __ 
.• -¡e .,,.-. ,-;.:- "\--; 

~.-~.'.~.·.:·,::'.·. __ ,,., 
.;,: -- J._ 

Como se ha podido vislumbra-r a' tr"a\/és: ~~--·---1~~· v_entajas 

tajas de estos métodoe:~ 1c;;s_'. pr·6~~-~-¡-~-ie':~Ós_:-de· 
y desven. 

inmOvili:iación de 
,_>.•,;,_-,' 

células que usan_ algiría,t~~--: y"-'ca·rr'8.'g·e·nin·a Son. los m_ás prometede_ 
:.~--·,·;.~;:._'Y<_!::.,~-:,-_,_ 

res, ya que no hay - ries9~-- de.:to)(.icidaíi y~:· ia& ··condiciones de -

1.-

. - -._ . -- ·::_ .. 

Cutindu. so l~e~~ .i ·--~~~~-:: :~~ 'i.rlmóvil"t:iación a truvés del 

un 

decrccim1ento en la· a~t.1Vtdad·. e~ziinitica, así. como· en 
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el· número de ·célul~s viables. (231) 

2.- El uso de monómeros, ·como r;J1Ute
0

raldehido~··_como precur 

sores de la inmoviliza.ció~- p~-~-- Polilneri~~ci6n,: puede 

ser· mas t.óxico que e;l ·u&o d~· ~ii~ó~~r~~"·--y-'·p~-~1~eros, 
ya que puede haber permeabilida·d· del ·monómero hacia 

el interior de ·la·célula.<232; 

3.- La pared y membrana celUl~~ '~';; .;u(}~• '.i~t~~~~s; gene­

ralmente previenen '1a· :pl!rmeación··-de:-·1os-,.:Su&tr'~tos~ pro 
' ' -: -,<:-,•-·',·•.-•_ ...... _, .... _\;.· .. _ .. -¡; - '_ - -

duetos y otras reaCCfOri~_s-~_-de_~-·~1~·s''.;·_c~pone·nte_~- ~n. y_ fue­
ra de.-las célu.Íits. 19i; ··.· .. ·;·'-.>:-~_'-·;5.;~,:~-:p-~ .. -;:, '.·:,.-· 

···' ·'i:':·~~.\¡(~~;-. ::/". ,;; ;o: 

• .- Existen tambi~ri .~~~ •• ~::,d~1;~s:·~~¡6ni. '1aoós pór i~ pr~ 
sencia de ~ lo's ~-~-~-¡fn~i~~~~-:-~~~~-~~¡~·,;~-~~~-f-f ._;::~¡: i..¡~-~~-ilizació~. 
(233) ·-.-; i<?:·-<< .. ~::-;-~~-. ·-·~~-~>--- ·._:;_ 

.· -_ ·.--' .~ ... : .~' :-.::_~_--;;. '),"~-~-· 
Pueden darse--ef~~t'o·~ -~i~-~~-i~·s-~&~icOs entre_ el soporte 

y ~~ · ~-éi-~1a :: (:_2_~:4·;?::, 
s.-

6.- Finalmente,_ háy m~d"ificac:ión del pH óptimo de la 

célula 1 . debido ·a C¡Ue ~~ forma u·n, micronmbiente. ( 235) 
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ratizopus stolonifer 

Gluconobacter oxydans 

.Annbacna ATCC 27893 

Clostridium acet.obutylic\.11\ 

\!l!)Senula polyirorpha 

Gluconabactcr o><vdans 

P.-...eudc:tralas denitrificans 

Saccharcmyccs ccrevisiac 

D.:!.ucus~ 

Norcar~ia rhodocrous 

Saccharanvces cerevisiac 

Condicb tropicalis 

M:!tharosaruna ~ 

Clost:.ridiurn tci jcrencld i_ 

Prcuidencia sp. PC'1 1298 

~smolJi~ 

Clost:.ridiun. acctobutylicum_ 

Kh.1yveronyces íraqilis 

I...:ictobacillus delbrueckii 

TJ\lltA XXV 

ESTl\ 
SALIR 

PROOOC"ZO DE U\ REACCIOO 

Progestcrona 

/le. glucónico 

JllroniO 

!=tona y Butano! 

fbrmaldhehido 

Dihidroxiacetona 

"2 

Etanol 

Pcriplogenina 

Esteroidcs 

Etanol 

~radnción 

t-nt;:ino 

SOlvcntes 

~etoácidos 

Etanol 

Jlcetona y Butano! 

Etanol 

>c. t.-láctico 
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CAPITUJ,O VII 

Fl\.CTORES QUE DETER11INAN LI\ EJ,ECCION DE IJ\ ACTIVIDAD 

ENZIMl\.TICI\ l\ INMOVILIZAR COMO ENZIMA O CELULI\. 

"º 



Como ya se mencionó, en capítulos· anteriOres,_ e~~st_en enzimas. 

intracelulares y extracelulares. Si se trata de· uria ·enzima ·ex_-

trzr.celular, Jns posibilidadas de uso del'cat~liz~dor son dos: 

enzima libre ó enzima inmovilizada. En el .caso" de una enzima -. ' - . 

intracelular son tres: enzima ;i~rc, e~zima· inm~v~l_¡~~~a ~· -

célula inmovilizada. 

En el caso de una enzima que forma parte in~egrante del produ~ 

to, como son las amilasas del pan, las pr'oteasas .de 'ios deter­

gentes, etc.,no se pretende inmovilizarlos. sin embargo; cuando 

hay interés de reuso de la actividad enzimática y más aún de -

que se usen en procesos continuos, en reactores que contengan 

una elevada concentración catalítica, si se desea inmovilizaE 

las. (77) 

Debido a que como se discutió en el Capitulo IV, las enzimas 

inmovilizadas (extracelulares O intracelulares) presentan --

mayores ventajas sobre las enZimas libres, para la actividad 

enzimática extracelular solo cabe la posibilidad de inmovili 

zarla como enzima. En el caso de las, enzimas intracelulares, 

lo que determinará la naturaleza de la actividad enzimática 

a inmovilizar será: 

1) Tipo de Reac~ión: 

Si la r1;:i.1cción es rr.onoenzimática existe la posibilidad· 
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de que sea. lleva.da.~ cab-o' P,º-i:: la_ enzima ·inmovilizada -

ó. la éé1ul~ · inmo_v·i¡i~~'da ~-~Si _:~-e -.de~-~·~:,·usaC:'.:_·c~lulas · -
1nrilcvilizadas · Pór<" pre"sentai-.'_inBY~res pr~duC::tiV~dades.· 
que las en·z-i~a-S_'·i~'!'~,v:i_íi.~.~d~-~.;-_~ :s:~~·¡, ~-~~es~ri? dis~l-­

nuir· ·ó :eli
0

m~~-~~::J.~~:-.;:~~,~-~~~.Í~~~:3-:-_~~ .. ~e.sead~~·:·qu~- p~É!dan 
d~rse pÓr la p-~~.~~ri~ia;_-d~-,~~~~~-- act)v.idades enzimáticas 

_._-,_;. 
dentro de· l.B. C:é1u1a~·; (236) 

-- . -·:. - ·. -. .. .. : ' " . . . 
Si· la- reacción .'·es''inu"itienzimática, se descarta la po-

a"i~iliddd de'}· .. us
0

o, ~~·~;~-- ac-~ivid~-d enzimática come en­

zima, ya 'qtie serta un proceso muy caro la obtención 

y la ~n~~vÍlizaci6n adecuad~· para cada una de las en­

zimas~ junto con sus _correspondientes éofactores, que 

toman par.te e_n ia reacéión, así cc~o l.:i complejidad -

del manejo del S'istemli durante- el proc.eso. (237) 
. . . 

· .. ; 

sólo es. llevada ·:a. ~~i:u:~: ·p"Q·~ _ ·_cé:l~~~ui. ~ :' L~~ -'cél~las . lnmo.:. 

. ;_ . . 

~;Od_u'Cc_~~n ;-. ~e'/e~~e~~i;d~~. -.y ·-.·~~rmonas Debido a esto,· '1a 

viliiadas -han ·demcStradci'-'inaYore-s· .. -Ventáfas·, .s-obre·, las 
' ,_. 

células:--libr'es, ccmo-;es·(una .elevada ·productividad, .--

2) NaturaleZa_del sustrato. 

Si se usan sustratos de elevado pese molecular, sólo 

cabe la p~sibilidad de la actividad enzimática como 
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enzima, ya que éstos n.o po~l-!an permee1r la pared 

coluiar de las c.éllll~s · 10· ~u~ .·~casiO~aria_ bajos ren­

dimientos. Si -se. ~~ah:_~u·~~~~-t'Cs.:·~~-·:bajo pes.o mol~cu­
lar como el casó ·dc:-,i',; .. --~r~d~~C"ión "de ·I.-'á.Spártico a -

.:·{:· 

partir de ácid"a·>r.ufnáriC:·o~:>s~._'_há---·V-isto:-que el sistema 
,, .... ·, 

inmovilizado ·cCmiO:·-Céi~·¡:~~·'E;"[.·~sOntli iñaYOr'es· productiv! 

da des que el presentado iCOínO :-enZ-imli. J.-~mo-vi li zad-a e 238 > 

J) Pureza._ 

4) 

Si se requiere de una elevada pureza,para ·Du.uso en 

procesos terapeúticos ó fái-ma'c'.!riti~~~, :; ~(;-~Vénd~li 
inmovilizarla como cnzim~-~ :ya ~ue·-.>~~·~_,··~-~:~·u·f~~- c~nti!;,: 
nen qran cantidad de enzimas". que· pu~d~·~, -c-~~-a:-~i~-~r:,· --

.'· - ' - - . 
reacciones no deseadas. 1ú1imism0;'~10SrrrA9meri.tos .-· -.. . - , ' ,,~, -.. - -- "'" - ' ' -
celulares desprendidos -duraO_t~:-· e1 ' .. p'l:-Oc;eá~·ij;~e:.den'·~·.; · - . 

aparecer como contaminantes del 'Pr~d~~~I? f:i~~-1--.(23~) 

' .- ... 
Estabilidad. . --:\:.~.-.-· 

Si la enzima intracelular_ pierde estabilidad· durant'e 

la extracción, purificac'tóri y ·post"er.iol-. inmovili~a-

ción, convendrá inmovilizarla como célula y no como 

enzima 77 ) 
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5) Dit:ueión. 

Existe una 1Í~itaci6n .en la difueió.n de los sustratos 

y de los productos cuando se usa una· actividad enzim! 

tica inmovilizada. Sin embarg~, esta limitación se 

acentúa notablemente en el caso de las células, ya 

que además se presentan los efectos de permeación a -

·través de la pared y membrana celular. (240) 

6) Costo. 

La actividad enzimática inmovilizada como célula, es 

más barata que como enzima, ya que desaparecen los 

procesos de extracción y purificación. As! como se 

obtiene mayor producción por volumen de reactor(21) 

7) Rendimiento. 

La capacidad de inmovilización por gramo de soporte 

es mayor en c:'~lulas q~e· en enzimas, , l~ _que ~~ae .Como 

ven~aja_que se.puedan usar ~eactOres más Pequéños ~-· 

con · ~gual· actividad· C 9~) ; : 

. -.. 
Como se ha visto en· 10 anterior' expuesto, hay ventajas y des-

vent;ajas pura la inmovilización de· la ·actividad enzimática --

64 



como enzima o célula. 

Lo que determin.3-rá i!l uso_de una y otra, debe ser estudiado de 
. . . - ' 

nuevo en· cada ·ap1 i.Cación .. c~ncret.it Y ·bajo ·condiciones similarás. 

con el f.in- dé cibteñer dfttos c_omparatiVos para s~ elección. 
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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 como consecuencia 

que al finalizar la fermentación deseada, la enzima activa -

queda como parte integrante del medio de cultivo. Este hecho 

causa que la enzima sea un contaminante más a separar del prE_ 

dueto deseado, as! como que su proceso para recuperarla y usarlo 

de nuevo sea técnicamente difícil y costoso. 

Asimismo, las reacciones enzimáticas con enzimas libres sólo 

pueden ser usadas en procesos por lote, lo que representa una 

menor productividad que la obtenida en un proceSo continuo. 

Cabe mencionar que hay enzimas 'que no son de interés para ser 

recuperadas, como son las proteasas usadas en detergentes, ya 

que forman parte integrante del producto1 sin embargo, hay -

gran cantidad de enzimas que únicamente intervienen en la ca~ 

versión y formaciOn del prOducto, como es la p-galactosidasa, 

la papaína,_ etc. 

Este heCho ha impulsada el desarrollo.y aplicación desiste­

mas inmovilizados en la producción y aplic~ción-de compu~stos 

de interés comercial 

En este capítulo haré énfasis en la aplicaciOn de las células 
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inmovilizadas ,·y !!2, tanto de las enzimas inmovilizadas, de las 

cuales· existen amplias. revisiones ( 34-38). 

De estas Últimas sólo haré mención de las aplicaciones más 

reciéntes. 

8.1. Aplicación de Enzimas Inmovilizadas. 

Dentro de las aplicaciones más recientes están:· 

a) El uso de lactasa para remover la lactosa de ·1a leche, 

así como producir jarabes a partir del suero que se -­

desecha de la industria lechera.(241,242) 

b) La papaína (EC 3.4.22.2)-es.~~·Sada e·n·1ii-produccién _de 

cerveza para prevenir la P~~-~·ipJ.:~~:ci6~;--~"e1 Complejo -

proteína-polifenol y de pro~·e_1na~t-a~1nos_~· ·_La ·enzima -

es cara y .es posible.-_qu-e_~·_;,;·~·:·.ú_~·::·(u_t_ll~ó_: ,i_-'.-';le~iBlaci6n 
pueda restrin9i;- s·u--~~o:-~·~~j-~\·~_;:~~~·:·~~-~·~~ 'im~ul~ado 

. ·._ ... ;,-;,¡,_-,, .. . . .,,._,.· . 

aceleradamente el ·desai:-roll_O.'de .. 'un·. p~oCeso· que utilice 

la enz.ima inmOvilizada·-.- _' ('24'3 f <-· 

; > ·:· ..... --. _;:- ;·_ .. ' ·-.-·~/,·:: f' 

c) El uso de enzimas· en la_ industria·· de .la d~_spectiniza­

ción y clarificación del :jÚ9o_:·_de_· manz~-- tia .sido iden­

tificado como necesario, por lo,cual.se.prétende im­

plantar s¡ste.mas que usen· eiiz:i~~·a··{~:~~~-i'i'i~ada~ Por -

la ventaja que present.an es.tas ._.·con·- r~·~P~i;;:~~- a las. en-
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zimas libres. (244) 

d) Otro campo que ha sido revelación para la aplicación 

de en~imas libres e inmovilizadas es la producción de 

fragancias. (245) 

e) El uso de sistemas inmovilizados de enzimas en análi­

sis para la determinación de úrea, glucosa, ácido úr! 

co, piruvato, lactato, citrulina, creatinina, glicerol 

y colesterol ha tenido gran éxito comercial. (246) 

Se construyó un electrodo para detectar penicilina 

basado en ~-lactamasa (EC 3.S.2.61 atrapada en una 

membrana semipermeable en la base de un electrodo 

de pll. Sin embargo, deben determinarse las condi­

ciones necesarias para que haya respuesta en un -

corto tiempo. 

Se aisló glucosa oxidasa de ;.spcrqillus niqer y se in­

movilizó en poliacrilamida. Fue utilizada en la deter­

minación de glucosa en sangre, dando buenos resultados 

(248). Asimismo,para análisis cl!nicos, fue inmovili­

~ada la aminoacilasa en poliacrilamida con enldce car­

boimida (249) y la acetoquinasa y fosfotransacetilasa 

fueron inmovilizadas en vidrio de poro controlado, el 

cuaj fue optimizado para aumentar la cantidad de enzi 

mas inmovilizada por gramo de vidrio poroso.(250) 
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f) 
0

Se
0 

utilizó un-~'Sistem~ inmovilizado en nylo~ d,o 9luco­

sa ... oxidasa-catalása·, y lact"ato-oxidasa ... catalasa para -

la. pr~ducC:i6~-- de _ácidO. glucó~ico y pirúvico reapecti:.. 

vamente.·Los resUl~ados fueron muy favorables, y se .. 

obtuvO una-conversión de O-glucosa a ,c. glucónico de 

más' del _90' 'de rendimiento y tle ácido pirúvicO de máe 

del 471. (251) 

s.2. Aplicaci6n de Células Inmovilizadas. 

A. carbohidratos 

al Producción de Jarabes 

La aplicación industrial mayor de células inmovilizadas 

es el uso de la glucosa isomerasa para la producción de 

jarabes de elevado contenido de fructosa; qu~ comenzó 

en Japón con la sanmatsu ~ogyó;co. y: en 1966 con la -­

Standard. Brands, Inc. 

h:tualm?nte, se usan ~ nivel -'~iPl lt11 enzima itn"CNilizada caio 

la célula inmovili:ada.~'Sln,".mbar90, por las ventajas -

que pres~ntan las células 1nmOvili2adas sobre las -

enzimas inmovilizadas, como lo es la re~ucción en Jos -

costo~ de produc~i6n 'ttasta de un 40l, por ahorro en mano 

de obra y concentración catalítica por litro de reactor, 
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• 

la industria se 'está inclinando por Cl uso .de células 

inmovilizadas· (238} 

b) Hidrólisis de Lactosa. 

La 1acto.sa - e·a _ ui\ .-".1i-Sa~lirido que se encuentra en la leche. 

La industria alimenticia está interesada en su hidrólisis 

a través.de la lactasa debido a la posibilidad de conver­

tir este azúcar relativamente insoluble y de bajo poder -

edulcorante ·en· una mezcla de monasacáridos 1 que no ~rist~ 

lizan y que tienen mayor poder edulcorante, como son la -

glucosa y la galactosa. 

Las células de Saccharomyces anamensis con actividad de 

e-galactosidasa fueron inmovilizadas en alginato de ca++, 

reteniendo una actividad del 78.6% en relación a las cé-

lulas libres. La temperatura éptima de la actividad de·­

B-galactosidasa inmovilizada varió de 50 a J7°c. 

Una nueva especie de h anamensi que contiene' ~C::_t.iVidad · 

de B-galactosidasa, fue inmovilizada con ¿~i_.f.~ .. -~·~--'~:g:·a~'. 
La actividad rec.obrada cuando se usó 2.5\ ·de'..~:~·~·~'.·pa~·a _.-_ · 

la inmovilización fue de 68. 6\ en relación can .las -- -­

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

hidr6lisis del suero en o·. 5 ~e~ta"v~s de 'dó1ai11ibr~: de 

suero,- en ·-r;,,lación a un proc.eso_ .-;::"onven~-i~n~-i- ~ '"i.a--:hi.drg 

lisis se lleva a· .. cabo_ en poc~s minUtos ';. ~~:.-.~'~ma-~~ -d~ 
la· pl8nta e.s mucho meno~:-~ {254) 

B. l\minoácidos 

·,-_ ,_, 

El ác. aspárti~o es ~mp;i:m~nt~ ~~~~o, no sólo en medi­

cinas, sióO' ·c~~O ~-di'ti~~';de. á~i-~~n~~s;-:· ~~-~ie~t:e~ente.ei 
. - .···: -,: '·_,/_- .. · .. ",'" 

ásparta~o ... ·_Url ):Ji~é~~i'd~ ~d·a~::: á~ ·~~:-a_sPái:-_t_ÍI:·~·: y" :metilester 

de Í:..-fenii81anfa·;-._fue-;comeÍ:-ci'ai:i:Zia'cio·· cómo un· edulcoran-

te sint&~-i~-~.·:'~~-:-: ~~f~~· .. '.~~i-~:~¡a-~<·-".Q~b.ido a e~-~o -;a··_d~man­
da de .Íi~.'.-L.::~;~~-i~i-~~~.-·~{:t5.':-¡:~-~r~~~ri~S_n~~~~~- ya que -- --

vietie a ser· materia ¡>r~.~-ª. p~ra_ l~"stntesis del dipéptido·. 

El ácido aspártiCo' ha sid0 p.r0ducid0 industrialmente por 

~anabe-Seiyaku_Co., Ltd., a través de· una reacción esta­

'cionaria,· usando células int.actas de h ~con elevada 

actividad de aspartasa. Sin embargo, el proceso tuvo des 

ventajas a nivel industrial porque un proceso es_taci'ona­

rio- implica incubación de la' mezcla que cOntiene el sus-

trato y la célula o enzima microbiana. 
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En 1973 se obtuvo cori éxitO .la· indUStrializaci6n·.de un -

proceso· conti~Ú.0 qlle- ~t.i1i_za ~ñ" ·s'iste~a ·.de célula& micrE_ 

bianas- inmovilizadas •. ( 255) , .. 
,.._·, "-: .: •.•, 

·El proce~o a'ctua1· ·ui:.~µz·a ;ia:. mut.ant-e El\Pc..:1, derivada de 

~ coli .-113ci3·,·, ·~bn.:~ct'i.Vi'dad·:'.~ei~Vada·. :d~·-:~sPa~-¡;a~ii -i~m~V!, 
liz~ en c~~~:~~·~-~~-~~:~~f~:~:~:,¡·~-/,,:_?:,:.+-.\'.:~\~-:~ :.~_-:-: 

. }::'.:_:~f :~}~~~{5~~;~.f ~):_};;i~~-'.~~if i}~~~:~::,i,~~.~:_:~~}ii;:;·,:_~:;·, . : ;:.<'..'.:" \ . 
Fue 11:eé::f!s'a~l~ :estudiar:,.un-.método; para .eliminar,,la·: .i:ic"t:i~!. 
dad de· ·r0mar~~~~;::y~~~~~~'i·~~¡\~\'.~~:

1

~~?~~-¡~~~~:;~,:s~·-·-~ri~'o~~~ó -
. ''.''. '._",. ~ ~.~-,·~. ::;·~;:.·:.'.-':'.~.'~;:;'.r,?t:',-::-¡-1~;.:•;;~~'-:,.{ ''''-'::'e-.:~:;;,.__,~-~ ' --- . '. 

que ··el "inejor:- método~·es,·POñer.t1as".'=.célúlas>~ininovilizadas. -
· , -·:.": .:. :-~:·· .. :·:'::['.-:-- ·~·:i~,:_;~_;~;:fi: .. '.'->":::},•::':;{;, }-~·ft./'':'.S;::;: 1 _-1:;:./·?~.\:,'/- ;:.: .. ~ .'-':: .; •.. -.,·_. _. _ ,_ -

en un _medio·,.que_-:'_é°-nte~9~:':,s __ OmM_>:d~.::)i:c_i_do:-ªª-~ár_tic.o_ a_ 4_SºC 

dur~ ~t~·;:_.1·:::h-~~ª: ;;:~f~!"~f ~:~~~r~:;:~~f,.;{~~~::~~~~ r_~·~~:d .: ~~-: ~~~r~s~ 
fue totalmente:· eliminada '~sin '"inactivación -de: la ·aspar tasa. 

<·: . ~iJ1-~\f.:-·<' -;_.,~~;;,4\~ - ""··· 
. :·c..-~\):~:~:.'';~;·,<'';-~ -~-;;-·~--· ;:'.;-'-" 

La prot!·u'_C-~i~i.d.nd:,_:(9:1.~1i: »·~·~;·::·¡~· '~·i-:ep~~a'ci6ri inmOvilizada 

de las --c·~-iu"iaS>_d~c-_ÍiAPc-7 ;·-·de:'- ác·: -L-:-isápárti.Co fue seis 

veces ~ªl:'ºr' q~e·:-1~: ... pr.:esentada -por Ías c.élulas "padres" 

(236) 

b). Producción de L-arginina. 

El sistema inmovilizado de células viables inmovilizadas 

de Serratia marcescens fue aplicado a la producción de 

L-~r9ini11a. &e observó que la limitación en la difusión 

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

troló el pll. se obtuvo una elevada productividad, así 

como estabilidad operacional ele.va.da, por lo cual se -

sugiere como un buen sistema de ser aplicado a nivel -

industrial (221) 

c) Síntesis de Alanina. 

se inmovilizaron células viables y no viables de - - -

Corynebacterium dismustans en gel de poliacrilamida. -

La síntesis ·de aminoácidos fue predominante para ala­

nina (65\) y el restante 15\ de la síntesis correspon­

dió a ác. aspártico y ác. glutámico (257) 

c. Acidos. 

a) Acido Glucónico. 

El &c. gluc~nico y sus derivados tienen un amplio uso -

en la· industria alimenticia y ,farmacéutica y,on_compue.!. 

tos de limpieza: •. 

' < . . . . -_ . . " :: . . ·_' : :. -~· . :: . . 

El ácid0 gluc6n-ico-. h-~ si-dcí c~-~veri.cÍ.Ona~Ri~~te ·producido 

ª esua1a 1ndu~t~-1ai Por: .fer.me·~~a·c1óri es.tac1ona·r1a por 

el hl)ngo Aspcr9.il1Us .niqer·::-~"2s_e·)_:: 
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Este proceso es eficiente, pero requiere de control de 

pH que resulta en la formación de sales del ácido glu­

cónico. El ácido debe por tanto ser separado de sus -­

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

Otra alternativa podría ser el uso de Gluconobacter 

oxydans, que también ha sido aplicado a la manufactura 

del ác. glucónico. Este microorganismo es capaz de pr2 

ducir ác. glucónico a valores muy bajos de pH y por lo 

tanto no es necesario un proceso de neutralización del 

producto final. Sin embargo, los gluconatos formados·­

en la fermentación de Q.:. oxydans son frecuentemente· ox! 

dados a ácidos _cetoglucónicos que deben ser removidos 

del producto final (259) 

La inmovilización se presenta como un método atractivo 

para obtener elevadas concentraciones celulares, con el 

fin de obtener oxidación rápida de glucosa. Las células 

vivas de Q.:_ oxydans fueron inmovilizadas en un soporte 

de nylon fibroso. El ác. glucónico libre fue continua­

mente producido en un reactor tubular de células inmo­

vilizadas durante 6 meses, con una productividad volu­

métrica de Sg/l /h con 100 9/l de glucosa, como sustr~ 

to y a concentraciones de 80 g/l de Se. glucónico (260) 
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b) Acido Itacónico. 

- - ' : - ·.· -._.· '--·: ·.· -

Él ác. itacónico es u-sad0 ·en -la.- máriufact\1rn"-dc· re-sinn de 

acrílico. 

Las células ·vivas 'de· ~-~~~-~i¡-~:i·~S~. tCi-ieU:s · f~-~-~On ·-~t_~~pa­
das en gel de poliftcir'ifa~li:tai-: ·51:!".usÓ Un reactor 'COnti-

- -·· - ' ~' - ., ... 
nuo, c;tonde.- se obt-uVo :- url: i:Cn.dim1entO- máximo .de 60 'mg/h/ 

40 g. ·de gel.· La vi_da media del. cat~li:za"dor fue' de 10 

di as·. (261) 

e) Acido Mnlé"icO 

.. _ .. '-' ' ' 

Para. la. producció~ ~'e á~~ ~~~ei~o· 'se · i~mo~il¡zó-- Brevibac·-

terium flav'um con -capa-carrage~in-a . ./ s~. C1e~6. la :estabi­

~ cle la act~~idÍl.d de fumara.sa··_al ·aa~·i!1; -~n':-~~_lÍm~~o: 
policatiórÍico .(tanino).',, 

La producción de ác. L-maleico.en ~st.áS'~O'ndic'iones. fUé· 
. ' - ' 

de 42.2 Kg/1 • por colunin8 -de ·1.000:1-... :y-:se--:i:~é:-r'émerit.ó 
. . . . - - . . ' 

en J veces en- col!'p.aracÍ.ó~---d~l;-B_~. fla~:~:u;¡·.-¡-~~;,v1.li~i~d~ -~;_ 

únicamente 
0

con caP,~..:~aÍ:-~ag~nin~-~ -: y' e~ '.2~ ::.:y~~-e~- ~-:~~~:-~~e 
el ~ ammoniaqeres inmovii1·~ad~.'en p~~ia~ri'lamid~~ (

0

262) 
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d) Acido Corísmico. 

&1 cor ismD. t6,- -· uno: ::de-';: 1 ~:~.-~.-i·~~terined-Í.-ar i.Os' Clave-· de 1 a b i~ 
síntesis--~~-: a~in~·á~i;~~-~:·:-~;;;~st·1-~o'~-~-- ~-s_- ~-xcretado por la 

- - .. - . '' 

mUtante--_-EntEi:rObácter'--áéro2Ei~es' 62.:.1. se ha demostrado -

qU:e l~·- ~aC-~~,~-.i~-::-1 i:_~_~ciJ_i_l~z'ad~ ·:en ·9-~i ·de poliacrilamlda -

. acumU1~ ·:·á~,id~--:'.~or í~m1C·o· --~n ·"cantidades comparables a las 

ob·t~~i·d-~~-~~~.- ~-~~-~;¿~:.·'¡-¡~bre~· •. La··biosíntesis consiste en 

-~na ~~accÍó~ compuesta 'de 20 pasos enzimáticos. (2~3) 

e) L-Ceto.Sci.dos. -

Recientemente ha habido un gran interés en el uso poten 

cial de los L-cetoácidos para el tratamiento de uremia 

crónica. 

La síntesis química no es posible desde el pUnto de vi.!. 

ta comercial, por lo complejo del proceso de síntesis, 

por lo que se ha pensado que un método prometedor es la 

producción de L-cetoácidos por medio de amino-oxidasas, 

que transforman los aminoácidos a los correspondientes 

cetoácidos. El costo actual de las oxidasas disponibles 

provenientes de fuente animal (riñón de cerdo, veneno de 

víb~ra) es elevado, por lo cual se pretende usar una 

fu~nt~ microbiana como fuente· de amino-oxidasas. 
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Las células de Providencia sp. PCM l29B fueron inmovili­

~adas en alginato de calcio y formaron 80 mg. de ác. 

~-ceLo-alfa y metrolbutírico a partir de L-metionina por 

9 du gel de preparación. La productividad dependió dires_ 

t&mentc clcl tamaño de las partículas de gel, ya que se -

observó limitación en la transferencia de oxí.geno. 

El decremento en la actividad de la L-aminoacido-oxidasa 

durante la oPeración, fue compensado por reincubación de 

las células inmovilizadas en medio fresco de· creciimiento-, 

lo cual hizo posible el uso del sistema pÓr un mes·, "{264} 

f} Acido Acético 

. . . :. ' . ; - __ - .. : -. ': _ .. _;. ·.,~ :- -~-~ ~ _· -

El vinagre ha sido produci~o des_de _el sié:j~o XVII P?r_ e'.l 

llamado .. proceso rápido", . que--~j ei.·."p~¿,·c~S·o niás antí9uo 

a base de células viable's i~~~~¡i'iza·d~~ ,nat~-r~l~e-nte •. -

Sin embargo, actualmc:nte se pi:ctende. reempl"azar este -.­

sistema" con metodologías nuevas.· 

Las células de Acetcbac:ter ~ fueron inmoYilizadas en 

capa-carragenina y fueron colocadas en un.reactor 'de· 

lecho flUidizado, Al cabo de 2 dí.as, el nú~ero .. d.~,. célu­

las en el gel alcanzó 100 veces el númeio-inicial·, en·­

un medio de crecimiento. Fueron trasladadas a·UO medio 

de proáucción, obteniéndose la máxima 'activida
0

d de-:pro-
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duccióu de ác. acético de 40 mg/ml de gel/l con sumini.:!_ 

tro de oxigeno puro. se obse~vó que el oxiq~~o fue el -

tactor limilante ptara el c_r_eCi_mient_o y_ producC:ión de -­

Jas célulah (2b~). 

···-'. '. . -- '. _ .. 
Por otra parte •. ·1aS:"--céi"uias de Ac'etot:iaC-ter'accti fueron ·-- ' .... ,. ,. --
absorbidas en ·_Cili~dros __ ·d~-.-_ceí:-á-riii'ca- poiDsa comerci.!il. 

La -cap-~cidad m-&~im~:---~~--- -~e-~~riClón-~:·~ue ,d;;. 2. 5 · ~9 _.de -bio­

masa (p.s~--) ---~o~.'.·g~~~~:'~~: ·~·~ri~i~~·-. se obtuvo ·-una· velo­

~-idad de pr~d-~~~:i_~~--;:'.~~;(ác··~·-;_-~6:~-~ic~- de' i0;4 q/l ¡h con -

suministro d~ ox!g~~.i ~.~r~:)~~~l . 

.. ~'-: :-::-\\'.' ;'. .. 
g J Produc_ci~n de.-_- Acido '_c:ítrrc·~ · 

>>-'----- "J:~ ·.-\: 
·:·<'· :'·~r-· 

·,,_' 

Las fllncio.neS': tIPic8Í:i{-'d~i:"· ác-~ '_cítrico en ·la industria 

de los;-~liine'o't0~~:~~·:1"a'':de'·_:s~~--amortiguador de pH, - -
. _;· .. 

sinércjiCo. c0~_:_10S·;·antiOXidantes·,· prevenir las reaccig 

nes de" o~~:ur;é~·~r;;}_~_ri~-~~ ;~_-sab~r'i~ante e i nhibidor del -­

crecimié~to - irliCr-oti"J:.'Bn~ •. -

Se ·1mavilizar0zl ·las células de Saccharomycopsis lipolv­

~ en··_gel de_ poliacrilamida. El proceso de inmovil!. 

zación no causó un decremento en la actividad, y la --

velocidad da producción fue de SO mg/ l /h. La producción 

de ac. cítrico fue de 38 g/1 ,representando un rendi­

miento de 51\ (p/p) basado en la utilización de glucosa. 
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En comparación con las Células ·1ibres, se observó que la 

velocidad· de prod~~i:::Íón·: ~n · 1as cél"ulas inmovilizadas es 

menor y &e ha suge.~id:~~:-q~·~· '~~t'~- P~e-de ser _debido: a .la 

la _célula (2&7>:; 
. ., ,, ~· 

···, : ,:· ~ -,,'. 
'-~ 

~ ,·. ; 
hJ Producción de AcÍd~';L&c't.iCo.: .. 

/,','· ·--:-;·. 
El ác. láct_~~~ tiene ·uriB ·_9r_a_1,1 ·9ama de .aplicaciones en· 1a 

industri~~,:·de{tóS~~~¡~¡~¡;~·tOs. Aú_n m_ás, la producción bio­

técni~.íi ·--~é ·a,~·f'.'{&~~Í~~:-:,'~~dri.a :ser -úii ·alimentador poten-

Cial ·p~~a.~·-:~;~->~6~,~~.~f~<i~~-ti~B;:vra iaéto.iiiÍ:.rilo .y para 

los polimeros·_de·.lactida •. :. :~·>.· .-.•- · -,~ '. 
· · :;;: ... -~¡\~: .·.~-:~;~~:_'i:~iit;·~~r;;:;!~i;'./~:-~::.:·~: .. : :·<: -.---- ' - , -: _·:-::. ·_- -· _ . 

Las· bacterias'. productoras :-de ~ ác. :~iáC~i~.O no, producen 

. ~~::d:~1~":f t~t~~gí~~i~~1~~~~~~1~}12tf ::~:::':"~::· 
-· ' ... ·- -, -~.,,-,,,-,: ;! • .,'/~~r-·~·1·:·. :_,.',·· ··: · '· ·- ·· 

ferme~ ~~-ci6~:;·~~:<':~-~r\~~'.:~,<;>·'·'' •. ,_, · ·- · · <-... 

. . . ,,. ,, .. 

fueron 

atraPadás _·en esferas ci_e --a~ginato de calcio. El rendi­

miento" máXimo obtenido de ácido láctico fue de 97\, 
. . 

del.cual más del 90\ correspondió a ác. L-láctico. 
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La vida media del~_ciitalizlÍdor._en :opériBción-:Continua -fue 
' , L • • 

de · 100 . días.- y: se __ ¡;;e;r".'ió ·_ ú~·ié_~~~!'~~ '. i~i:. d.e ·,la ~~tÍVid.ad 
durbnte el almacenami.ento del blocatalizadoi ·en . .' el. bio­

rreactor · a . 7 °c du·;-ant:~·J~ ~~~B-~: (:~Ge i' 

Asimismo, se ha· estudiado la Posibilidad de usar el· su~ 

ro de; queso.". co~~-'.:~U~tra~6-·d"e:; l:~-: f~~mentac¡ó~-, ya que 

es 

4 X 

un subPrOdÚctO ~e·i ~u~--~~ ''P-~o~¿~en ·'.~·.nivel mundial 

io 1º Kg por la_--i.~d?s·~~i_a :que~era y del cual se des!;_ 

cha más de la mitad. Pa~a·e1lo, las Células de - -

Lactobacillus bulgaricus·· f~eron inmovilizadas en un - -

biorreBctor de--fibra hueca.· Se bombeó un permeato de 

suero conteniendo ·46 g/1'. de lactosa suplementada con 

l~ g/l ·de extracto-de levadura a una velocidad de-.- -

0.2-2.S/h. La productividad, a:una concentración celular 

de 100 g/l , fue de. l._s a ~- g d~· ácido láctico_ por litro 

por- hora .. ( 269) 

i) Pr~~ucci6_n d~ á~Íd~s ~~-W~~ode"canoic~ y L,W-trid~~ano_ico. 

Las cél~-la~ ~e~·~a -~~~~~t~·;'S;i_.:·d~·r¡vad~ ·d~ _la cepa Candida 
- _._,. 

tropt'é'a1iii i2.3o ·fuér~n: inniov'i iizádas_ 'ºº c·apa-·carra9c!nina •. 

Se observó q~_i;i _,~-.:S-_·Prod'ú.bC.i6~_--d~--:-'lo_á,-·2 _á~idos estuvo en -
' . - - ' - - . . 

función· de~'.: tieiTip~'d~:"inc.ubación_:_< 1~3) 
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D. Antibióticos. 

a) Producción de Nikomicina. 

El 8ntibiótico riikomi~ina. es. prod~cido por el micelio de 

!>treptomyces ~ Tu 901 .inmovilizado en alginato de. -

calcio, tanto en forma continua como estacionaria. Se --

observó que la velocidad de producci6n se incrementó li­

nealmente con el incremento e-n la velocidad del flujo -­

del medio de cultivo. La adición de L-isofeucina L-Jeuc! 

na increment8ron significativamente la velocidad de Pro­

ducción. (270) 

b) Producción de ác •. 

El ác. 6:-ámi~~~enic'ili~i.c~- es precursor en· la sintesis 

de antÍ.bióti~-~~- ~~~¡~~-J.~~~ti~O ..... L~·s 'c.élulaS ·de !..:. E..2.1! 

conteniendo la :.enziM~ -p~nicili-n-aininOh-idrolasa 

(ECJ. s·~.f .- li) · :-~~~r60 ~-'i'~·~h~1i·1·z~d~s'.:~n · ia supérfic!C! m~-
. • i .. ,.,. ~' 

dific~da .de· ··un: c'OpO'ir;;,-e·z:'.~;-n;~~rbPoro&o, obteniéndose 

.bueO~s· resultad~~ :·~n : .. 1~'.·~~ti·~-idacÍ-. de la enzima. 

:: ._::\;·_ ._-: .. -: :,: -.·-:.-

Las CélUlas plldiei:-oi-t' Ser usadas. también en varias con-

. 
·- ' ' - . 

versiunes de:bE!ncilpenicllirla a 6-APA 'en un reactor de 

tanque agitado (271) 
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c) Producción de Rifampicina. 

La rifampicina B es un antibiótico producido por -

Nocardia mediterranei. Puede ser degradado por una sim­

ple serie de reacciones qu{micas (oxidación e hidróli­

sis) a rifampicinn s, que ha servido como un irltermed_i!, 

'-.... rio importante para la producción a gran escala de deri 

vados semisintéticos. 

El derivado mlís importante es rifam~i-~in~ ·~~~ ur1 ;á~~ii'O 
espectro y uso terapéutico particular. p_ar,a el ·;·t~~·~·~-~i~~to 
de tuberculosis. 

La rifampicina 

la rifampicina e~ Por 

mica de rifampicinii a· a ~ifamPiCina s, .si.'~· ··embiit-9.o;-·;·- -­

requiere ".'ª un· Sistema· de solventes ·orgáriicos, o~id~-~tes 
artificiales y condiciones fuertemente ácidas, lo_ que-~· 

resulta en re"ndimie.ntos no satisfactorios. 

Es por el lo que. 18. biotransformación presenta mejores· 

ventajas que el proceso químico convencional. Se basa 

en las ~iguientes reacciones: 
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•. 

02 

Rifampicina B --------­
rifampici 
noxidasa-

Rifampicina S 

COOH 

"2º cl"2º" 
Rifampicina O ------------­

hidrólisis 

Las células de llumicola sp. ATCC 20620 con actividad de 

rifampicinoxidasa se inmovilizaron por copolimerizacién 

con acrilamida. La célula completa fue desengrasada con 

tratamiento con acetona para redUcir la resistencia di­

fusional a través de la membrana celular. La recupera­

ción de la actividad enzimática después de inmoviliza-

ción fue de SOi. 

Se piensa que.pueda ser una ruta con potencial de ser 

usada a nivel·industrial. (272) 

·"· .. 
se· Us·ó un sistema_conti~'uo :de; Produ.cción:-de __ rif.ampicina 

e;· 'é~ :_ c;:·~-~1. ·;'.~º~-~~~~-~::~b~~~-~!,~~.~~~-~rf.;~;\:·~;~::: ~::;;-:~o.:. v,c~es -,del: _obte-
nido en- un •si'stema-·'comparable''de'· fo'r~\~~ eBt8Cionaria. _,;. 

Esta 
0a1:t.:ª_: Pr_o_d_ú_~~:lv/d:aCf;~.'~~-,-~e-~i:o·: a· una ·_e·i'.e,;-~d~_ den~id~d 

.ce i_u '{~:r -:~i/; J;~;~~f~f ¿r:J;.~;Y~::.~.}~t:)~ :"~~. ·;_.~~ :., ·--
:.::--r~ ... ~- ;.'.'>::·,;; f\o:w ·-.e_,,;. ·' • 

d) .rro'ducC.i6n · -d~-~j,~~,~~l iria,;·,, -'.:\'.~._:-... 
:--, 

La pat!-llina es·:·un _-antibiót
0

ic¿, potente que ha ido ganando 
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prestigio en el .mercado; 

Las esporas de Penicillium urticac· fueron inmovilizadas 

en capa-carragenina .. Y fueron puestas a germinar: _ !!!, 

situ " pur incubación en:un mediO d~ cultivo. 

. --· - . 

La producción·. ~~.··~~tibi~tic,6 fue.-lle\rada a cabo en un 

fermenta~O'r -~o~~.¡·~~~<--d~\,-ta~-q~~-··~·g·{t·~-do. ·se observó que 

si en eil-_medio· de'.-:Cúi.tiYO hay--·p·.r·e'senÍ::ia de una fuente 
- ,- '> -.',-.:· ·-·- - - - - -

de nitrógeno-, :cO'mo·'púedfi':ser·-.ei'.-l!xtraCtO de levadura , 

la produi:C'iór1: d~ .. ~~i~~i~~":._·s~-.: ~>rO,l~n·gá hasta las 4 40 ... 
' ..... _._, ;·-,'. './-" j'. 

~ :<:: ,_ ._,;,. 
- '.':·_,· . . _ .. ---,-

E. Vit~ina ':Ji2 
··::. 

'l . ~:e· ·:"-. ~:::;°;:~->-

La ·vitamina::.B1·2~.-:·-~-~;: ~.?~~u~:s_to Orgánico más complicado no 

polimérico. ~~-:-~'s't~~CtU~:A c~Ílocido en la naturaleza, tiene 
-' .. ,.. .. --- ' ... ,, - -. -

una ·gran·carit:i·daCf de- ap1iCaciOnes en·e1 campo de la medi­

cina·, .itsi·:-C:::omó .. en fa -n-ui:::rición huriiana y animal. 

Ac:tualmerlte la producción de s 12 por método químico es 

imposible y sólo _se produce por fermentación ( 273). Las 

células de Propionibactcrium sp. AKU 1251 fueron -inmovi­

lizadas, en estado viable, en alginato de calcio. 

105 



La p_r_oduc~ión_de_.e12 Y_ el c_~_eci~ieR-to_ de .~_as,._cé_l.Uias inmo­

vilizadas pudo - ser_ incremeótB_dO: poC-_, ~irlcub.ación -en- un medio 

que contenía ele"vad-as -C~ii-~ent;~Ci-On~-s de' füentes. de carbón 

y ni.trógcno. 

. . 

La presencia de ·precursores de-.l_a ·e'i2 , .comO el sulfato - -

cobaltoso y e-1 S~ 6 dime.ti.1- benciliínidazol, junto con el -­

surfactante" Tween 80, aurñentaron notablemente .. la produc-

ción de s 12 , alcanzando un rendimiento ~e. 20_ mg/_1_ de medio 

(224) 

F. Solventes. 

a) Fermentación Acetona/Butanol o 

se inmovilizaron las células de Clostridium acetobuty­

licum en alginato de calcio y se usó un sistema simple 

continuo que fue alimcnt~do con un m_edio de glucosa -­

que soporta la fermentación acetona-butano!, pero_ que 

impide el crecimiento microbiano. usando eSta técnica, 

la relación biomasa/butanol fue reducida a 2\ (p/p) -­

comparada al 34\ que se tenia en cultivo tradic.ional -

estacionario. 
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En estado estacionario, el butanol 'fue el mayor.produ~ 

to ~inal con un coeficiente de rendimiento de 0.20 - -

(g/g glucosa). 

La productividad de butanol f~e de ·16.B "911.-dia ·Cn. 

estas condiciones.(209) 

Por otro lado, se inmovilizaron célufas -v':'getativas ·y 

esporas de Clostridium acetobutxlicum en __ alginát_o de. 

calcio. Se usó un sistema continuo. 

El rendimiento de butanol obtenido- con c
0

élulas -ve9eta-:­

tivas fue de 17.6\ (p/p) de. la gluco8a CC?nsumida Y. el 

rendimiento ·de acetona fue_ del 3~9\. 

Con esporas el rendimiento de but8nol fue de 20~9\ Y. 

el de acetona fue de 4\. 

La productividad de butanol en ambos casos fue m8yor a 

la obtenida en "proceso estacionario tradicional .(221) 

b) Producción de Etanol. 

En las pasadas décadas, ante la creciente consternacióri 

poi· la crisis mundial de petroquimicos, se han plantea-

do, investigadores e industriale,e, alternativas enerqé-
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ticas con fundamento 'en e·l ·uso de_. fuentes renOvables 

para la P~.oducción de energéticos. · 

Tal es la producción de etano.l por. ritedio de procesos 

biotecnológicos~· con partic~lar interés .dé ser usado 

como fuente combUstib1e · d~ ~ehícÚlos .--( 145) 

Existe· gran -can~idad de. r-epo~t~·s de p~oducción de 

etanol por 
0

me~Ío de' c-él~l~s inmovilizadas. Cabe men­

ciunar que con el fin de maximizar la productividad 

de eta'nol para un :·sistéma dado ·de biorreactor, se 

deben considerar los siguientes parámetros:(274) 

l.- Minimizar los problemas de limitación de transfe-

renCia de masa para la .glucosa, el etanol y el c.o2 
dentro de las partículas, por formación estructu­

ral ae eSferas e~tables de pequeño diámetro. 

2~- El uso de esferas pequeñas como soporte_ de inmovi-· 

lización proveen también de áreas interfaciales .--­

entre sólido y líquido por unidad de volumen :d~1 -,~· 
biorreactor disponible para la transferencia· de. --
masa de sustratos y productos. 

3.- se t.lebe maximizar la concentración Ce1U1ar:-deritro 

de las partículas de 
' ' - . ' - . 

bilidad estruct-ural por formación· excesiva de ·ca2 
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dentro de las partículas. 

4.- Ya que se pretende aminorar la limitación de trá~s"..: 

ferencia de masa, así como aumentar la Cantidad· de -

célu:O.as inmovilizadas, resulta en la ob~e~ción de . .:.. 

elevadas velocidades de consumo de. qlllc:.oSa,.y_de .P;2 
du~ción de etanol. 

Tomando estas consideraciones, se i_nmovili.zaron éélulas 

de. zymomonas mobilis en alqinato d.e calcio. Una combin!, 

ción de tamaño pequeño de partícula con una concCnt'ra­

ción elevada de células, 58 q de células secas por litro 

de esferas de alqinato, dio elevadas productividades que 

fluctuaron entre 102 a 116 q etanol/l/h, en un reactor -

de nuevo diseño de lecho empacado.(220) 

Se report6 la producción comparada de etanol utilizando 

células inmovilizadas de sacchromyces bayorus contra un 

sistema inmovilizado de zymomonas mobilis. La producti­

vidad de este Último fue mayor que el sistema de levad~ 

ras inmovilizadas. Con una velocidad de flujo de 120 ml. 

h-1 la bacteria produjo 9.96 q de etanol/h, mientras 

que la levadura sólo formó 4.8 g ctanol/h.11951 

Las células de Zymomonas mobilis fueron atrapadas en 

capa-carragenina y tuvieron una capacidad de convertir 
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glucosa a etanol del 93% del rendimiento teórico. El sis-

tema i.nmoviliza~o funcionó por var_ias seman~s y _se -obser­

vó que el gel de carragenina aparentemente facilita la --

difusión de la.glucosa y el etanol·. 

Se hizo una evaluación e~on~mi~a del pro~eso_Y se.obtuvo 

que ~1 sistema in11J0Vilizado -éle_ célul'as _é:n _forma continua, 

reduce el costo del et~nol -~~-- 4- ce·n,tavo~ de ·dólli.r por - -

litro, en compcir·adi.ón- co-~··.el; s-i-ste~~ esta~i-ona~io conven­

·cional. Las Tablas._ XXVI.;. y xxV1i' presentan una" ~compara­

ción de la·.·inver~ióri:-d.e :.:-~~~i.~~;-. f_ijo ·y cOsto· de' produc­

ción de. etat1ol ·en .lOs_:· ~~-ª :sistemas. ( 791 
.- -..... 

;,"·,: . .:'' 

trato al ··inteC.ioi.-·. de: las -c~l~ia'á ~ (' ~.;~·i, -.:'.) 
;-·.:_•;::·.::-:::'-',.(,-¡; .... _::·.--; 

'- ._ ... ,.,_:~-º---~: ·:~<~e·'¡,·· ·>'• 

Se irímovilizó §..::_- cerevisiae en·.-div~,rsa-s:-i:-e~.~nas -d_e._inter-. 
'> 

cambio iónico, _:·obte~·i_é~~~-s-e';_éii_~.~~-~-~/: ---prOdúCt_1V-fdad · -q~e. 

varió de 53.l a 62;0 g ·7~n~1/~;h:;:5}:~fft'r' 
: . ·_; :-. ·: --~:::~~:;·s·;\ _\,.·:<-:, ....... , 

otros reportes son: la inmoVii~·zaci'3n;'.d_é·;:z;··;·mobilis por 

adsorción iónicii (27~)f_ la.p~~~--~_6'~'~6'~_:· ... ~_;~~~·f~--~·fi,,.'p_6_r· __ .. 

l!.:. bctyauus inmovilizada ('°2·~-7 ~~,:-.~- ~~->;'~~~·~;~~1¿~- _:·~~ ~~t~~~l 
por l!.:. ce'revisiae inmovi_liz~da ::e·n · -~l~i~~.'~~ · (278); inmo-
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TABLA XXVI 

COMPARACION ENTRE LA INV2RS10N DE CAPITAL FIJO DEL 

SIST&Ml\ INMOVILIZADO Y EL SISTEMA ESTACIONARIO CONVENCIONM. 

esterilización 

t:Estilaci6n 

Fcnrentación 

Almacenanü.ento 

T OT 1\. L 

lnversi6n de capital° Fijo(Dolares l\tnericanos) 
Sistema Sistema 

Inmovilizado Estacionario 

1,680,000 

2,322,400. 

l,556,000 

i.,781,000 

·No _aplÍ._ca~le_. 
7, 339; 400 .· 

l,680,000 

2,322,400 

18 .. 316,800 

- 11 781, 000 

.. 960, 000 

-25, ~60;:200 •' 

Luon9, J.H.T. et al. 1984 "'_(-79~;·~ -::::: 
-....... "' ,, 

• se requiere de 2 aec8.dót-e;s·; 'tCon···Ve1CCid1l'd -_de: rem,oci6n _de· 

agua de 3, y'o,o.·. kgiL·:<:1·. ~~~a-.. : .. ~~:~~-i;r~~,·.'.¡.;~·o_maa~·;-,:_:J;.~_ilniSmO, -
se usa una 'céritrifug·a .·(:-:·:'~-:·:_~,~~:~-~_i~a·~-~d~-~68_~~00 .K9/L ) -
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·. 

Tl\DLI\ XXVJ.I 

COSTO DE PRODUCCI.OH DE ETANOL 

J.NMOVJ.Ll:Zl\l>O CONTRI\ ESTACI.OHARJ.0 

Costo Producción {centavos dolar/litro) 

Inmovilizado Estacionario 

Esterilización 0.43 o.43 

Destilación 1.59 1.59 

Fermentación o.29 3. 73 

Almacenamiento 0.35 0.35 

Recobro biomasa 0.53 

T O TAL 
2.66 6.63 

r.uonq, .J.H.T. et al. 1984. (79} 
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·. 

vlli2ación de Kluyveromyces marxianus en alginato de 

sodio y carragenina, teniendo como sustrato suero de 

leche para la fermentación alcohólica (279); células 

viables de Kluyveromyces fragilis atrapadas.en algi­

nato de calcio con un resultado del 90% de conversión 

de azúcares (lactosa) a etanol (222); y células de -

Saccharomyces ~ inmovilizadas en una estructura 

porosa de alginato, lo cual elevó no.tablemente la --

productividad del proceso.(280) 

G. Eetcroidco y Alcaloides. 

a) Esteroides (281) 

La disminución en el suplemento d~ materias prim~s para 

esteroldes y un incremento en la demanda de agentes - -

antiinflama.torios, contraceptivos y hormonas sexu~les, 

ha traído como consecuencia el 1desarrollo de fuentes -

alternativas de eSteroldes, asI como nuevos m.étodos. de 

modificación de esteroides. 

Estos métodos pueden ser divididos en síntesis química 

o moditicación de los esteroides encontrados de forma 

natural. 
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La sintesis qu_imica ~i~n_e la ·desv.entaja :que· involucra 

gran número :de Pas'oS, ~Si cO~o l_a aparición de grán -

número de isómerOs. El ·problema se .. vuelVe mayor cuan-
-. - -. -: 

do se--tiene qi.ie resolver las mezclas raCémicas. 

La·tra~sformación de esteroides, .que se dan de forma 

n:atural ,_ como la dio_sgenina; o esteroides d~ plantas, 

como el stigmosterol o coles~erol, a productos farma­

céuticos, Puede ser .llevada a cabo por métodos enzim! 

ticos o microbiológicos, usando enzi~as o célula~. 

libres o enzimas o células i~mo~ilizadas. 

Dependiendo del tipo de transformación_ del·.':esteroide, 

el proceso va. a estar go~ernado.por~- _una sola .enzima o 

multiplicidad de· Elnzimas. Estas -~f{~°i~~s -,PU~.d~n-· sCr· ill 
._<· ....... ··:::· s·~ · .. ·.-- ...... 

ducidas o con.stit.ut-ivas .-· · <.,:~~.:--:·:-:··, · i.·:;;t_:"=;,-~ 

Alguna.s transformaciones : .. de es-tE!r:~:¡:~:~s · re~:~:¡~;en d~ ·. ~ 
unlÍ_ enzini.a y -.-un. ~·ofactor.·.En: la -~onve~~~6n; enzimática 

el cofactor debe ser aíladido al sistema. 

A continuación se mencionan las desventajas que presenta 

la transformación de esteroides por enzimas l~bres e in­

movilizadas (281). 
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1.- El aislamiento .Y· p~rifÍc_~ción generalmente aca­

rrean una di_smÍ.~u~·i5·~· e-~ ~1a' 'a:ctivi.dad Einzimlitica. 

2.- La rea~c'ióO· n~·púecie-· pr·~¿~·d~r· si- no se tiene un 

gran aceptar· de: e·1éct~oiles ~ 

J.-

4.-

'. :':'.'~_:·, ::· .:.; ·'. -' 

Se reqÜÍ.:,éi::e· _de: un' sistema -~'speCi:al· Para rege;..erar 
·'-.' __ ., .- _,,, __ 

el Cofac:_t.or~ 
'' 

La enzima. i.-~~~~_i':li~~d·a. no tiene la suficiente 

actividad necesaria.· 

' . , ' . 
Los problemas en'cOi\trados en sistemas de células 

libres .soni._ 

::;- .. ':-.. : :.:~ .- . 

2.-
0

ToX~~~d~·d·: del· '.~-~:l~~ri~~-~_': 

J.-

,,_,., 

:-e~-j~--~-r~d~~·t.-~~id-~d, por llevarse a.cabo en sistema 
·-·; ' ---~ ,_.,._ 

estacionariCi •. 
' ... 

-·::,.: 
__,_.. 

Por lo anterior; se· pr_opo~e- e1· uso :de células i'nm.ovilizadas 

en la pr0du~Ción-''y-.... _tra'~Sf0'ri;naci6·n: de esteroides. 
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Las células de Arthrobacter simplex-conteniendo acti­

vidad· de -dehidrOgenasa, fueron permeabilizadas con 

acetona e inmovilizadas en prepolímeros de uretano. 

Se obs~rvó _que la actividad de las células inmovili­

zadas se mantuvo elevada aún con la presencia eleva­

da de metano! 1301) en el .sistema, en comparación con 

las células fibres que fueron inhibidas drásticámente. 

La vida media .de- ráS- céllllas libres en el sistema fue 

de 2.6 hrs.· mieritras q'~e la de las·célulae atrapadas -

fue de 11 _ hr~.· ( 282) 

Se llevó a cab"ci":-la 11 -hidroxilación de progesterona 

con eáp~~a"S d~ RhÍZ~p~~- stolonifer inmovilizadas en -

resinas de prepol.úroros de foto entrecruzamiento. Se -

obtuvo una e'xcelente estabilidad de operación con re!_ 

pecto al micelio libre (182) 

Asi mismo, se hizo una comparación de las caracterís­

ticas de la actividad 3 cetoesteroide- '-de hidroge­

nasa de las células de Arthobacter qlobifornis inmovi 

!izado por diferentes métodos (283) 

b) Alcaloides. 

Al igual que los esteroides, la producción de alcaloides 

por métodos no convencionales ha tomado gran importancia. 
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·. 

Tal es el caso de los alcaloides de erqotina, produci-

dos por diferentes especies de pirenomicetes de - - -­

Claviceps, que sOn metabolitos secundarios de excepci2 

nal ·interés ·farmaceútico. El 95\ de la producción mun­

dial, es.obtenida por la extracción de la esclerotia de 

Claviceps purpurea, el cual es preparado a nivel del -

campo, mientras que· la aplicaciórl industrial de culti'."'­

vos saprófitos en fermentadores está apenas empezando •. 

El micelio de Clavicees purpurea fue inmovilizado en 

alginato de calciO- a 21 ,.4\" y. 8\. 

La producción-, de ·alcaloide,': en ééiUÍ.~-~-~ '1·.¡¡,~~-~:-::·~eclin6 
a lo~ -60 d{~~:-;:--~~e-~·~r~~---:·q~·~:-~-~ :·ias·~-Céiüiá's ·:1rlmo~t'1iza­
das; · ~e- Obh~~~·i u~·~>~·~~~-J~~i'6~·~~6~~~~~-ri-te _.~~:~a-~~-~-:~200 --

·-· .. ::,.-, -· -' ~ . "' .-
. .- :".·· ---- :.'.-:~.. ;--;:_ ;- ; . -·r-_:·'.:; . ... _. ~-:·: '-:( - --;:" - -

.. ·., - ·;.: , .• , :,.¡~º . _,:-.· 
--~--,.. --:-·'·--~'-' 1:J~:: . , 

Los me'j_~,r~~~-~ réndlníi~:~~:~~-- d~·Í _::~~~~~~p~.i~~·- de ~r9ometrina 
fueron ~·a.1c'a.nzad-óS "°Cuii.~dc; .. ~ se. :us_o ·4'. _de \1~1 . par~ la inmo-

0Vil1z~~-i.6~·;' -~-l-~~~-;~~-- ·~~e e1 uso de ª' de: 9e1 para inmo­

vi1i~~;~. ci8~~--a--u~~··'..inci-lina.~ió~. hacia la biosíntC!sis de 

clll.vina~- (284,229)" 

En.la Fiq._2 aparece una ·relación biosintética de los - --

alcaloides investigados producidos por Claviceps purpurea 

(285). 
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11. Productos de Células VcgctalCs 

El uso de plantas para la producción de bioquímicos repre­

senta una nueva área en la exploración_biotecnológica, - -

Muchas especies de plantas producen compuestos o mezclas -

de compuestos que son beneficos para el hombre. Las propi~ 

dades medicinales de ciertas plantas, principalmente de 

origen tropical y subtropical, ha sido reconocido d~sde 

miles de años. Los principios activos de estas especies de 

plantas, s~n alcaloides u Otros compuestos con moléculas -

muy complejas que sOn imposibles ó imprácticos de sinteti-

zar. 

Las plantas. también son fuente de otros compuestos que no 

son fáCile~· d~-:·-~1~-t-~~-i'za~~ -debido a su formulación compl~ 
ja como .sOn :-f~~-9~~;~·-¡~~ :Y--'.:~~b-or

0

es~. Las_ plantas también pr~ ,,,_, 
ducen ,agroquimlcO's ,_-Coirio .iñS'~CtiCidas _y fW'lg'icidas así como 

·quín\Í.~O·s-~'-fin'~;~;-~,'fn~¡·ü·~~~~~ ·vitamina y enzimas (286) - - -

(Tabl·~··;xx\11g;~fc~;.·/,~;·~····· ·· .. •·· 
La prOducción'.:dercompuestos. a«:': plantas super:iores ·está -

en_c·~~s~'d~: ~:~\·-~-'~-~i'~:t~,~:/~H2': ~;~~-t~ :-/ c:o~ .. _/,a:_ po·s-teri'o~ extrac-
ción _del materi~l:·;~~·,interés. ,_~n .. g_eneral __ es .un_ proccso--­

inten-sivo _a~'_.··,~:~~biij~_·;~t"i~~--ti~_¡,~;-_:~1~~rsa&·'_de.sVen-tlÍjas como 

son: .~1 ef~ctO- d'¿: ·.i~~ .--;~~t-rÍ.~ci.'6~~-~. geográfiCas así _como 
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de las decisiones políticas en materia agrícola~ La produ~ 

tividad de estas plantaciones, por otra parte ·, está suj~ 

ta a los fáctores ambientales así como al crecimiento de -

pla~tas parásitas. 

Una alternativa atractiva ha sido el desarrollo de cultivo 

de células de planta aislada que pueden .crecer· en suspen­

sión ó ser inmovilizadas a un soporte similar, para ser -

usadas en fermentadores asépticos ó en reactores bioqui­

micos para el cultivo de los mismos. 

En la Tabla XXIX se present~n ejemplos de células vegeta­

les inmovilizadas con su correspondiente producto·. 

I. Productos de Célulao Animales. 

Las cél.ul.ae aninialeS t~mbiéit tienen,-· al ·igual que las cél!!. 

las veget~le_s, gran.' impor_tancia de. ser cUltivadas para la 

prciducción controi·ada de ,vacunas virales, proteínas, célu­

las y para trat~mÍent"os terape-úticos (291). La Fig. 3 repr!!_ 

senta,- un esquema_ de las razones de cultivo de este tipo 

de c.éiula·s ·• 

El cultivo de-células libres representa algunos problemas 

que pueden 'ser solucionados ó reducidos por la inmoviliz!, 

ción co~o- son· pr.oble.mas de fragilidad, baja productividad 
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TADLA XXVX:tI 

GRUPOS DE PRODUCTOS DE IMPORTANCXA XNDUSTRIAL DE 

PLANTAS SUPERIORES Y l\LGUNOS E.JKKPLOS ESPECIFICOS. 

1.- Medicinas y Farmaceúticos 

a) Alcaloides : atropina,cocaina,morfina,nicotina,reeer­
pina, alcaloidea, tibocuravina,alcaloides 
vinca. 

b) Gllcosteroidea: di9itoxina, digoxina 

2.- Aceite y aromas eeencialEie 
. ,·-. ·-

ª) Terpenoides t alcanfor, iiñiOnenO-~ , mentol,· perfumee;. · 

.incienso. 

3. - Aceites vegetales~:· g~~~~~:~.:' _1-at~·x :· :a'CCi té· d~ ·:}'-f'no~· h-Ui~; 
+· 

o 

4 .- Químicos finos' y espec_ia~idade_s,; .~~~-:¡~-~-~-:: ·.--~~-n-~,i.~-¡-~a~; 
. ·J:~~~-?~_icl~~~~ ,_·~.~p_i:id~~, 

·: ·p_igmen_tos-, .. vitan:iinas. 

s.- Biomasa: tabaco, textiles. 

Prenoeil, E. 1983 (286) 
l 21 



TIWLI\ XXIX 

ESPfl:IE MF:ralODE REl\CCION DE 
If>l.IOVILCZAC:IOO PílOOOCTO RE:f'. 

llfl.'JVILIZllOJ\ ATRl\.PAMIENl'O ENt BIOl'RN1SFOílMACIOO 

Oigitalis lana.ta Algin'-ltO 12-B-hJdroxilación Diqixina 290 

Digital is ~ Alginato 12-B-hidroxilación B-m!t l 1-digoxina 290 

Digital.is !anata Algin.:tto Glicosilación Purpureaglicesida A 290 

~~ Algin.:tto 5-B-hidroxilación 5-B-hidroxidigitoxigenina 290 

U:tucus~ Alginato 5-B-hidroxilación 5-B-hidroxigitoxigenina 290 

C<:IU1ari\nthus roscus Alginato Reducción dal enlace doble L<ñTcn:G de Ajnal.:icina 290 
:;:; 
~ ~ cilrofolia Alginato l~ucción del enlace doblo Antraguinonas 286 

Glycine ~ f'ibril hueca Reducción del enlace doble funólicos 286 

~ <lVicularc /v:lhcsión Reducción del cnl.1ce doblo Estcroides gl ica.."tlcaloidcs 286 

C1th.ir.1nlus ro:;cun Alginato y .:igarosa Ck?shidrogenación L-=s de Ajnalacina 185 

~~ Alginato y agarosa t:k?shidrogcnacióo IsSrruos ele Ajnalacina. 185 

~ innoxia Alginato y agarosll t:k?shidrogenación I~ de Ajnalacin<'l 185 

~~ Algin<'ltO 5-B-hidroxil.Jción do Pcriplogenina 185 

la di !taxi enina 
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Para producción de 

proteina hanólogas. 

Tejido injertado: 
páncreas, ligaclo 

PrcduO:ión ·ae· v.lcuriaS 1 ~ 

:8',,':' . - . - . . . . . ' . . ' ' 

· ...••. Celúla ' : 

. ., 

Tejido injertado1 piel 1 

FIG. 3 Razonas para CUitivar Célulns animales 
Nilsson , K. 1907 (230) 
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TABLA XXX 

PROBLEMAS EN CULTIVO DE CELULAS ANIMALES 
QUE PUEDEN SER RESUELTOS O REDUCIDOS POR LA INHOV7LIZACION 

PROBLEMA 

Células frágiles 

Crecimiento lento 

Productivida.d baja 

Dependencia de 
"anchorage" 

Nilsson, K. _1987 (2JOJ 

POSIBLE SOLUCION CON LA INMOVILIZACION 

Protección contra una elongación, 

dependiendo del método elegido de 
inmovilización. 

Fácil reutilización de las células 
inmovilizadas. 

Sistema de perfusión que incrémenta 
las densidades celulares. 
Las células también utilizarán 

los componentes del medio en un sis­
tema dC pcrfusi~n. 

El uso de una matriz de inmovilización 

idónea, elimina las limitaciones en el 
rendimiento celular debido a -un -suple-· 

mento insuficiente de área superficial 
apta para el crecimiento celÚlar •. 
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El eultivo de.células libres representa algunos problemas 

que puedeu ser solucionados ó reducidos por la inmoviliz!_ 

ción como son problemas de fragilidad, baja productividad, 

etc. La Tabla XXX presenta un resumen de eilaa. 

Actualmente !l2 hay ningún procesa a nivel industrial que 

esté utilizando células animales inmovilizadas. \230) 

J. Electrodos · 

Deiltra de ·los. usos más destacados que s_e ha _dado a las en:t!, 

mas y.Cé1U1~s· inmovilizada~ es en la constru~ción de elec­

trodos. (292~29S:(:·; ·. 

de l.oS · Pro~~so~·~·~¡,;_~i"~íl.tal.es e·· industriales·~ El ~o2 se 

(orma_._duranté -1a: eombuStión ·de t~d6:· ~{p~. -~~ combusti­

bles. fáciles; El: N_02·._es el más ~e~c~Í~o- 'de:.: l~~-:á~id~s · 
.-gas~~S:~·s·. a~i· _Íl.itr~geno-'y ·es el p~.i~e¡.·-:.~b~o~b~~·~¡-::a~· "la 

luz solar_. en· las reacciones atm0sf~~i~~~ .·f;;t_aq .. i:-:c~iCae'. 
. ,·· ,, 

que producen el ·.~smo9" fot~quJ:_rnico.~ 

L~ determiÍt~~i~n- ~~t~a-i --~e,._No2 : ·~e= ·l~ev_a_,·.-_a~.:~.~b~·{·p¿~· 
métodos eepectrof~t~métri-~o~·.: Sin eÍnba.r~_O/ e'Sto.s Ínétc;;dos 
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' ' ... ' -. _ ... - ' - ' 

son ~fectados po~:· la_ ·turbid~-z ~ c~ior-. de la, muestra asi 

como p~r la" presencia. de:··ionee :--~~'t;ii¡'~~s-~--

Estos métodos ,tam~i~~ riLEiL 'd~:largosctiempos de ~ -
<~ ·-~--.,. --:.;,.: '.;-, ·•"-'-'• ,. - ··-· ·•'-"" ·>,-.. '., -:~. - -- .- --

re.ic~ ióri_: ~~-i.; iú:>ñio:::dC'. reiiC:'t.iVOs:·.·ad'iCiOña1c!B ~-:..'se 'Coitstruyó 
• • ·-'-·: :~.'-:.-:.'·:· \-,;: :::_.:·· 0°'.~):/·~'.l,·~F'.~.:;;\'.".').~-;.;-;:·<~.e:.:·'.:~~i/,·_, _. ::.•::. -:· - , . 

un b iosensOr c_º~-~-i6:tente __ ' ~-~ ~ u_n:~---· _ba~tl!ri_a, .. _c_o~ ·_ ~cti:"_i_d.ad_ 

nit~-~:t~~~-~:~~.~~'f,-::~~-i~~;~:~$i~-~~~~~;~r!~i~if ~Zf~~\:~·~;;~~~>;~:f-~: _: -~-': ~~ 
electrOdo·_ de_~_oxí9eñ.O:·c~Ef/tie'rnPO_,'.;de."_r_~ápueSta_'.~ara-·_-la -, -

· __ , · .' ··:: ':'-:-."!·:·¡ ':'~ .'.'.i;'~·-;','.'.;{•:;,\;-,:•,_,_;,-,'R.i,','fi\(:i;i,;-,;.·,.,~:·;t,..:_·~:ó:'.,'_,:o':>i;\·>~~-·::· ·. , : ,, .· , . 
determi_na~ión'::dé.-.No2:· fue'.; c;e_:;:3_,:"!i::nut0s~·;:, Se --obser~ó_'_ una· r~ 

·. ·· .·: . ';_ · .','.' ";"_:":·.y:i.'.:~~->~ .. ,. ~ ~0 .. ~,-~1·;'~/~·;:1;·:;::;_~¡-r;f;'.~_:-:~~·~'ti,:).-:\~';.-~'.P(::.: •. · -··;.;.' :.-;::·· ,_ -· . 
lación linear_·, entre·. el:;consumo ·: de;;ox.ígeno y ;·el ''.decremen_; 

• ··:.' .... ·: • • :·.·_.-.: : 1.::,i',~; .• ~:~. ·.-:?:1;,\·t~".:j,:,:¡;l::~~:(."~;~:::.'.'.·'1:;0-'.~'-\'.c'fii·[;!'_-:<:" :~:--: ~ .' ~:-. ::_: 
to dé "º2· ~:sc:-·ca1CU1ó'Un'Cri:-or:.:·relatlvO· de:,"'.': 4\~·,·. 

b) sensor ·de ·t.t;F:t;Yi~~~;!~f~.~~~:~~~~?;j~;;~\}\ ~:"< ':, '. .• ;·'· 
.,, .. ~,··;·.~.> ~ '.<~_:_~--. :·. :<:-'.~,. .. - ·.::\: .,- .·.~ 

. ., .. ·"···.-_°".~.'/.,_, '. »,7•.~--·c.:;:;.·•;,.;·::·~· .:",;.·· ,_-." ~ ··.·'··" '". 
·La. determinación".:deJºsulfito ··y:·.dióxido' de. sulfuro· en aguas· 

de 'dé~~c;h¡;;.--·~::·~~-;~;~>:'~·-t~ó~f~-~~-~ :'~~·~:-.·J.~P~~-~~-n~~:-~n. cu~lq~:ier 
an&11áis· ami,·i~nt'al. 

Debido·. a .que los tejidos de animal y organelos también CD.!!, 

tienen muchas enzimas que !!.!! son producidas po~ los micro­

organismos. se constituyó un sensor amperométrico compues­

to por partículas de microsomas inmoVilizad?s; por una ma!!l 

brana perncablc de Tcflón. permeable al gas; y un electro-

do de oxigeno. 

La respuesta del sensor se incrementó cuando se aumentó 
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·. 

la cantid~d de organelo y se Volvió constante cuando 

se puso 2.7 mg de proteína. 

K. varios 

a) .Produc~i6n de·-_ep.óXidos 

Unas ·nUeva:s· 

tr.ándose .·que:_.'1iEl9.ii.rl: a· o~idar :a19unos como _eten o prop~ 

no .ó-··1:.buti'no=- ---a-·¡~~---,_~~-eP~cf~·~C:;s"l·,-2 epó>cidÓe. Las cél.!! 
- .- . -. _.' : - - ' '_. 

:lás -fueron_ .inmO~i~.i:O:_~~aíl.:'~·n algi_nato de calcio y .capa-

c·a·rragerlin·a; --~~.ápué&:: de, l"a- .inmOviliz'ación, rlituvieron - . 

una··de'!actl'Vid'ad·-»de ~:6¡ó:;:~j~O·¿~- ~-~.~~: l~ ~r~ducción ·de~ --
·:.-,.:.-,- . -- ·w· .·1-

apó.>ci~o.--: <, 2,9_Br-.;;'~~;f:':. ·.; __ . 
. :·. ,;~ : ;'. ·:;: .. i .. 

bl ProduCCiór1' .~~~~~-¡~: ;~:~-~~:-~~~¡~-~ 
·~·~--,-. ,. ->:·-

·es ··fácilment~ -convertido a butano-

aii!Ro--_q~e\:~·~·-:.··~a·~~~r'J.~--P1:im·~:· pa~~ el h~le sintético. La -

prod.uC:c:ió~:' del. ·~~.J .. t:>utanodÍol por parte de Enterobacter 

aer09~-~es; .. inmO':'.iiiz~do en capa-carragenina, fue lineal 

~n- l~B _pri-~~,~~s Jo hrs. de la fermentación, sin embargo, 

par_a ·:~v~t~~ un' -~e~r~mento en la productividad se usó un 

sistema continuo (reactor de columna), donde se obtuvo 

und veloc~dad constante de producción de J m9/ml de --

2,3 butanodiol. (299) 
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cJ Recuperación .de_~rania 

' . . . . 
El uranio es ,coiieiderado pOr las polític'as. ecOlogistas -

como un contii.~_1ri·~ñ~e _·d~ -~h:í:.·:·1a.·'i1!1;P~C-ta:.~c·f.Q.;. de. recupera!:_ 

lo asi com~· .. :~~-:·¿~¡·11'~~~·¡5~ "como mater~~-.p~_;ima·. de .proce-
·,~,.· - ~-~~~~ .. , " 

aes indu6tri81tis.·-::-.~.'. ,•;_.' ~.-.,:~_,,'.·~:·,·;~·-.· -~<:;,' 

Se inmovi J izaran ~¿;Ú~. 1L st:~!~~.;.;;~. Lridoch~omo-. 
genes y Chlor~ll:~.- r.eq·uJ~r·~~~~ -~é~-: ~-~J·:·_·d~··p~i:.i.~-é~:iÍ~inÍ_da,·· 

.... , - . . .. ,. : "" . . : ' ' . 

las cuales pre'seOtaro~·--;.~y·~-~'~-~-,ip~;:./~ií~_}-d.~·::Db~~~~i-6n · 
que las células" libre's·~ .'"así'. ·coinO"':bú'eñils·: p-~o~~~dlid'eS'. 

mecánicas al se~. ~pj fcad~-~ ·:·~-: ~~(::~,1.·-~:i~~~·: de .columna o 

La recuperación de uranio en °a9U'..i''dC mar ·pOr·parte 'de 
las células de Chlo.rella fue de un'·~~O'l. d~ra~~~ la· 

primera pasada a través de l~ colwnnai en el caso de 

las células inmovilizadas de Strcptoinyces fue de un 80\ 

después de cuatro pasadas a través de la cOlumna (300) 

d) Degradación de Fenal 

Las células de Pseudcnnonas sp. fueron inmovilizadas en 

alginato y poliacrilamida. Las células inmovilizadas -

tienen capacidad para degradar fenal a una concentra­

ción inicial de 29-l medio, en menos de dos días mien-
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Lras que las células libres no crééen a estas concentr~ 

c1onus. For lo que se concluyó, que los materiales de -

inmovilización, actuaran· como agentes-protectores en -­

contra del fenal. Se obtuvieron mejo~es resultados con 

poliacrilamida que con·alginato (172) 

e} Remoción de compuestos nit:r~ge"nadoS de_ Aguas de lbsiduales 

Las células de Nitrobftcte-r 'aqilis fueron inmovilizadas 

en alginato de _calcio y la.pr_eparación resultante fue -

usada-como catalizador para· la oxidación de iones nitr!, 

to a n,itrato. 

La influencia de pll,T, tamaño y capacidad de las partic~ 

las del.biocatalizador fueron determinadas, asi como· la 

estabilidad operacional y de almacenaje. Los resultados 

fueron comparados con los obtenidos para la inmoviliza­

ción de Nitrosomonas europaea. Se concluyó, por las - -

características encontradas, que estos dos microorgani~ 

mes pueden ser integrados para su uso. (226) En la Fig. 

4 se presenta el proceso de degradación de nitrógeno. 

fl Product.:ión de Hidrógeno y runonlaéo 

Ante la crisis mundial de energéticos, se han acelerado 

los procesos de producción de-hidr6geno y amonio, como 
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FI:G.· 4 Repre~cntac~_ón. ;~el-.P~~~é~'o~-_dQ· 'óe·gr~da-ción de Nitrógeno 
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pof ibles fuentes do' en-crgía del. futuro __ (3~_1) 

La producción· de hidrógeno ha- sido lleVada a Cabo con 

células inmovilizadas de .Clo
0

strÍ.diu~-,b.u.tyÍ-lCu~--en fil·· 

tro de acetilcel_ulosa. Los- reBuitadoS:.fuer-on _mejores 

a los obtenidos por otros .-métOd~s-- d~ ,. i~~-o"\/iiiza~ió·n: 
(302) 

La producción de amoniaco ha sido_obtBnida,- mediante el 

uso de células inmovilizadas de Anabaena ATCC 27893 en 

alginato de calcio {207), asi como por células inmovili 

zadas de Anabaena cylindrica en alginato de calcio, doa 

de se observó que la adición de nitrito incrementa la 

producción de amoniaco (303) 

g) Producción de Glicerol 

Se reportó la producción de glicerol, utilizando células 

inmovilizadas de ~ farinosa en alginato de sodio y 

capa-carragenina. se obtuvo una velocidad de producción 

de glicerol de D.07 g/l /h y una concentración de 13.S 

g/l (304) 

Asimismo se inmovilizo el alga marina, Danatulla 

tertiolecta en alginato de calcio, obteniendose una 

producción máxima de glicerol de 5 g/l 1305) 
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h) Hidrólisis de d,L-mentilacetato. 

Las células de Ba.cillu's_subtÍ.llis ·f~eron inmovilizadas 

en espuma de poliuretano para .hi~rólisis del ·acetato • 

La actividad enzimática.decrecio,.cuando se aumeRtó el 

n"úmcro de células inmovilizadas' pOr .9 _de ¡;>oii_untanO 

Se observó que la vida me.di'a·· aument'6 66· veces en rela­

ción a la de ~as bacterias :librCs- (306) 

i) Producción de Acrilamida. 

Las células de Brevibacterium ·~p. _fuCrOn inm~~iliza~as 
en un reactor de fibra hueca, para la producción con­

tinua de acrllamida. La productividad volumétrica-del 

reactor fue de 88 g/l/h. (307) 
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CAf>l.TULO IX 

POTENCIAL DE APLICACION DE DIOCATALIZADORES 

EN HEXICO 
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IU.l Panorama Nacional de la ~ndustria Enzimática. 

A~tualmcnte la industria nacional se encuentra a un.nivel 

de subdesarrollo, como lo comPru~ba la 9ran cantidad de -

importaciones que se realizan cada año, siendo las princ!, 

pales enzimas importad~& la pancre~tina, la diastasa y la 

runilasa bacteriana (Ver Tabla XXXI). Las principales com­

pañías importadoras se encuentran en lá Tabla XXXII. Como 

se aprecia, e~tas compañías importadoras son, a su vez, -

las empresas productoras de ciertas enzimas, como ENMEX, 

que produce amilasa~, protea&as Y sustitutos de renina,­

lo cual inpHca que no existe un mercado nacional qui'! satis 

faga lB.s necesidades de la _industria. Además, cabe acla-

rar que muchas de estas empresas productoras cuentan con 

la participación de empresas extranjeras, lo que limita 

que la ·tecnología de producción Ro sea desarrollada a -

nivel nacional, sino únicamente aplicada. 

El uso de las enzimas en México está limitado a la ·i~dus-

tria del almidón, detergentes y la quesera, ~uando es apl!_ 

cable a los procesos que ya se tienen funcionandO, y~-que 

por la situación económica que prevalece C!1 el país·,: ·la~ 

industrias no quieren arriesgarse a·cambiar un método 

químico por uno enzimático, el cual puede· depender en 

último caso de la necesidad de la importanci8 del catali­

zador. ( 3_08) 
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Ea, por tanto, necesario que se hagan estudios profundos 

de mercado-para determinar la aplicación de enZimas a -­

nivel industrial,· __ que dé como resultado un.proceso econ2, 

micament.e rentable para desarrollar las tecnologías ade­

cuadas pa1a México y en México. 

Para'desarrollar y aplicar estas tecnologías nacionales, 

se requiere de la vinculación de esfuerzos entre los in~ 

titutos de investigación y apoyo científico nacionales, 

junto con la industria. De no ser así, los proyectos qu~ 

darán sin dar fruto alguno. (309) 

En cuanto al mercado exportador (Ver Tabla XXXIII), es -

mínimo, y la competitividad con respecto a !Os consorcios 

internacionales (Miles, Pfizer, etc) es mínima. sin effiba~ 

go, cabe la posibilidad de que si se desarrollan las tec-

nologías adecuadas a nivel nacional, dada la situación -­

económica mundial, el mercado nacional será competitivo 

por tener un menor precio. 

10.2. Potencial de Aplicación de la Actividad Enzimática en 

México. 

La aplicación de la actividad enzimática a nivel nacional, 

dependerá de: 
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·. 

l.- Si se cuenta coh la , tecnología de pz::Odücción de 

ia en~ima libre• 
. . . 

si ~e ciien~B·'.~~n la ·.~et~~~1o9·i~.i~~~·cuD'd8. de,-_i:riíftó-
, ~ ' - -· ·~-. '·' .-.;.. . . 

vilizacióO·,' en __ 1-a··quc._"se.-··req~iere·-que ia·· ~n~itria·--:-

mo.intcnga ·.una elevAd<l .-.. ~~tivid~d~,. ~~-~~~~l11'd~d inee.!i-

nicá~ etc. 

J.- Si existe un proce~o indUstCial_ adnpatado_para 

usar esta tecnología. 

Es, por tanto, necesario, coaro ya se había mencionado, que 

exista una estrecha comuniCación entre lo que necesita la 

industria y lo que necesitan desarrollar: {tecnologia, méte, 

dos, etc.) los institutos de invcsti9ación. 

P~r lo tanto, la aplicación de --la actividad cnzimiítica. en 

México, depende. de la consolid~ci~n d~_- u~~::t-f!~ñ0:1~9í.a. en-· 

zimlitica desarrollada y aplicad<Í a nivel nacional· .. ·: 

En cuanto al uso de enzimas o cClulas ~nmÓvilizUdaá~· o~ 

piensa que 1.lerá a un mediano o largo plazo, y~·.que pi;imero. 

se tiene que consolidar la 't.ecnoloqia de· enzirna.S libreÜ 

aplicables a nivel industrial. (310) 
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ilialurcnidasa 
Papaína 
Jlenilasa no bacteriana 
Pepsina 
Tripaina. 
Cloruro de Llsozima. 
QJ!m:itripsina 
Po.ncreatina 
Eictracto de CUAjo 
Di.:ist.:isa. do Asp. orizae 
Cclulasa --­
Nnilasa Bacteriana 
l-t!zelas crudds del 

- Tripsina 
- CUiJrotripsina 

InvertaScl. 
Brcm::llina 
1-bzelas de: 

- Proteasas 
- B-roni]as.:is 

Serratio Peptidasa 
Las [)l?más 
Proteasas 
Sin descripción 
Preparación de: 

- Enzimas proteolíticas 
Enzimas Pectolíticas 
Pcptid.J.sas 
Papaína grado farmacia 
F.ibrinucleasa 

1978 

"" 

20,322 

3,061 
1,099 

2,536 
53,012 

3,336 

1979 

"" 15 
16,804 

" 2,979 
19 
lJ 
e 

987,069 
522 

6,392 
2,649 

22,879 

2,902 

1,786 
2,114 

377 

2 
23,589 
6, 403 

F\Jante: Instituto Mexicano de caroccio Exterio~ 

1980-81 
(Ene-Die) 

9,756 
295 
771 

30 
18,149 

1 
7,739 

602 
2,426 

731 
12,245 

1,510 
994 

.. 

40· 

3,579. 
110. 

5 
\~J. 

:·-:_./ 
._;,.~-:\ 

·"'' .:'' 

1981-82 
(Ene-Die) 

623 
27,015 
2,051 
8,450 
6,047 

16 
lS 

35, 794 
70 

38,866 
31,996 
69, 951_ 

7,067-_:· 
2,·435 

:_1.~i,;R~~;5~: 
-.:'§;;i·;~'.~\ 

;:;:::-5;·450~~~ 

j':f~i¡fri1 
:70!':-_: 
'141 -

1982-83 
(Ene-Die) 

624 
11. 150 

999 
14,654 
5,514 

10 
11 

27,825 

39, 741 
5,162 . .. 

24, 592·; 
, ,.--?i/t .. 

,-;• -·--_;;>,, 
1-·~ .';'< 

f~fs~~~~ 
;~~-;;-,21;600' 

ilf~~tm 
~t;CI<~r}1f 
::'Y:\;f~~~'.; 

~111 

1983-84 
(Ene-Mor) 

2 

425 
3 
e 
3 

5,476--_ . 5. 

'l'OI'AL DE KG 
1978-84 



·. 

PNOEl\TmA: 
* l't!rck-México, S.A. 
• Lab. Kriya 
• Zon. Fannac.::éutica 
... Ciba--Gcigy tiexicana, S.A. de c.v • 
.. hepreaent.aciones Universales de Especialid.i.des FanMcéuticas,s.A • 
.. 'lhe S).odncy Ross, eo. s.A. 
• Lab. ~tit Ó? ~xico, S.A. 
• crqancn Mcx.ic:ana 
* DrCl!'C)(, S.A. 

DlASI'ASA DE ASpcrqillus orizae: 
• f)lzimas y rr'5ductos Q.timlcos, s. A. 
* D«E:X, S.A. de C.V. 
• Probst, S.A. 

N1ILASA. IYtCI'ERIJl.NI\: 
., ~. S.A. de C.V • 
.. lnduStria Arístides Villalobos Ruiz 

ENZlMAS PMA USO FARMACEtll'ICO: 
• Proquifhn Dir. (poterápicos 
• cia. fo'edicinal Li1 OU!pana, S.A. de C.V. 

PROITJ\51\S' 
* Glucosa, S.A • 
• EN1EX 
.. t..ab. Takcd.:I de t-'éxico ( hnilasas ) 

EX'I'RAC'J'O ENZIMATICO DEL CUAJO: 
• Lab, Takcda de fo'iixico, S.A.. de c.v. 
* ~cana. de rJ.caloidcs 

EN<EX 
* llarmann y Rcitrer, S.A. 
• FannacL>uticos Lakcside, S.A. 

DlZIMl\S, CXCC"pto para uso FAFMACEtJl'ICO o ALlMEltl'ICIO: 
., Fannacéuticos Lakcside, S.l\, 

LAS DEMF\S o SIN DESCRI pCIOO: 
• Q.Jímica Knol l 
., Glucosa, S.l\ • 
• EN<El< 

Fant\:lcúuticos Lakasidc, S.A. 
• uw. 'TakL-da de México, S.A. de c.v. 

F\Jentc: Sl...>cretaría de Cot\ercio y Forento Industrial 
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1978 1979 1980-81 1981-82 1982-83 1983-84 = PROOl.CTO 

"' "' (tNE-DlC) (F.NE-DIC) (Eltt-DIC) (ENE:•DIC) 1978-84 

Concentrados del cuajo 46 6,847 892 9,257 17,042 

hnilasas 21,632 4,610 3,297 J3 28,503 46,584 104,659 

Proteasas ' 181 JJ 4,778 982 5,974 

Los danós 3,148 ' 28,Bll 33,683 51 1 012 11, 224 6,805 194, 703 

tucntci Instituto Mrudcano de t::anercio EM.terior 



C1\l"ITULO X 

CONCLUSIONES 
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l'Or lo expuesto en el desarrollo del presente trabajo, se ~a· 

liegado a las siguientes conclusiones: 

1.- ~s enzimas, como biocatalizadores, pre.sentan un 

potencial de aplicación industrial muy grande 

por su elevada especificidad, capacidad~co."tabó-

lica, mayores rendimientos, etc. en relación a -

los catalizadores inorgánicos. 

2.- Actualmente el uso de enzimas microbianas se hace 

iuás viable por haber. un mejor y más fácil· Control 

de la producción y obtención de las mismas, res-

pecto a las enzimas·de origen animal y vegetal. 

J.- Hay una gran variedad de soportes, .tanto orgánicos 

como inor~ánicos, ~in; e~~~9o 'los·. miis. usados a ni­

vel industrial para i.a·.:1~.m~·v~·1'1~aci6n· de enzimas -

han sido las·-~esini.s.:d~_';iü'te'~_c.;;,·~.b,i~/:.ió~ico;· en el 

caso de ~élUlas. inm~~i}_lz"~das: ioS ·sOportes usados 

han sido cupa-carragenina ·y_-·~-}~.'¡'n~·~~s. 

4.- La inmovilización de las 'enzimas solubles, como 

enzimas inmovilizadas y célUlas inmovilizadas, si 

trae ventajas, como un mejor rendimiento en la 

producción, por haber.mayor concentración de enz.!, 

tnlls por volwnen de rcactorJ una mayor estabilidad 
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ne la actividad enzimática a _c.ambios f:isicoquimicos 1 

la posibilidad···de:~su ~euso¡ que puede ser usada en 

procesos-.-Coñtinuo_s y otras.tantas mencionadas en -

lo~ c~pÍtUlo:~ tV .. y ~I __ :de este trabajo. 
. . :· . . .. 

; . - - . . . 

Sin' emblt-~9.o~ ~' ª":. ~~be·~-'-~~-i~~~a~ las· desventajas que 

Pres_e-~lt.&_-'_·1a:.:~-n~O,Vi1iZac_i_60"<corna· son· lo& efectos -­

neqativo-~.': ~~-:~i-.;:·,'"t~a·n~f-Eir-énci.B de masa y oxígeno, .. 

que_-~C~-~.ioha_~-:--.~~ja_- ~~ _el. t'"E'.tldimientó de producci6n 

Ó
0 

una désvi~é16n .. en: __ ld_ r'uta -'metabólica deseada. 

·-:,' ' __ '- - .. 
s.- En "sistemas doride sea_ posible el uso de la activi-

-d~d.'en~i~~~-¡~~· -:¡nmovi'ii.~ftda, ·como enzima 6 c&lula 1 

~s más. v~ntaij.~_s~ --el ,-USo de ésta última, como se -­

mencionó ~n el-CapítUlo VII. 

6.-. El uso y ~Plicació~ de biocatalizadores inmovili­

~ados está tomando 9r~n impacto económico. En el 

campo de los alimentos; can Ja producci6n continua 

de jarabes de elevado contenido de fructoss· ; la 

reducción de un 40% en los costos de Producción 

por el uso de la glucosa isomerasa inmovilizada 

con respecto al sistema convencional t. la produc-

ción continua de L-aminoácidos. En el ramo de la 

mcdicin<c con la producciOn de _csteroidea y l!!.nti­

biOticos; en el área quimicn con la producción de 
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·. 

solventes y _e~ el campo de análisis _conc:al....u.sa. .de 

electrodos bioquímicos. - Estc1:-det10ta: =· (¡ué--_·e~. 1.t'ñ· --me_:__ 

diano plaz_o •.. el me.!='cado ~_und_~-~-~-::-~~~i-s_~-~~- --~'ná _P~~­
funda conversión . de una ··indu_átri;:a.:.qu!,mic::a' a·. una -

·industria bioté·c-~óÍ~gÍ~-~ ~Ue:jlt'iliéec-biocataliza­
d0res -iii~~Vili~-~d~s~-, 
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APENDICE I 

BIORREJ\CTORES 
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A- Clasificacion de los Diorreactorce 

Los biorreactores son los reactores utilizados para los_ pr2 

cesas biológicos. Se deben d.iseñar en base a las carl!CterÍ!.. 
''·' ''-• ., .· 

ticas biológicas, los microorganismos ó de lite enZiina"s cOmo . 

son: control óptimo de pll, temperatura, dffusión :de sustra­

tos, etc. K. VenkatasubrRtnanian (311) clasifica los,biórrea!!, 

tares de acuerdo a su modo de operación Y; a. ~us ·-~·~r~6-~e-~'Ís-
ticas de flujo. 

A continuación se describen las. c~ract~~i~t·i~n~. de .los pri.!!_ 

cipales tipos de biorreactores: <.~~i~:~l~')"_ 

•l 

-,•·· 
Es· el reactor más simpleÍ .. e.stá compuesto por un . tanque 

y un agitador. Co~o ag¡-tador.-~e .·Ús~_- Ú~n. turbina de - -

hélice y una propela. Estas :características hacen que 

el contenido esté perfectamente mezclado. 

Este tipo de reactor es muy usado para reacciones que 

presentan inhibición en su cinética, ya que la veloc~ 

dad de. reacción estará determinada por la composición 

del medio de salida. 
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La construcción abierta del RCTA permite e.l reemplazo· 

rápido del biocatalizador inmovilizado. :También faci­

lita el control sencillo de ·1a .. temperatu7_a y ·el pH. -

Este sistema puede ser. sugerido Cuand~-l~s costos del 

sustrato no sean elevados Y:donde Se requiera de· una 

proUuctividad estable. 

. .--, 
b) Reactor de Lecho Empac&do (R .• L.E.) 

son los reactores ~á-~· ~s~~-~~-.-~-~~~·~'. 16~ ··Sistemas inmovi-

lizados de enzirrias._y···cé1'u1a~~-:-~n--eBt-e caso es necesa~io 
considerar la caida·--d~·(~·~~~i~~.-.-~ ::t-~a~é~.'.-d~i leCti~ empa­

cado, que va a depender_· dé lii. ·forma y· ·dim~n·s.iones ·de la 

columna, lo· que - afect~<-{a· \,el-~c.i.dac( de_ 'reacc-ión. 

Puede existir 'un -~~Vim:le~to ~s-tabl_e-'dé-1 sustrato a -

través ~l bióci'·~·t·~iiz~d~r .~n~ov.ilizado···en ~n~ direc­

ci6n deterin:lnadá; ·. 

Tie~el~ ve~iK~ d" ~J. operación simple, elevadas ve­

locid~~~~-~,d~ .. tran-~f~~-~nCia d~ mnsa y °"elevadas .vclocid!_ 

de.S cÍ~ ·.~~~c;~'16n; -,Sin· ~mb~rgo, debido a que algunos si!_ 

te~aS :·de ··bi'~~~talizadores irimovi l izados requieren de 
·.· -,-

p~esiú1CJ'a ·'.de'.-,-elevadas concentraciones de o 2 y que el 

co2 sea·rem~vi~o1 este ~istema no es el ideal a nivel 
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indUtitrial, ya que ·este problema es muy dificil de 

resolver. 

. . ' .... -
c) Reactor de Lecho Fluidizado ·(R:.:L. F.) 

-:;.-

en cstr. tipo 'de reactor,-·. la-~<p~-~t.!~:~i'~-~~ "iTI.d~~i~~ales. 
- ·.' ;_ ._- ·_·_:,;_~_,c.-'.':~ . :' . --; ·• : -, • -- . 

del biocatolizador frímoviliiiido"·,_goñ· man'tenido.6 en 

nx>Yimientos ~º-~ ~-~,,-~i~_jf;~,~~*'~~t~~;~;:~:·~--~-~:~~~-ª~~~ La , 
presi6n do caída 'del.·.· flujo·\·dei.;'flU.fdo·~sopoÍ'ta ·esen-

cialmente .el Pa~~··:d·~:. b·1áj:~:~~-;:-~,~~J~-~·:·'.-~~~~~l1i~~do. ~i 
reactor, ·por. io {~:~~{~~'.:~~~f~f:~~:~Y~:~,:~t~~-'. ~~~ti~u las- del 

biocata l i~ad~~,:~:~-~~~~~i·-~-~~-~~fl~j;~3·:,;~f=~-~-~~~.~~º. •li~_re a 
través de todo .. el7 léchci~::Lii-::~f1Üidizác.ióri-'. puede. ser 

.: .. ;~: ~:.:<X'.~,<:-;_i},;'.->~::·;~~J-":.~.~:'-<·¡s~_,;,::,1::-'.:_.·-~,- .... . . . -.. - -
llevada - a cabo·,ya _"sea·,·por_:. ':)R-;>_liquido, ·o llOr-.··un:, gas • 

. ·,.: ;?:':~~~~,~~~~;;_·--~~~-~~i11i~S1W~}:'.,:~1.1; :;~ , • --~ ·:;~"; ,;·.::~---
Ofrece la ·ventaja'"de·,un&'.bUena·-'-mezcla ·entre· el Sólido 

y el fluid~~---~~~~ ;¿~~g-;;~~¡7~~~Í~,~~;~;~{~~;~~'li;~::~;~¡~·a. La 
.". -. : ,'-;:/{~~o:!~¡-_f,!_:_~,,~·;·.t:;,;fi~·~;:;.-¡;''~f:'.;.;_,:-~-.- '../ . ; ,·. · 

mezcla sustrato-fluido- es•·_irnportante· en: el'- caso de 
: ' '·.' -., .. , -, ·· ,·-~~-'·"~~!+-~J~3•'-•~¡'.l'Yi-'.{:.~~;~-";·;; ,-, ,.'_: . . ."· · 

células -fnrñoVi lizáda-s _e~-'~c~-~~~"!_le~~o_,,:_p_orq~e .- puede 

ayudar a mantener_,: una :·p·~~~·á:'i~;'::'~:~-~-Í:-~r :~~~~~l~~ 
.: .. ·.:·'· 

·.·.I:<-~· ~.:.: ,,-,-,-_., ,,._-,: _, ,,. .. •. -..·· .. ,-e;_,-- ,c:Si/i-": .. -.. 
Con el fin 'de mant~n~:r"_.~-~~:Ü~~-. Carli~te·rísticas de flui-

;: 
dizoci6n, la diferencia __ entre la· densidad de los por ti 

culas del biocat~~-i·~~do·r· inmovil.iz'odo y la densidad -­

del sustrato debe ser elevada.- Se presentan problemas 
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cu~ndu ·1os métodos de inmovilización están basados en 

atrapamlent.o o microcncapsulación con. 'geles coloidales 

hidratados, óonde la diferencia de densidad entre sus­

tratos y biocatall"Zadores inmovilizados es mínima. 

En este. e1"ste~a .. se'debe tener .mucho cuidado en ev_itar · 

la destruc;:ci6n y" d~s~om~-¿;eiCi6n dei bioc~~-~Í-i~·ad;,r·.-­
iOmo~i1~Z~~~.·· El· 't.am~i\·o de 18 .·p~rtícu1a '~s; i~Pcirtante 

, para ·la. formac,Í.ó~ ·de·~~ lecho ~f~¡d~zéld~' est~b1e· •. 

Reactor' de 

El reaC:tor .'emp"acado .. con. fibr·a .h.ueca' Seniiper~~able per­

mite e~ pas~' úhi~amente. del -~~~·t~-~t~ ·y·. ~~·!= .. producto. 

Pro~ee. una: &rea ·s~per.fi~ia1, de·· c·~tál~Sis mUy. eievada -

en un volumen :dado_ en el :rea·~·to~ ~·.· L·~·'~e~ecti~idad ·del 

reactor· es~á dada por el uso de· ·f_ibÍ:."~:s· de· diferentes 

características de p~rmeabilidad •. Las-fibr~s en el -­

reactor pueden ser arregladas en un-sistema ·de reac-

ci6n de diferentes formas. 

Entre las mayores ventajas de este -~ipo de _reactor se 

encuentra la simplicidad de la inmovilización, reten­

ción completa de las enzimas o células y un reemplazo 

fácil de las enzimas o células para mantener una - -­

actividad total o para la manufactura de diferentes 
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·. 

productof:o;. Asimismo no se presentan los e
0

fectos nega­

tivos de la_ inmo~ilización~ 

La gran ventaja· de este S:\.stema estriba en un control 

apropiado de la cantidad de enzimas o células, con' el 

fin de asegurar una distribución uniforme del biocat~ 

lizador, que es importante para la estabilidad del -­

sistema. Una distribución no uniforme del flujo resui· 

ta también en una resistencia en la difusión del-sus-

trato y del producto. 

B. Selección del Tipo de Reactor 

El tipo de reactor para un proceso en particular _va a' depe!!. ·.-· 

der de las necesidades del proceso enzimático y de las con­

diciones del mismo. En la Tabla XXXIV se resumen loS· facto-

res que influyen predominantemente en la elección del tipo 

de reactor. 
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TABLA XXXIV 

FACTORES QUE AFECTAN LA E.LECCION DEL TIPO DE REACTOR 

1) Requisitos o necesidad de viabilidad de las enzimas o células 

21 Naturaleza del soporte y rOOtodo de imovilización 

3 l Naturaleza del sustrato 

4 l Cinética de la reacción 

5) Requisitos c:peracionales del proceso 

6) Facilidad de rc<'Jll)lazo o regeneración del biocatalizador 

1) consideraciones hidráulicas 

8) Facilidad de diseño, fabricación y escalamiento 

9) costo del reactor 

·. 

Venkatasubramanian, K. 1983 (311) 
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