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L INTROOUCCJON 

El sabor de un alimento es factor critico de su aceptación por el 

consumidor. En mucha~ ocasiones el procesar un alimento hace que 

el sabor de este se modifique ó disminuya considerablemente. El 

descubrimlemto de un grupo de sustancias "realzadoras del sabor" 

ha hecho posible compensar los efectos del procesado de alimentos 

dando la posibilidad de incrementar el sabor natural sin tener que 

adicionar sabores adicionales o artiticiales. Asl los 

potencladores del sabor •ón sustancias que retuerzan o exaltan los 

sabores deseables o de frescura, o que reducen los sabores no 

deseables en un alimento. Puros, no llenen sabor propio y en 1us 

niveles de empleo en alimentos, concentraciones tan bajas como 

partes por m11 Ión partes por bl l lón, actuan aumentando la 

sensibilidad de las ceJulas de lo• centro• d• percepción •n 

1 a 1 en1ua, o incrementando 1 a 

mayor percepción de1 sabor.(4) 

salivación taci l i tanda una 

Tres de los potenciadores del sabor••• empleado• en la actualidad 

en la industria alimentaria soni el alutamato mono•ódioo y do• 

S'mononucleótldos: S'¡uanosin monotoatato diaódico <S~GHP> y 

S'inosin monotosfato dlsódico CS'IHP>. Esto• Oltlaoe tu•ron 

empleado• inicialmente en mezclas con el primero dtaalnuyendo loa 

niveles de uso de ¡lutamato ha•ta en un 75• con ahorro en costo• 

de hasta un~2S" C9>. Actualmente los mononucleótldo1 aón 

usados en mezclas sólo de nucleótldos y/o separados, con un 

efecto potenciador mAs fuerte que st se u•~ra 11utamato, o 

aún mayor que la suma de los efecto• de cada uno de ello• por 

•aparado, a esto•• llama efecto eln6r¡ico. (48> 
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ll. GENERAk!DAQES 

l. PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS DE LOS NUCLEOTIDOS 

El sabor de los alimentos esta determinado por las sensaciones 

causadas por los componentes hidrosolubles de los alimentos, estos 

són: amino~cidos, péplldos, Acidos org•nlcos, azucares, bases 

org!nicas, lónes lnorgAnicos y nucleótidos, cada uno de estos 

contribuyendo con un toque propio de loa cuatro sabores b•slcos1 

dulce, salado, agrio y amargo y un "quinto" sabor "sabroso" que 

para muchos es una sensación (51>. Asl el sabor es una combinación 

compleja de estos. El desarrollo de una experimentación que 

comprobára estas afirmaciones da como conclusión que los 

principales contribuyentes al sabor en alimentos de origen animal 

o vegetal son los nuucleótldos como el 5' IMP, el S'GMP, el S'AMP y 

el glutamato monosódlco CGMS> (6,21,26,27> asl &e po1tula un 

"modelo del sabor" de tos allmentoa, que se muestra en la fl¡ura 1. 

Figw-a 1 Modelo del sabor 

Alimentos se¡un su origen Animal m o Veaetal ca> 

Asl pues, el uso de los nucleótldo& como aditivos de alimentos 

porporciona propiedades adicionales al alimento al qua són 

adicionados como sóni el realzar el 1abor natural, adema• de 

reducir los sabores desagradable• a•nerado• por •U 

procesamiento; •en muy solubles an aaua <GHP> y en sal•a• CJMP>, 
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•• conservan estables durante mucho tia•po; moderan sabores a¡rios 

en conservas, ademas de disminuir los nivelas de uso de otros 

potenciadores conocidos <GHS> y de estar considerados como 

sustancias permitidas co•o aditivos en alimentos por la 

FDA.<1,52,53> En Estados Unidos se consumieron 3000 toneladas de 

Nucleótidos para salsas y aderezos en 1976 (57). 

2, QUJnlCA DE LOS NUCLEOTIDOS 

Los nucleotidos son sustancias cuya función más importante en los 

sistemas bioló&icos es la de constituir las unidades estructurales 

de los Acidos nucléicos. Asi tene•os ribonucleótidos del Acido 

ribonuct•ico y desoxiribonuclaótidos del ~cido desoxirlbonucléico. 

Dos rlbonucleótidos se usan en Ja industria farmac•uticat S'CHP 

y 5'UHP <SO> y otros dos són los que en realidad tienen que ver 

con el sabor de un alimento: S'IMP y S'GKP. Se trata de substancias 

de peso •olecular promedio de 530 daltona y cuya estructura esta 

constituida por la unión de tres •oleculas bA•icas: 

1- Una sal de ~cido fosfórico 

2- Un azucar: ribosa 

3- Una basa nitroaenada: portea { Guanosina 
lnosina 

Ademas la posición 6 da la base pórica esta hidroxllada y el 

fosfato esta en la posición 5 del azucar. Esta conformación 

espacial •& la que la confiere laa propiedades de potenciador 

C39). La estructura de los dos •ononucleótidos se muestra en 

la fi1ura 2. 
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5' lnosin monofosfato di sódico S'Guanosin monotostato disódioo 

Figura 2 Mononucleólidos potenciadores del sabor 

En esta figura los números pequerros 11.2.etc:.> en la molécula del 

S'guanos!n monofosfato disódico muestran las posiciones claves 

para la actividad potenciadora, 

Cabe se~alar que tambien tienen actividad potenciadora lo& 6 

tio-ribonucleótidos <32l, los 2-metil o 2-etil y los 2-mercapto 

sustituidos C54> y otros S'ribonucleótidos sustituidos que solo 

són hasta ahora curiosJdades cientiticas pues no eata autorizado 

su uso en alimentos. 

La actividad potenciadora de Jos nucleólidos depende ademas de &u 

estructura espacial de el tama"o de su mol•cula, lo• pirlmldin 

ribonucleótldos CCMP,UHP> •on mAs pequenos para ser "reconocidos" 

por los receptores de la len¡ua. 

El tener el grupo fosfato en otra posición hace perder la 

conformación espacial, aunque los 1uatltuido• con otro• ¡rupo• 

sobre la base púrica en la poaición 6 dan un caracter m61 

electronegativo a la mol6cula provocando una reacción diferente de 

reconocimiento de intensidad mAs baja 

que la de los sin sustituir. Los sustituidos en Ja posición 2 

de Ja base pOrica,interactuan estrechamente con el aitio activo 

del receptor intensificando la Ja actividad potenciadora por 
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auperdeslocallzaclón electrof111ca del sust1tuyente (47>. 

3. HETODOS DE PRODUCCION DE LOS SºHONONUCLEOTJDOS 

Como se mencionó con anterioridad los nucleótidos se producen 

industrialmente por tres distintos métodos con algunas variantes 

estos se muestran en la figura 3. 

TXP08 DE PaODUCCIOH: EMTllACCION 

OBTENCION DE NUCLEOSIDOS 

{

Y POSTERIOR FO&FORILACION 

OBTENCIOH DiaECTA DE 
~·woHOHUCLEOTIDOS 

{ 

FEllWENTACION 

{

CON ENZIMAS MICROBIANAS 
HIDllOLIStS DE 
ACIDO llIBONUCLEICO 

QUIWICA Y POSTERIOR 
f'OSF'OJl ILACIOH 

Figura 3 Métodos de producción de nucleólidos 

Existen otraG variantes en la producción pero estas solo són 

ensayos de laboralorlo que han demostrado ser poco prácticas para 

su implementación industrial. 

PRODUCCION POR FERHENTACION: 

Es en Japón donde se desarrollaron las técnicas de producción 

fermentativa de nucleótidos, que estAn basadas en la obtención de 

cepas de microorganismos mutantes hlperproductoras de 

mononucleótldos y que carecen de enzimas que los degradan 

favoreciendo su acumulación. Por lo general són adenin-auxótrofos 

ó tnosin-auxótrofos y algunos requieren la adición de acldo 

pantoténico o tiamina en el medio de cultivo para crecer. 

En la tabla 1 se presenta un resumen bibllogrAfico de los 

microorganismos reportados como productores. 
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Tabla 1 Microorganismos productores de 5'IHP o precursores 

microorganiSl!!Q ~Q.!u. ~ producto 
ti.l!AL 

Srevlbacterlum amonlagenes adenina "ª 1nos1na < 1SJ 
inosina "ª 5' IMP (19) 
guanosina 30 g/ l inosina (20> 

:rm~~~~~cf~rmeabl• adenina + ... 5' IMP (23) 
acido fosforico '"' 5' lMP (24) 

Bac1Jlus subtills adenina "ª inosina (21) 
adenina 16 g/I inosina (22) 

Corynebacterlum ¡Jutamlcus adenina ... 
5' IMP (25) 

"ª (26> .... = no report.a.da.> 

Se concentra el medio de cultivo al vacio en medio alcalino para 

aislar la inoslna. Para su fosfori)ación se emplean 

industrialmente metodos quimicos con un rendimiento de conversión 

del nucJeósido al nuc1e6tido de hasta el 90% <25,19>. El proceso 

es el siguiente1 se suspenden los nucleósidos en trimetiltosfato 

para hacerlos reaccionar con oxicloruro de fósforo <POC1 3> en 
o 

medio acuoso a O C por dos horas. Posteriormente se neutraliza 

con hidróxido de sodio y se obtlne 5'JMP-Na2 -r.e H2 0. 

Para el S'GHP se tiene un inconveniente adicional en la producción 

via fermentativa ya que el mecanismo re1utador de de¡radación y 

la fosforitación a di y trifosfatos dificulta 1u acumul~ción el 

la celula o en el medio de cultivo. Los metodos de producción 

industrial incluyen ademas de los anteriormente mencionados la 

producción de un precursor ó AlCAR es amino, 4 lmidazol 

carboxiamidin ribotido>. En la figura 5 se presenta un resumen de 

mlcrooganismos productores de S'GMP o sus precursores. 

10 



Tabla 2 Microorganis...as produc~ores de 5•GMP o precursores 

microorganismo ~ ~ 

BacJJJus megat9rium adenina 6 AICAR (271 
inosina 

f~L~MJ~~bf~~i~~~~t~otan { /leidos grasos 
erltromicina 

Brevibacterium amoniagenes 5'XMP 10 gl 1 5'GMP (26) 

Baci/Jus subtilis •denina guanosina t29l 
<30) 

La transformación del AICAR en 5'GMP ocurre de la siguiente 

manera (31>1 

AICAR 

s 
11 

CH:wOCSNa 1 2-Mercaptolnosina •n CH:10H 
ieo oC •hr. 

guanosina --..,PO=c'""'I-,--+ 5' 1 HP 

ácido inosin-
2-sul fónico 

La transformación de guanosina en 5'GMP procede por la misma via 

quimica que la tosforilación de inoslna. 

PRODUCCION POR EXTRACCJON: 

La producción de mononucleótidos por extracción se hace desde 

tiempos remotos en Japón, aunque a nivel de cocina ya que se usan 

fuentes ricas en nucleótidos como las hojuelas de pescado 

Katsuobushi seco que contienen hasta un 1.5 % de IHP y un tipo da 

hongo seco Shiitaks con un contenido de 0.3 • de GHP. Los 

extractos de estos productos 6 los productos mismos són usados 

para sazonar los alimentos. 

Dada la baja cantidad de nucleótldos y la poca disponibilidad de 

estas materias primas no es cosleable su extracción industrial. 
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PRODUCCJON POR HIOROLISIS DE ACIOO RIBONUCLEICO: 

En el proceso de hidrólisis del ácido ribonulceico· un aspecto 

fundamental es el hecho de contar con una fuente de ARN de bajo 

costo. De las fuentes naturales microbianas de alto contenido en 

ARN y bajo costo de producción es sin duda Candida utl/Js, de 

hecho la mis empleada para este f!n. Su contenido de ARN 

llega a ser hasta de un 15 ~de su peso total. Se han ensayado su 

crecimiento en medios de bajo costo como Jo són las melazas con 

buenos rendimientos de crecimiento y se concluyó que "se tendra 

un buen retorno sobre Ja inversion si ae considera el vender los 

nuc 1eót1 dos como pr 1 ne J pa 1 producto y 1 a 1 evadura 1 i bre de ARN 

como un subproducto" <46>, 

En México, se ha des&rrollado un proceso de extracción del ARN de 

1 evadura C20) que uti 1 iza un pretratamiento térmico 

o ceo e por 30 minutos), tensoacttvos <laurato de sodio) en medio 

alcalino CpH 10-12> obteniendo rendimientos de extracción hasta de 

un 90 ~ , Para recuperar el ARN del medio de reacción se precipita 

con o\cido 6 etanol y posteriormente se s•ca al vacio hasta 

obtenter el polvo de ARN crudo. 

En la hidrólisis de ARN se emplean dos métodos: quimico y 

enzimAtico. 

Se trata de la descomposición del ARN hasta nucleósidos Yia 

calentamiento por tres ó cuatro horas en medio alcalino <cac:OHJ2 

concentrada} a 130 ºe nuc 1eós1 dos se emp 1 ea una resina de 
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intercambio 1ón1oo seguida de una concentración hasta 

cristalización. La adenosina se desamina con aeido nitroso para 

dar inosina, Los nuoleótidos se forman por fcsforilación de los 

nucleósidos con el método ~ntes descrito. 

Para el óptimo desarrollo de un proceso enzimAtico, es necesario 

contar con enzimas altamente especificas que eviten la formación 

de subproductos inde&eables. Se han desarrollado estudios para 

encontrar enzimas especificas de hidrólisis de ARN para obtención 

de mononuc\eóttdos como producto principal. Hasta ahora se han 

ancontrado quo las enzimas hidrol!ticas con esta propiedad són 

axoenz1ma& (es decir s6n enzimas que hidrolizan las cadenas de ARN 

desde los extremo& y hacia adentro> y no endoonzimas <que 

hidrolizan al azar> pues estas ultimas con frecuencia producen 

oli¡onucleótidos 5' 6 3' fosfato terminal y no 

5'mononucleótidos {40). Ademas se sugiere que es fundamental que el 

sitio de ruptura de astas enzimas sea en un sitio especifico: 

en el enlace 5' Fosfodiester <Ca" -o-!-Peo2H>-O-c1 • >y no en el 3' 

Fosfodlest.er cc3 ' -o-peo2H,-J-o-cs > para obtener as! 1 os 

S'mononucleótldos C33J. 

En la naturalezn existen diversas fuentes de enzimas nucleólitlcas 

con las caracteristicas antes mencionadas. En la figura 4 se 

enlista una revisión de estas enzimas reportadas en la 

bibl iogra!ia. 
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Animales 

Vegetales 

{ 

Inleallno o hig~do d• bovtno 

V•n•no de ••rp\•nl• 

{ 

Catharanthus ro6eUs 
aa\s d• c•h~da 
Phaseolus aureus 

(11) 

(35) 

< 5l 
< 5l 

Neurospora crassa <36) 
Streptomyces aureus <41) l 
~:;:~~~~~~: :~~~~:Jnus ~4;~ 

Microbianas Penicil/ium cltrJnum (12) 
ToruJa y Zygosaaccharomyces (55> 
Neurospora crassa (41) 
HJcrococcus sodonensls ( 7) 
Phoma curcubitaceum C41) 

Figura 4 Fuentes de s•cosfodiesterasas 

Con el objeto de hacer mAs eficiente el proceso de obtención de 

nucleótidos potenciadores del sabor apartir de ARN, es necesario 

ademas de la hidr6Jisls del ARN, la desaminacion del S'AHP a 

S'IHP. As! de todas las fuentes antes mencionadas solo•• usan dos 

industrialmente para la producción de los 5"mononucleótido•1 

Las enzimas de Streptomyces aureus y una combinación de enzimas 

de Penici/Jium cltrinum y AspergJJJus oryz•e. 

Se producen 5 enzimas de Streptomyces durante la 

fermentación para la obtención de S•Fosfodiesterasa <lnoculaclón 

del mutante en medio liquido a 26 ºe, a&itado y aereado por 30 

horas>, estas són: Endonucleasa y Exonucleasa, que hacen 

la función de S'Fosfodlesterasa; adenildeamlnasa que desamina el 

S'AMP 5' IHP¡ Fosfatasa aJcalin~ y 5' nucleotidasa que 

puede hidrolizar los 5'mcnonucle6tidos. Es posible limitar 

la producción de s• nucleotidasa por Ja adicion de fosfatos 

en el medio de cultivo pero tambien disminuye la cantidad 

de Exo Ende nucleasas. 
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Puede tambien lnactivarse termlcamente la 5' nucleotldasa al 

menos parcialmente. Asl el proceso enzlmatlco tiene que ajustarse 

a lo& parametro& de operación de las enzimas de interes para 

bloquear a las demas enzimas. El proceso empieza a un pH de 7 a 

7.5 a temperaturas de 40 
o e a 60 ºe para que 1 as nucleasas 

hidrolizen el ARN, cuya concentración inicial no debe ser mayor al 

1 % para evitar inhibir a las enzimas. Posteriormente se ajusta el 

o 
pH a 5.5 y se baja la temperatura a SO e para la desaminación del 

S'AHP con la adenildeaminasa. El proceso dura aproximadamente 10 

horas C41>. 

La combinación de las enzimas de Penlci J J iun citrinum 

<S'Fos!odiesterasa> y de Aspergi/Jus oryzae <S'Adenildeaminasa>, 

resulta más taci 1 de usar que la anterior. Ademas de estar 

disponibles comercialmente por separado. Para la producción de 

la S'tosfodiesterasa se siembra un mutante de Penici/Jium cltrlnum 

CVl-10-i4> en salvado de trigo humado incubandose a 30 ºe por 

dias. Se extrae el micelio y el salvado con agua y se obtienen 2 

enzlmasi S'fosfodiesterasa y una S'nucleotldasa. Por purificación 

mediante "saltlng out" con cNH..,>2so .. , dlallsis y gel filtración se 

separa la fosfodlesterasa C13~. Ensayos pos~erlores sobre esta 

enzima revelaron la existencia de actividad 2• y 3' nucleotidasa 

por lo que se erala que aún se tenla otra enzima mezclada como 

impureza pero quedo demostrado posteriormente C14) que se trata de 

la misma enzima que tiene dos actividades diferentes 

temperaturas <70 ºe para la fosfodiesterasa y 37 ºe para la 

nucleotidasa). La 5'fostodiestrasa t lene posibilidades de 

trabajar con concentraciones mayores de sustrato, que la de 

Streptomices aureus, sin sufrir efectos de inhibición y lo unico 
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que requiere es tener tones Zn++ en el medio de reacción, en 

concentraciones bajas C0.1 mM ) para estabilizarla <15). 

Como en las enzimas producidas por Penici/Jlum citrinum, no existe 

ninguna que pueda desaminar el S'AHP producido, es necesario U&ar 

una enzima adicional, la S'adenildeaminasa de Asper1JJ/us 

oryzae. Esta enzima puede ser usada en una etapa subsecuente a la 

acción de la fosfodiesterasa, en reacciones por separado ya que 

aunque su pH Optimo de trabajo es similar esta, su temperatura 

o 
óptima se ubica 30 C por debajo de la fosfodiesterasa. 

En la figura 5 se muestra Ja reacción de desaminación. 

+ NHo 

5' AMP 5' lllP 

figura 5 Reacción de Desalai.n.ación de 5'AMP 

Uno de los usos actuales, recomendado por el fabricante de una 

preparación de esta enzima, es adicionarla directamente a un 

alimento precocido, que contenga S'AMP como hon¡os, jitomate, 

esparragas, mariscos, moluscos y algunas frutas, y permitir su 

acción por 1 hora a 40 
o e, despues de lo cual •• inactiva por 

calentamiento de toda la mezcla a 90 ºe por s 7 minutos, 

preferentemente se debe usar asi en alimentos que se van a enlatar 

y a esterilizar en autoclave <2>. 

Esta enzima tambien se ha utilizado experimentalmente con la 
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combinación con S'fosfodiesterasa para la obtención de los 

5'Hononucleótidos potenciadores del sabor. (40> 

Recuperación de los S'mononucleótidos: 

Los S'monucle6tidos producidos por el proceso enzimático se 

encuentran contaminados con los 2' y 3'mononucleótidos, con 

5'oligonucle6tidos y con la enzima, que si no fué utilizada en 

forma inmovilizada, tambien es contaminante de la mezcla de 

hidrólisis. Para recuperar Isa S'mononucleótidos se pasa Ja mezcla 

de hidroli&is por una resina de intercambio iónico 6 por carbón 

activado del cual se eluyen por separado con una solución acuosa 

de metanol/amoniaco, para posteriormente precipitarlos con metano! 

en fria y secarlos t24> 

4. INHDV/LJZACJON DE ENZIHAS 

Al inmovilizar una enzima, en leerla. se le confieren propiedades 

adicionales de estabilidad, resistencia temperaturas altas, 

a pH, de operación, y lo m:ts importante es posible el "reuso" 

de estas varias veces, con lo que tos costos por concepto de 

enzimas para procesos industriales disminuye considerablemente. 

En los ultimes 10 anos ha habido un número extraordinario de 

métodos publicados para inmovilizar enzimas que utilizan gran 

variedad de soportes que por sus caracteristicas fisico-qulmicas 

"atrapan" a las enzimas, convirtiendolas en catalizadores 

renovables de un sinnumero de reacciones quimicas. 

En realidad pocos procesos han llegado a escala industrial, \os 

mas conocidos se muestran en la tabla 3 <8>. 
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Tabla 3 Sislémas industriales que emplean enzimas inm:ivilizadas 

ENZIMA 

Glucosa isomerasa 

Glucosa oxidasa 

La e tasa 

Lipasas 

AREA DE A?LICACION ANUAL tm~t~~~~~ ~~NBk~Y: 

Industria de bebidas 20.00 

Industria de bebidas 
Tests de diagnostico bajo 

Industria !actea 
Procesamineto de suero 

Industria de grasas 

Química de grasas 

1.00 

Penici/~no acilasa Produccion de GAPA 

bajo 

6.00 

bajo Aminnoacido Aci/asas Produccion de mezclas racemicas 

Los procesos de inmovilización de enzimas se clasifican según se 

muestra en la figura 6 <56>. 

Enzimas inmovilizadas 

Ligadas inclusas 6 atrapada& 

adsorción enlace 
covalente matriz microcApaula 

Figura 6 M~todos de inmovilización de enzimas 

ENZIMAS LIGADAS. 

Por adsorción: 

En este tipo de inmovilización intervienen distintos tipos 

de enlaces como: los puentes de hidrógeno, las fuerzas de Van der 

Uaals, la transferencia de cargas, las interaciones hidrofóbicas, 

la quimisorción, etc. Es evidente que cada aistema 

enzima-soporte n~ est~ sujeto a un solo tipo de interacción, 

sino a combinaciones de estas. Los principales parametros que 
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puedan influir en la adsorción de enzimas són: 

1- Concentración de la enzima: Al aumentar la concentración de 

la enzima en solución se aumenta la masa adsorbida en el 

soporte hasta llegar a un máximo donde ya r.o se adsorbe más. 

2- Tiempo de contacto: La velocidad de adsorción depende de las 

caracteristicas fisicoquimicas del soporte 

aumentando al aumentar la temperatura, 

y la enzima, 

3- pH: El efecto del pH esta orientado ta modificación de 

cargas naturales tanto en el soporte en la enzima, 

observandose que la adsorción es máxima cerca del 

isoeléctrico de la enzima. 

punto 

4- Composición del medio; Presencia de solventes orgAnicos y de 

sales, que favorecen la adsorción a determinadas concentraciones. 

S- Cantidad del soporte: Puede optimizarse la cantidad de este 

para lograr la adsorción de toda la enzima en solución. 

6- Area espacif ica del soporte: Los posibles fenomeno1 de 

impedimento est•rico, los ¡radiantes de concentración, etc. 

pueden disminur la actividad enzimAtica observada. 

Los soportes m~s usados son: DEAE celulosa, CH celulosa, Carbón 

activado, Resinas intercambiadoras, silicatos, alCmina, vidrio 

y cuarzo, colágena y polimeros fenólicos. 

La& ventajas y desventajas de este método de inmovilización són: 

a> El método es muy sencillo, basta con poner soporte Y enzima 

en contacto en ·1as condiciones ambientales 

y posteriormente lavar el complejo 

debilmente ligada. 

b> La deserción es fácil al 

para eliminar 

modificar las 

adecuada• 

la enzima 

condiciones 

ambientales aunque no en todos los casos, no se recomienda para 
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sistemas en los que es esencial evitar la liberación da la 

enzima en el medio. 

el El soporte puede regenerarse pudiendo adsorber cualquier 

enzima. 

d) La masa de enzimas adsorbidas depende del tama~o de particula, 

ciertos soportes al empacarse se "tapan" 

e> La molécula de Ja enzima no &e modific~ por el proceso, pero 

la actividad del complejo, no es proporcional a la cantidad de 

enzima adsorbida, se recomienda para enzimas de bajo costo. 

f) Existe la posiblidad de usarse combinado con otros métodos. 

Por enlace cova/ente: 

Se efectua una reacción química entre los grupos funcionales de 

la enzima y del soporte, estos últimos por lo general requieren de 

una previa activación. A pesar de que existen varios 1rupo1 

funcionales en las enzimas que podrían reaccionar con soportes 

activados, actualmente solo 4 han sido explotados: 

a) Funciones Aminadas Q y & (Lis y amlnoAcidos terminales) 

bl Funcionar. ácidas carboxilicas a, ~' y <ácidos Asp y Glu) 

c> Funciones tiol <Cis> 

d) Anillos fenólicos <Tyr> 

Algunos de los métodos mAs usados para la inmovilización de 

enzimas por enlace covalente se muestran en la figura 10. Se 

muestra ademas al grupo funcional de la enzima que interviene en 

la reacción con el grupo funcional del soporte y el método de 

activación de este. 
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Tabla 4 Inmovilización por en.lace covalenle 

Gtupo funcional 
Enzima 

-NH2 
-cooH 

-NH2 

-NH2 

-NH2 

Grupo Funcional 
Soporte 

-cooH 
-NH2 

-oH 

-NH2 
NH 2 -a.romali.co 

ANHIDalDO 
DE ACIDO 

Alternativa 
de Act 1 vac i ón 

olula.ra. l d•hido 
Ntlri.lo d• aodio 

ll•a.cc\.on di.recta. 

ExistG una gran variedad de soportes sólidos que has sido 

propuestos para la inmovilización de enzimas. Destacan los 

siguentes: 

Sustancias Q.I..i.Anicas: Celulosa, Dextranas, Pectina, Agarosa, etc. 

¡rene tina Polivini 1 icos, 

Arcrilicos, Amidas Sustancias minerales: Vidrio poroso, Aluminio 

silicatos Soportes !!!...!..!!.2.L Magnéticos y organo-minerales. 

Las ventajas y desventajas de usar este método de inmovilización 

11on: 

a) Condiciones de operación desnaturalizantes para muchas 

enzimas. 

b) Menor posibilidad de unir enzimas poco estables. 

c) Sólida unión enzima-soporte, ideal para enzimas caras. 

d) Mejor estabilidad de la enzima al manejo y al almacenaje. 

el Posibles ataques microbianos a soportes organices. 

f) Mejores propiedades mecAnlcas de la enzima. 
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ENZIMAS INCLUSAS O ATRAPApAS, 

El principio de esta técnica es el de retener a la enzima ya sea 

en Ja matriz de un pollmero o en una microc~psula, para Jo cual se 

prepara una solución de mon6mero y enzima y se procede a efectuar 

la reacción de polimerización. Varios pol1meros sintéticos han 

sido usados para atrapamiento de enzimas: 

Geles de: Poliacrilamida, almidón, dextranas, etc. 

Fibras de acetato de celulosa. 

aJ Atrapamiento en una mlcrocapsui~: Consiste en atrapar a la 

enzima en una membrana semipermeable. Existen dos métodos 

generales de atrapamiento, basados en ta separación de fases de 

soluciones de polimeros y la polimerización interfaclal. 

En ambos métodos, una solución acuosa de \a enzima es emuls1f 1cada 

en un solvente org~nlco en presencia de un agente surfaotante • La 

membrana se forma alrededor de las gotas emulsificadas y las 

miccrocApsulas asi formadas son lavadas y transferidas a un 

sistema~acuoso con un agente sufactante. 

Ventajas y desventajas de métodos de inmovilización por inclusión: 

a> La masa total de la enzima es inmovilizada. 

b> Las reacciones de polimerización són conocidas y controladas. 

c> La estructura espacial de la enzima no se modifica. 

d> Cualquier enzima puede inmovilizarse. 

e> Las reacciones de polimerización pueden desnaturalizar la 

enzima. 

f) La distribución y diámetro de poros es poco controlable. 

g> La localización de la enzima limita la transferencia de masa. 

h> Hasta ahora solo se usan contines analiticos. 

22 



111 MATERIAL Y HETODOS 

HA TER 1 ALES: 

Acido Ribonucléico de levadura tipo IV y 5' AMP, CAdenosin 

monofosfato disódico> de Sigma Chemlcal. Ce., como sustratos 

en las reacciones con las enzimas S'Fosfodiesterasa de PenJcJl/Jum 

cJtrJnum y S'Adenildeaminasa de de Aspergillus oryzae, ambas 

enzimas tuéron amablemente proporcionadas por el lng. Arle! 

Velazquez representante de Amano Enzyme Co en México. Los 

nucleót.idos 5': AH?, CMP, UHP, GMP uti 1 izados para la curva 

patrón de nucleótidos 6 de AMP tambien són de Sigma Chemical 

Ce.Todos los reactivos restantes són grado reactivo. 

HETODOS: 

Preparación de las soluciones enzimAticas: 

~óD. l 0.5 g. de S'Fosfodiesterasa en 1000 mi. de un buffer 

de acetato de sodio .1M, pH 5.S: ZnSO .. 0.1 mM. La enzima se 

di•uelve con agitación moderada a temperatura ambiente y el 

residuo <vehi~ulo) se filtra an papel Uhatman 

resultante es da color amarillo. 

1. La solución 

~Ó!l ~ 4 g. de S'Fosfodie&terasa en 1000ml de un buffer 

1M de acetato de sodio pH S.5 1 con 0.1 mM de Znso •. La enzima se 

disuelve con aeitación moderada a temperatura ambiente y se f lltra 

el residuo (veh1culo> en papel ~hatman 1 1. La solución resultante 

es de color amarillo. 

Solución~ e g. de 5' Adenildeaminasa en 1000 mi. de un buffer 

0.1 H de acetato de sodio pH 5.5, con 0.1 mM de ZnSO~· La enzima 

se disuelve con agitación moderada a temperatura ambiente y el 

residuo (vehlculo> se filtró en papel Uhatman 1 l. La solución 
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resultante es de color café palido. 

Solución~ e g. de S' Adenildeamtnasa en 1000 mi. de un buffer 

de acetato de sodio 1 M pH 5.5, con 0.1 mM de ZnSO~· La enzima 

se disuelve con agitación a temperatura ambiente y el residuo 

Cvehiculo> se filtra en papel Yhatman 11 1. La solución resultante 

es de color cate obscuro. 

Caracterización de las enzimas de trabajo: Para los ensayos 

de ambas enzimas se utilizan las soluciones enzimAticas i y 3 a 

distintos pH de trabajo (de 3 a 9 en intervalos de 1>, distintas 

temperaturas de operación Cde 20 a 90 •e en intervalos de iO •e> 

y distintas concentraciones de sustrato tin de ! legar a la• 

condiciones óptimas de operación de las enzimas, manteniendo f ljo 

el tiempo de reacción y Ja frecuencia. da muestreo as1 como el 

metodo de medición de resultados que se describe posteriormente. 

Tambien se hicieron ensayos de estabilidad de las enzimas: Estas 

se incuban a la temperatura óptima encontrada experimentalmente, 

durante un lapso de tiempo y monitoreando su actividad re•idual. 

Para la caracterización cinética se ·emplea la representación 

grAfica de Michaelis-Menten por Lineweaver Burk <37). 

Hidrólisis de AcJdo RibonucléJco: El metodo de ensayo de Ja 

actividad de la S'Fosfodiesterasa en solución es el si¡uiente: 

1 mi. de la solución enzlmAtica se a¡rega 9 mi. de una 

solución de Acido ribonucléico al 1.5~ en buffer de acetatos 

o 
0.1 mM de ZnSO~ pH 5.5 y se deja reaccionar por 30 minutos a 70 C 

Cen un ba~o de temperatura controlada New Brunswick Scientltlc 

tomando muestras de 1 mi. cada 10 minutos, a las cuales se les 

precipita el acldo rlbonucléico no h1drolizado agregandoles 2 mi. 

de reactivo de Me. Fayden [acetato de uranio CFluka) al 0.25• en 
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ácido perclórico al 2.5% CJT BakerJJ. Los productos solubles 

en este reactivo pueden ser considerados como mononucle6tidos C54J. 

Se enfrían en agua/hielo por 30 minutos para posteriormente 

centrifugar a 5000 rpm y 3 •e <Centrifuga Sorvall RC-5) por 20 

minutos. 

Finalmente se toma 0.1 mi del centrifugado y se afora 10 mi. 

para medir el aumento de absorbancia a 260 nm <espectrofotometro 

LKB 4050). Para Ja enzima inmovilizada se procede en forma 

bastante similar solo que se agrega en este caso 1 mi. de buffer 

de acetatos en lugar de la solución enzimática ademas de agregar 

una cantidad conocidad de la enzima inmovilizada y se agita 

durante el desarrollo de la reacción. 

Se define la unidad de actividad como la cantidad de enzima que 

produce 1 mg. de nucleóttdos en un minuto. 

Hedición de los nuc/eotJdos: Se elabora una curva patrón de 

nucleótidos con una soluci6n de concentración 0.001M equimolar de 

cada uno C5'AHP, S'GMP, S'UHP y S'CMP> y se mide la absorbancia 

260 nm de distintas diluciones de esta soluei6n. Los datos de 

absorbancia de la medición de actividad de fosfodiesterasa &e 

interpolan en dicha curva y se obtiene asi la concentración de 

nucleotidos producidos en la reacción, Esto implica la suposición 

de que en el ácido ribonucléico empleado, existen concentraciones 

iguales de cada nucleótido. La curva patrón se presenta en Ja 

fi¡ura 7, 
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Figura 7 Curva Palran de Nucleatidas 
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Desamlnaclón de S'AHP: La mediciOn de 

adenildeamlnasa es la si¡ulente: 

actividad para la 

1 ml. de la solución enzimAtica 3 se mezcla con 3 mi de una 

solución de S'AHP 110.1 g/I en buffer de acetatos 0.1 H con 0.1 

mM de ZnSO~ y se deja reaccionar a 40 •e por 30 minutos (ba~o de 

temperatura controlada New Brunswick Scientificl, tomando muestras 

de O~S mi. cada 10 minutos a las que se les agrega 3 ml. de Acido 

perclórico ( JT Baker> al 2.5% para parar la reacción. Se toma 

una alicuota de 0.1 mi. de la mezcla anterior y se afora a 15 ml. 

para madi r e I decrementode la absorbancia a 265 nm 

tespectrofotómetro LKB 4050>. 

Para la medición de la actividad de la enzima ya inmovilizada 

&e procedxe en forma bastante similar solo que en lugar de agregar 

1 ml de la solución enzimAtica se agrega mi. de buffer de 

acetatos, ademas de una cantidad conocida de Ja enzima 

inmovilizada y 

reacción. 

se durante el desarrollo de la 

Se define la unidad da actividad como la cantidad de enzima 

que produce µmol de S'IHP en 1 minuto. 

Hediclón del S'AHP desaminado / 5' JnP producido: Se elabora una 

curva patrón de S'AMP con distintas diluciones de una solución de 

160 µmoles/ml. Los datos de absorbancia de la medición de 

actividad se interpolan en dicha curva y asi se obtiene Ja 

concentración de S'AMP remanente con respecto al tiempo o su 

producto el 5'1MP via la relación estequiométrica. La curva patrón 

elaborada se muestra en la f lgura 8. 
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lnaovJJJzaclón de Jas enzimas: Se utilizáron dos métodos bastees: 

lnmovittzaclón con glutaraldehtdo 100 m¡. de un soporte comercial 

(sil lc& aminada RhOne Pou·!e~'::". .Alumina aminada activada, ó 

erenetina comestible Royal> se les agrega una solución de 10 ~l. de 

gtutaraldehido en concentración conocida (do 2 a 20~ en volumen) 

se agita por 3 horas. Posteriormente se decanta la soluclon y se 

lava con 2 volumenes de 10 mt. de buffer de acetatos'o.1 N pH S.5 

con 0.1 mH de ZnZO~ para eliminar el glutaraldenido residual. Al 

soporte activado se le pone en contacto con un volumen conocido (8 

a 10 m)l de solución enztmatica de concentración variable (2 a 4 

gil> y se deja en reposo por un tiempo variable (de 12 a 72 

horas> en refrigeración a 4 ·c. 

Terminado el tiempo de reacción se lava el soporte con )a enzima 

lnmovUi.;:ada con: 10 mL de agua dest1Jada, 10 mJ. de NaCI 1 H 

durante 10 minutos, y 10 ml. de buffer de acetatos 0.1 M pH 5.5. 

JnmovqtzaclóQ. g,gn sooorte !S,!.111co¡ A 100 mg. de soporte acrillco 

<Pol1mero modltlcado de acetato de vin11o/divinil etlJenurea 

activado con epiclorhidrina, Merck) se les agre¡a 8 mi. da 

solución enzim~tica 2 ó 4 <sag~n sea el caao> y se a¡tta durante 

48 horas. Transcurrido el tiempo de reacción se decanta la 

solución y se lava el soporte con la enzima tnmoviJizada con: 10 

mJ. de a¡ua destilada, 10 ml. de NaCI 1 M por 10 minutos y 10 mJ 

de buffer de acetatos 0.1 tt pH 5.5, permaneciendo en 10 ml. de 

o 
buffer a 4 C hasta usarse. 

Ensayo de estabilidad al reuso de las enzjmas inmovilizadas: Se 

hacen mediciones de actividad sucesivas a las enzimas 

inmovilizadas <todas con el esquema ya mencionado> hasta completar 

una serte de 10 revsos o 5 horas de operación discontinuas entre 
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las cuales se lava el ~aporte con la enzima inmovilizada con 10 mi 

de buffer de acetatos 0.1 H pH 5.5 despues de cada reuso y 

permanece buffer a 4 ºe hasta que se haga el siguiente reu&o. 

Caracterización cinética de las enzimas inmovilizadas 

Se usa, como para la enzima en solución, la representación 

grJt.flca de Michaelis-Menten por Lineweaver-Burlc. Lo• 

procedimientos de medición de actividad y muestreo fuéron 

descritos con anterioridad. 

Ensayo de actividad de enzimas inmovilizadas en reactor empacado: 

Con el soporte que contiene la enzima inmovilizada se empaca una 

columna <Bio Radl de 1.5 mi. Esta columna se alimenta con un ¡asto 

promedio de .4 ml/min con una bomba peristaltica <Pharmacia Fine 

Chemicals) se mantiene toda la luberia del sistema y la columna en 

un baNo a la temperatura óptima de la enzima. El efluente se 

muestrea cada hora para medición de actividad por los m6todo& ya 

descritos. El esquema de trabajo con e&te sistema se muestra en la 

figura 9. 

Figura 9 Es.ju,,,.. de traba}l con el reactor eapacado 
l Sustrato: Ami O S'MP 
2 Baoba peristaltica 
3 Recipirete de teopera!ura controlada 
A iIHINllN 1~111 tAttll?Al IL 1\!SUATO A U TIIOUUVU U TUJMO 
J ~~t·,.·11~,:, 1111,;(,;D~ .:c.11 t .. 11;z:to,; Ht"·'vn1:.a;. 
'J;oLJll;. HL UODL'CTC 'I UO.COO!i 
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IV RESULTADOS Y DISCUSION 

1 CARACTERIZACION ENZ111ATJCA 

1.1 5'tosfod1esterasa 

ll.!:Lóptlmo 

Como puede observarse en la t1gura 10, el pH óptimo de la enzlma 

se s1lOa entra S y $. Se ti jó una temperatura de 70 ºe para 

efectuar la optimización del pH. El rango es bastante restringido 

y la actividad decae rapidamente tuera de este. Para el trabajo 

eMperlmantal posterior se decidió trabajar la enzima a un pH de 

s. s. 

Temperatura óe..t.!..m.!!. 

En la figura 11 se presenta eJ efecto de la temperatura la 

actividad enzim~tlea. Aqui no existe un rango amplio para la 

operoclón de la enzima en óptimas condiciones, tenlendose una 

temperatura idea) de 70 ºe, misma que se usó para todo el trabajo 

e~perlmental posterior. 

Estab1 l ldad 

Con el fin de conocer la estab1 J !dad de la fosfodiesterasa se 

incubó 1a solución enzimAt1ca 1 70 ºe y se siguió Ja actividad en 

el tiempo. Despues de 4 horas, a pesar de constatarse una calda de 

actividad se observó que no se 3Jeanza el tiernpo de vida media de 

la en:ima como puede constatarse en la figura 12. Sin embargo la 

enzima es relativamente estable a la temperatura de reacc16n. 

En la fi¡ura 13 se demuestra, que l.a enzlma no algue un 

comportamiento lineal en la pérdida de actividad sino que parece 
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estabi 1 izarse en un 60% de su actividad original. Por lo tanto no 

es posible calcular el tiempo de vida media de la enzima con la 

ecuación: donde el tiempo de vida media = ~ 
k 

que corresponde a un modelo de desactivación de primer orden. 

Actividad 

La actividad de la solución enzimática 1 <CPEl= 2 gil , pH 5.5 y 

o 
70 C) se calculó de la siguente manera: 

Se multiplica la pendiente de la recta (concentración de 

producto/tiempo) por la dilución de la solución enzimAtlca y por 

la concentración de la enzima obteniendose1 

[0.695 !!!.L..!l!!.9_,] • [10 mi reacc] • [L!!!..L.] 
mlmin 1m1PE 2mg 

acuerdo con la definición de unidad : 

3.475 l!!.i........ID 
ma: E mln 

y de 

1 Unidad • Cantidad de producto enzi-.á.tico que produce 1 111g de 

de nucleótidos en un ainut.o. 

tenemos que la actividad especifica de la solución es 

3 •• 75 U/-:;i de producto enzlm~tlco. 

Lo anterior difiere grandemente de lo reportado por el fabricante 

de la enzima (2), que anuncia el producto con más de 10,000 U/mg 

de producto enzlmatico, aunque los procedimientos de calculo que 

emplea són poco claros. 

Caracterización clné~ 

Con el fin de determinar el comportamiento cin•tlco de la enzima 

se efectuó estudio de velocidades iniciales a diferentes 

concentraciones de sustrato, con una concentración del producto 
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enzimatico de 2 g/I, a la Temperatura y pH óptimos. Se encontró 

que el comportamiento de la en~tma sigue el modelo de Hichaelis-

Henten. Sus constantes cinéticas se obtuvieron por medio de Ja 

representación gráfica del Modelo de Hichaelis-Menten 

Llneweaver-Burk como se muestra en la figura 14. 

Las constantes són: 

Vmax= Q.697433 mg nuc,/ ml. min. 

Vmax= 3.487 mg nuc I mg PE. min 
Km = 0.436819 mg/mJ 

por 

EJ valor de km es 30 veces más pequef'lo que la concentración de 

sustra1.o a Ja cual se midió la actividad del producto enzim~tlco, 

por lo tanto se trabajó lejos de la saturación de la enzima. 

Figura 10 la 5' fosíadieslerosa 
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1.2 5'Aden1ldeaminasa 

Como puede observarse en la figura 15, el rango de actividad es mas 

amplio que para la fosfodlesterasa abarcando de S a 6 con hasta un 

60 % de actividad en Jos extremos. Para eJ trabajo experimental 

posterior se decidió trabajar a un pH de S.S. Esta selección se 

basa no solo en el hecho de que este valor la actividad es 

máxima sino que ademas es tambien el pH óptimo para la 

fosfodlesterasa dando la posibilidad de usar las dos enzimas 

juntas en la reacción. 

Temperatura ó~ 

Como se muestra en la figura 16 el rango de temperatura óptima de 

la enzima es de 36 a 44 
o c. Detlnitivamente se trata de una 

enzima de menor termoestabllidad que la fosfodiesterasa lo que 

elimina la posibilidad de usar las dos enzimas juntas en solución 

o inmovilizadas pues la diferencia de temperaturas de operación 

es demasiado grande. Para el trabajo experimental posterior se 

decidió trabajar a 40 ºc. 

Establ l ldad 

Con el fin de conocer Ja estabilidad de la adenildeamfna&a se 

incubó un volumen de esta a 40 
o e y se siguió la actividad en el 

tiempo. Oespues de una hora de incubación se observó una calda del 

20~ en Ja actividad inicial de la enzima puede constatarse en la 

figura 17. 

En la figura 16 se muestra que la enzima sigue un comportamiento 
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lineal en la pérdida de actividad, al graficarse en forma 

logratlmica, por lo que posible aplicarle un modelo de 

desactivación de primer orden: 

De la figura 18 se puede entonces determinar la pendiente que 

resulta ser igual a la constante de desactivación de 1•r orden 

a 40 ºe K= 3.5396 • 10 - 3 min- 1 

y el tiempo de vida media: 

T= 1 n ~ 192.63 mln 

ActJvldad 

La actividad de la solución enzlmAtica 3 (tPEl= 6 g/l , pH 5.S y 

40°Cl se calculó de la siguente manera: 

Se multiplica la pendiente de la recta (concentración de 

producto/tiempo) por la dilución de la solución enzimAtica y por 

la concentración de la enzima obtenlendose: 

[1.oe ~7~!1n] . [1 :: : ~eac]· r~ :~: =~~;::] 
y de acuerdo con la definición de unidad : 

0.54 l:'~t?!:._ 
mg.E min 

1 Unidad • Cantidad de produclo enzimálico que produce µ..:>l de 

de 5• IMP en un minuto. 

tenemos que la actividad espec!Cica de la solución 3 es 

o.54 U/mg de producto enzimático. 

Lo anterior difiere grandemente de lo reportado por el fabricante 

de la enzima (2), que anuncia el producto con más de SOU/mg de 

producto enzimático, aunque los procedimientos de calculo que 
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emplea són poco claros. 

Caracterización clné1.l..!?A 

Con el fin de determinar el comportamiento cinético de la enzima 

se efectuó un estudio de velocidades iniciales a diferentes 

concentraciones de sustrato, con una concentración del producto 

enzimático de 8 gil, a la Temperatura y pH óptimos. Se encontró 

que el comportamiento de la enzima sigue el modelo de Hichaelis-

Menten. Sus constantes cinéticas se obtuvieron por medio de la 

representación gráfica del Modelo de Hlchaelis-Menten 

Lineweaver-Burk como se muestra en la tigura 19. 

Las constantes són: 

Vmax= 1.66 µmol 5' IHP/ mi. min. 

Vmax= 0.86 µmol 5' lHP/ mg PE min 
Km = 62.34 µmol/I 

por 

El valor de km es 4000 veces más pequeno que la concentración de 

sustrato a la cual se midió la actividad del producto enzim~tlco, 

por lo tanto se trabajó lejos de la saturación de la enzima. 
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Figura 15 pH opli110 de la 5'Adeniladeaminasa 
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2 INl10VILIZACION 

REACCION BASICA DE INMOVJLIZACJ6N VIA ENLACE COVALENTE 
UTILIZANDO UN REACTIVO BJFUNCJONAL: GLUTARALDEHIOO 

SOPORTE-NH2 
+ 

ENZIMA-NH2 
SOPORTE-N=CHC CH 2 'oC--ENZ I MA 

Los tres métodos siguientes tienen como base la reacción anterior. 

El glutaraldehido &e emplea comunmente como reactivo "enlace" 

entre soportes aminados y enzimas. La Inmovilización se lleva 

cabo por la formación de bases de Schiff entre los grupos amino de 

soporte y enzima y las funciones aldehido del gJutaraldehido. <10> 

• GRENETINA COMESTIBLE: 

So hicieron ensayos con S'Fosfodiesterasa segan el llétodo 

descrito, logrando inmovilizar la enzima en este soporta. Se 

forman peque~as esferas de grenetina al parecer resistentes a Ja 

temperatura y pH del ensayo. Se enfrentaron 55.6 U en la reacción 

de inmovilización sobre el soporte activado, de las cuales se 

inmovilizaron 2 U lo que corresponde a un rendimiento del 

3.59" • Sin embargo se observa pérdida de actividad hasta llegar 

a un JO" de actividad residual despues de 5 reusas del soporte 

activo, en un periodo de 172 horas de "edad" del soporte, como se 

presenta en ta figura 20. 

Entre reuses se conserva al soporte en refrigeración a 4 ºe un el 

buffer de trabajo y previo lavado con el mismo. En este caso Ja 

temperatura termina por disolver 1 as particulas del 

soporte con la enzima inmovil. Por esta razón se concluye que 

pesar de ser el m~todo más simple, con materias primas de menor 

costo y alta disponibilidad, esta alternativa no era viable para 

el proceso que se pretende desarrollar. Cabe sef'lalar qúe no se 
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intentó otro método de inmovilización en grenetina Catrapamiento> 

pues dadas las caracteristicas estructurales del sustrato, seria 

un método en el que la enzima aunque estable y bien inmovilizada, 

estarla practicamente Inaccesible al sustrato. 

• SILICE AMINADA: 
Una vez más se ensaya con S'fosfodiesterasa según el mismo método 

descrito, sobre silice Rhóne Poulenc con area de contacto de 

6m2 /g, el cual fúe activado por el Dr. Agust1n López Munguia y tu• 

usado con exito para inmovilizar dextran saoarasa <36>. En este 

caso se logra inmovilizar 1.66 U de las 55.6 U enfrentada•, sobre 

las parUculas del soporte, correspod:lentes a un rendimiento del 

a.02 " . 

En esta ocasión el derivado obtenido pierde la actividad despues 

de 4 reuses en un periodo de 144 horas de "edad", hasta llecar a 

un 4.41~ de actividad residual como se muestra en la figura 21. 

Entre reusas se conserva al soporte en refrigeración a 4 C en el 

buffer de trabajo y previo lavado con este. 

Una vez más el soporte empleado y/o al método de inmovlllzacióri no 

representan alternativa Qtll para el proceso que se pretende 

desarrollar, por la baja eficiencia de inmovilización y la pobre 

estabilidad del derivado. 

• ALUHINA ACTIVADA: 

Se prueba de nuevo con 5' fosfodlesterasa y el mismo m6todo. En 

esle caso el soporte tambien se activó con silanos por el 

Dr. Agust1n López, Este soporte se usa comunmente en los moflee 

cataliticos. El soporte no resiste ni la temperatura ni el pH de 

ensayo, pues se deshace. Cualquier medición de actividad fue 

considerada poco representativa, ya que la turbidez deb:lda al 

polvillo del soporte hizo imposible tener una medición confiable. 
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2.2 SOPORTE ACRJLICO 

Se usó S'fosfodiesterasa sobre un soporte comercial Acr111co con 

las siguientes caracterlsticas que se enlislan en la tabla 1. 

Tabla I Principales caracteristicas del soporte acrilico e11pleado 
en la inmovilización de CosCodiesterasa. 

Tipo de soporte Copol lmero mixto <C!Celalo d• 

Diametro de partícula 
Equivalentes de grupo activo 
Area especifica de contacto 

vini.lo/di.vi.ni.L-eli.Lenutea. 
modi.Ci.cado con grupo• o>clra.no> 
100-200 µmetros 
eoo µmol/g 
163 m2 /g 

REACCJON OE JNMOVJLIZACION 

~.-aA. .. , ..... -. -
So perle Soporte Acll..vodo 

Primeramente se observó que con esta metodologia de 

inmovilización, el derivado con Ja enzima inmovilizada conserva 

la actividad a lo largo de 10 reuses en un periodo de 460 horas, 

con una p•rdida de tan solo 6' aproximadamente de la actividad 

original se¡ún pueda apreciarse en Ja ti1ura 22. 

Considerando estos rosuJtados como a J tamente positivos 

procedió a un estudio m~s profundo del proceso de inaovilización 

sobre eate soporte. 

Se hicieron pruebas con dietintas concentraciones da enzima en la 

solución de reacción trente a una cantidad constante de· soporte, 

con el tin da analizar los efectos de la concentración de enzima 

en la reacción de inmovilización, Los resultados se aprecian en la 

tabla JJ y en la fi¡ura 23. Se presenta la evolución de la medición 

de actividad durante la primera media hora 
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Tabla II Efecto de la concentración de enzima 5"Fosfodiesterasa en 
la reacción de inJ111Dvllización con 100 mg de soporte acrilico. 

Enzl•• Unidades Unidades 
Disponible enfrentadas inmovi 1 izadas " 

Rend i mi :§tXr~: 

4 ••• e .... 
12 .... 
16 m¡. 
32 m¡. 

13.B o.o o.o 
27.B 0.025 0.069 
41. 7 0.15 0.359 
55.6 0.4 0.719 

111.2 0.75 0.674 

llOr------------------

i~/º------.,/0....~ 
~ 
V 

~ 00 

m 70 
L. ll) 

~ !il 
~ g lO 

~ !il ~ ~ M ~ m ~ ~ ~ ~ 
0000 <horoo) 

Figuro 22 Eslabilidud 5'Fdsa i0110vllizadu en ucrllico 
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I• evidente que al aumentar la cantidad de enzima que reacciona 

oon una cantidad constante de soporte no se observa mas que un 

debi l incremento en la actividad presentada. Se observa. que el 

mayor rendimiento de inmovilización de enzima por ¡ramo da soporte 

corresponde no a cuando ae adicionó la mayor cantidad de enzima en 

1olución sino a la mitad de este valor, 16 mg. o 55.6 unidade11 

enfrentadas. El efecto de la saturación del •aporte por el exceao 

de enzima puede observar•• en la fl1ura 24. Eate re•ultado ••1 

como los ba.jo& rendimientos obtenidos llevaron al planteamiento de 

nuevos experimentos. 
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46 



Para tratar de mejorar los rendimientos de inmovilización de la 5' 

fosfodiastarasa se planteo un experimento distinto, en el cual se 

varia ahora la cantidad de soporte y no la cantidad de enzima en 

la solución de reacción. Los resultados se presentan en la Tabla 3 

y la evolución de las reacciones de medición de actividad inicial 

se presentan en la figura 25. 

Tabla III Efecto de la cantidad de soporte presente en la reacción 
de inMOVilización con 5•Fostodieserasa 4 mg/ ml 

Soporte Unidades Unidades Rendimi=~~grf: Disponible enfrentadas inmovilizadas % 

100 mK, 111.2 0.915 0.622 
250 mg. 111.2 3.140 2.620 
500 mg. 111. 2 7.32 6.560 
750 mg. 111. 2 6.9 6.000 

1000 mg. 111. 2 10.39 9.340 

~~i.~l'~d:~c~R~~~~ \ :~d~• r ~~pg~\::d ~~~ª i.:!• .~~~ d~ n~o~f"i.. 

0.9.------------------, 
o.a 
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-------·-::=-----· i50 m;¡ 
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~ o.~ ----
º 0.4 ;// 

·~ O,J j} ----~ í.'jQ ni] 

€0.2 ,/---

~ º·' r~~_____...a..------C 100 "'1 
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Figura 25 Hect.o de la cao.l idad de so¡m\e en 
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Como puede observarse, los rendimientos de inmovilización para la 

S' tostadiesterasa se incrementaron considerablemente al aumentar 

la cantidad de soporte disponible para la inmovilización, evitando 

que se saturaran las particulas de soporte. La cantidad óptima de 

soporte a utilizarse en la reacción de inmovilización es 500 mg ya 

que en este caso se inmovilizaron mas unidades/gramo de soporte. 

Al referir la cantidad de enzima inmovilizada solamente se tomó en 

cuenta la enzima activa, es decir pudo haberse inmovilizado mucha 

más enzima que la activa, Esto es debido a que la reacción se 

efectua entre el soporte y cualquier grupo amino disponible en 

la enzima, por lo que solo aquella enzima que pudo inmovilizarse 

sin da~ar la estructura espacial de su sitio activo u ocultarla 

por bloqueo, resulta activa, 

Posteriormente se probó el mismo soporte acrilico para inmovilizar 

S'Adenildeaminasa, Verificandose primeramente la estabilidad del 

derivado. Se observó que el soporta con la enzima inmovilizada 

conserva su actividad a lo largo de 10 reusas en un periodo de 480 

horas, con pérdida del 15 ~ de actividad original, se¡On se puede 

observar en la figura 26. Es evidente que esta enzima es menos 

estable que la fosfodiesterasa inmovilizada sobre el mismo 

soporte, pero los resultados permiten &Uponer que et •aporte 

acrllico constituye igualemtne una alternativa viable para la 

inmovilización de S'adenildeaminasa. 
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Posteriormente con el fin de optimizar 

.!;) :ilO 
edcd (horas) 

la reacción de 

inmovilización se hizo una prueba con distintas concentraciones de 

enzima en la solución de reacción frente a una cantidad constante 

de soporte acrilico. Los resultados se aprecian en la tabla 4 y 

en la figura 27. 

Tabla IV Ef"ecto de la c:oncenlración de enzima s• adenildeandnasa en 
la reacción de inJN:>vilización con 100 mg de soporte acrilico. 

Enzima Unidades Unidades Rendimi:§~frtl: 
Disponible enfrentadas inmovilizadas " 10 mg. 5.40 o.o o.o o.o 

20 mg. 10.eo 0.646 7.650 8,48 
30 mg. 16.20 1.022 6,300 10.22 
40 mg. 21.60 1.342 6.210 13.42 
60 mg. 43,20 1.4408 3.333 14.44 

La eficiencia de la reacción puede apreciarse igualmente la 

figura 26 donde se muestra claramente el efecto de la relación 

enzima-soporte en la preparación del derivado acrilico con la 

S'adenlldaamlnasa inmovilizada. 
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Comparando las dos enzimas inmovilizadas, la S'adenildeaminasa es 

menos estable que la S'fosfodiesterasa, pero la primera es mas 

afln a inmovt)izarse sobre el soporte on mayor cantidad 

•ctiva, alcanzandose rendimientos 10 veces mayores qu& Ja segunda. 

3. O CINETICA ENZl/1ATICA DE LAS ENZl/1AS IN/10VILZADAS 

Debido al exito obtenido en la inmovilización y conservación de la 

tosfodtesterasa y ta adenildeaminase en el soporte acr11ico, se 

procedió a la caracterización cinética de los nuevos productos, 

si1uendo Ja misma metodoJogla que para la enzima libre, Los 

resultados se presentan en las figuras 29 y 30 y en las tab)a V. 
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Tabla V Comparación de las conslanles ci~ticas de las enzi .. s 
irunovilizadas y solubles. 

5' Fosfod.ieslerasa (5'fdsa) 

INMOVILIZADA SOLUBLE 

Vmax= 0.1029 m¡ nuc/ml min Vmax= 0.6974 ma nuc/ml min 
Km= 4.85 m¡/ml Km= 0.4367 m¡/ml 

Vmax= 0.01029mg nuc/mg Cal min Vmax= 3,467 me nuc/mc PE min 

s• Adenildeallliinasa <S'ade~J 

INMOVILIZADA SOLUBLE 
Vmax= 0.60 µmoles/mi min 

Km= 20.81 µmoles/mi 
Vmax= 0,060 µmoles/m¡ Cat min 

Vmax= 1.66 µmoles/mi min 
Km= 62.34 µmoles/mi 

Vmax= 0,63 µmoles/m¡ PE mln 

Como puede observarse existe un aumento de 10 ve~és en el valor del 

km para la 5' fdsa inmovilizada comparada con ta soluble, mientras 

que en el caso de la 5'adea, el valor del mismo orden de 

magnitud aunque menor. Esta situación se debe con se¡uridad a los 

fenómenos de difusión del ARN en la partlcula del soporte 

activado, ya que como el sustrato es de alto peso molecular su 

difusión atravez de los poros es lenta. Las condiciones del ensayo 

por otro lado, hacen dificil pensar en un control difusional 
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externo. Por otro Jada no existe una explicación cinética la 

disminución en el km de la deaminasa y el hecho de que se mantenga 

an el orden de magnitud que tiene para la enzima libre hace 

evidente Ja ausencia de problemas dlfusionales en el catalizador 

Y el sistema de reacción. 

4.0 Reactor empacado con las enzimas inmovilizadas 

Una vez que las enzimas fuéron caracterizadas cinéticamente, se 

procedió a efectuar un estudio de su utilización en reactor 

empacado con et tJn de explorar Ja factibilidad de implementar un 

proceso continuo. Se disenaron dos reactores a nivel laboratorio 

·de acuordo con el esquema descrito en Ja figura 9 de Material y 

Método. Las onzimas se inmovilizaron de acuerdo al matado descrito 

con anterioridad solo que en esta ocasión se enfrentó un gramo de 

soporte en reacción con la solución enzimática 2 o según 1 a 

enzima. Transcurrido el tiempo de inmovilización se midió la 

actividad de los soportes activados y despues de lavarlos con el 

butfer de trabajo se suspendió et soporte en iS mi de buffer y se 

tomó una alicuota de este para empacar con los reactores. La 

medición de actividad de los reactores se realizo según el método 

descrito con anterioridad. 

Las condiciones de operación de los reactores empacados se 

muestran en Jas tablas VI y VII, el desempeNo de ambos reactores 

se observa en las figuras 31 y 32, 

Tabla Vl. Condiciones de operación para la columna empacada 
con 5"fosfodieslerasa. 

~it~;~~:~~~~.~~~.~~~~~n~.~.~~:~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~~ ii::r~~;;:~i 
~~~I~tg~n:~~~~~~?~~~::::::::::: : : : : : : : : : : : ~~?~~g~~~~~ 

;~l~~o.¡f'-~~l~;¡~a.d:•t~o.~g~~~n~~v\d\endo •l volum•n d•l eoporl• 
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Tabla VII Condiciones de operación para la colUMna empacada 
con 5•adenlldearninasa. 

m1~1i~~~f:~~w~~1;i1Tr¡ ¡ i i ¡ ¡ i ¡ i i ¡ i i ff f H~r~~:f~it~ 
~~S!ª;f"e~l;:::~~ªd:•t~ªl~'t'~~,_:~v~d~•l'ldo •L voluno.ro d•l •oporl• 

J.5r----------------~ 
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La selección de 15 g/l de ARN como concentración de alimentación 

se definió por ser la concentración a la que se trabajo con la 

enzima libre aunque puede facilmente disolverse el doble de ARN y 

alimentarse asi al reactor, ya que en el estudio cinético se 

observó que no existe inhibición por exceso de sustrato. Para 

selección de la concentración del AHP, se definio considerando una 

cantidad un poco menor a la que seria producida como consecuencia 

de la hidrólisis. El estudio se hizo por separado debido, por un 

lado a la dificultad analltlca que hubiese implicado que se 

ali111enta5e el efluente del primer reactor al segundo, pues los 

mononucleótidos <S'GHP, S'CHP, S'UHP> interrfieren en la medición 

del S' IHP, y por otro lado porque el primer reactor no estaba 

disenado para alta conversión sino, en ambos casos, para un 

estudio de estabilidad de los catalizadores. 

Suponiendo un reactor, cinético, ambos reactores estarian descritos 

por la ecuación del reactor de flujo pistón con cinética de 

Hichaali1-Henten: 

Vmax e = So X - km In (1-X> C1) 

Donde e as el tiempo de residencia en minu~os y Vmax la actividad 

enzlmAtica en el reactor, siendo x la 

9 = .,L<volumen ¡eal cm3 > 

conversión del reactor. 

Q <¡asto cm I min) 
(2) 

V = Vr9<1.Clor • E <lra.cci.on va.eta> (3) 

(~) 

entonces la ecuación del reactor de flujo pistón con cinética de 

Hichaelis-Menten queda asi: 

e• Acltvi.do.d •V •opor\• = So X_ km• lnct.-M> 
o <flujo> 
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Sustituyendo los valores en la ecuae10n encontramos por anál1sla 

d1m&ns1ona.l que es necesario establecer la relación 

estequlométrica para que las unidades sean congruentes, as1: 

1 g ARN al hidrolizarse produce 1.047 Nuoieótldos, suponiendo un 

peso malet:ular promedio para el ARN de 200 1 000 y para los 

nucleótldos de 400, 

1 g de S'AMP ~J desamtnarse produce 1,002 1 de 5 1 tHP. 

Por lo que los valores para sustituir en la ecuación 5 quedan as!: 

Tabla 8 Valores a sustituir en la ecuación de Hichaells-Menten 

POJ"Cl lci r•a.cclon d. de•nrn\.no.cí.on 

r~ ; i?-:lt: ~~ri "~'~<~ 
ac:ioporl• f • ae:.oacs µrnc:iolAW:P/""'"" 9• 

;;. : 8: ~ .. 9 t~~f~l· 

Resolviendo 1- ecuación por el método de Newton-Raphson <22) tenemos 

que el valor de x o sea Ja conversión para las condiciones dadas 

con el reactor de hidrólisis es de o.2604 mientras que la obtenida 

experimentalmente tué de 0.2133; y para el reactor de desamlnación 

es de 0.51244 y Ja obtenida experimentalmente fu• de 0.6539. 

Comparando la convers!On calculada con la obtenida 

experimentalmente tenemos que existen pequ9"ªª variaciones entre 

e9tas aunque se mantienen dentro de el mismo arden de ma¡nitud, 

por }o que puede suponerse un control cinética para lo• reactores 

eon un grado de eKact 1 tud bueno. 
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S.O SJmu/acJón de reactores batch y en continuo 

Una vez comprobado que el comportamiento de los reactores es 

similar al cinético de Hfchaelis-Henten, es posible simular el 

comportamiento de reactores batch y continuos empacados con las 

enzimas 1nmov11 izadas. As1 para un reactor batch tenemos la 

ecuación de Hichaelis-Henten: 

VrnQ.)11 • Ti.ornpo :: So • X - Km • ln u-xJ C6) 

suponiendo un mezclado homogeneo y el tiempo de reacción en 

minutos. 

Al resolver la ecuación para el reactor de hidrólisis se tomó en 

cuenta la máxima cantidad que era posible disolver de ARN en el 

buffer de trabajo, asi So 30 g/ 1. Para el reactor de 

desaminacf ón se tomó en cuenta la concentración de S'AHP que se 

producirla si el reactor de hidrólisis tuviera una conversión 

igual a 1, asi So= 7.65 gil. 

La Vma~ de ambos reactores varia en función de la cantidad de 

soporte activado que se agregó. (Ver tabla V> 

Los resultados de la resolución de la ecuación 6 para ambos 

reactores pueden observarse en las ttguras 33 y 34. En el las 

se muestra la relacion conversion/tiempo de reacción para 

distintas cantidades de enzlmas inmovilizadas en el reactor. 

Aqu1 es posible observar como al aumentar Ja cantidad de la enzima 

inmovi 1 izada en el reactor, el tJempo de reacción necesario para 

una conversión del 95 ~ del sustrato es cada vez menor hasta que 

al 1 legar a un máximo de 5 gramos Ja diferencia con el inmediato 

interior es cada vez menor por lo que aumentar más allá de este 

punto la cantidad de catalJzador no produce un efecto apreciable 

en la relación conversión/tiempo. 
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Figura 33 Conversion Vs. Tie!lpo Hidrolisis de RRN 

1.1.------------------, 
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Figura 34 Conversion Vs. Tle11po Oesllllinaclan de 5'aqi 
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Para la simulación de un reactor en 

ecuación 5 transformada: 

V •oporle So >e - km • lnu-x> 
~ e o A 

de manera que en esta ocasión tenemos que variando la cantidad de 

soporte activado ast como el flujo can que se alimenta el reactor 

se obtendrá un valor de x. 

Las constantes para cada reactor se muestran en la tabla VIII con 

la excepción de la So que para el reactor de hidrólisis fué de 

7.5. 15 y 30 g/J y para el reactor de desaminacton las 

concentraciones esperadas si la conversión del primer reactor 

tuera de 1 100 "' esta 5560, 11300, 22600 µmoles/I 

respectivamente. Lo anterior fact 1 ita el simular el tener un 

sistema con Ja salida del reactor de hidrólisis conectada a la 

entrada del reactor de desaminación y hacer un solo proceso en la 

producción de mononucleótidos. 

Los resultados de resolver la ecuación para ambos reactores en 

las condiciones dadas se muestran en las figuras 35 y 36, 

Como puede observarse, para el reactor de hidrólisis al aumentar 

la concentración de sustrato alimentado es necesario que el valor 

de Y/Q aumente considerablemente para tener una una conversión del 

99 ": mientras que para el reactor de desamtnación este aumento no 

es tan signJf icativo debido a que las concentraciones de sustrato 

alimentadas no són tan grandes como en el caso anterior ya que Ja 

mayor concentración alimentada al reactor de desaminación apenas 

se acerca a Ja concentración menor alimentada al reactor de 

hidroJ ists. 

A continuación se observa la apl icactón práctica da Ja stmutactdn. 
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EJERCICIO OE SIHULAC!ON 

Supongamos que se desea saber el vo1umen que tendra los reactores 

tanto de hidrólisis como de d$saminaelón para que al alimentar una 

concentración de 30 g de ARN/l con un gasto de 1.0 1/mln se 

obtenga un 90% de convers16n: 

Con el dato del 90~ de conversión e interpolando en la figura 35 

tenemos que para un So 30 g/1 se raqu1ete un valor de W/Q de 

6250 g Cat mln/I. As! 

1.6 ~/min = 6250 W = 6250.0 g ó G.2 kg. da soporte activado con 

S'fosfodiesterasa, y como la densidad del soporte es de 0.2846 

1/c~• entonces el reactor de hidrólisis tendrá un volumen de 22 l. 

Interpolando en la figura 36 la concentración de 5'AHP tenemos que 

para et reactor de desaminaci~n se requerlrA de un de un valor de 

W/Q de 4950 g Cat min/l As1: 

!.O l/mln 
w 4950 W = 4950.0 g ó 4.9 kg. de soporte activado con 

S'adenildeaminasa, y como 1a densidad del soporte es de 0.2846 

g/cmª entonces eJ reactor de desamlnacion tendrA un volumen de 

17.4 t. 

E1 conocer el vo¡umen Optimo ~alculado por Ja simulación facilita 

el di&e"o posterior de los reactores a utilizar en el escalamiento 

a nivel piloto del proceso aqui desarrollado. Un tratamiento 

similar puede hacerse para }Qs reactores Batch ut11izando las 

figuras 33 y 34 ademas de las constantes cinéticas obtenidas 
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V CONCLUSIONES 

Al desarrollarse un proceso para la hidrólisis enzimática de Acido 

rlbonucléico de levadura Candida utJJis se cumplió con loa 

objetivos de este trabajo experimental, lograndose un proceso que 

utiliza enzimas comerciales sin problemas de disponibilidad, 

ligadas por enlace covalente a un soporte acr1lico. 

El catalizador desarrollado observa caracterlsticas de alta 

estabilidad a la temperatura y pH del ensayo asi como a largos 

periodos de almacenamiento por lo que 

industrial de la enzima inmovilizada. 

hace posible el uso 

La temperatura y pH óptimos se ubican en rangos de riesgo de 

contaminación microbiana limitada si blen se su¡erlria un control 

estricto la higiene y limpieza de equipo as! como una 

filtración del sustrato inicial en membrana, para eliminar al 

m~ximo el riesgo de contaminación microbiana. 

El estudio cinético de las enzimas libres e inmovilizadas ayuda a 

un conocimiento global de las reaccl6nes efectuadas, encontrandose 

que para la reacción de hidrólisis utilizando la enzima 

inmovilizada existen problemas de tipo difusional para •u 

desarrollo sin que esto haga suponer que el empleo de el soporte 

activado con esta enzima se haga poco atractivo. Para la enzima de 

desaminación inmovilizada no se aprecian diferencias 

signif tcativas entre los comportamientos cinéticos de enzima libre 

e inmovilizada. 
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Se disenaron dos reactores para emplearlos empacados con las 

enzimas inMOVilizadas en continuo por 10 horas lograndose que 

estos no perdieran actividad en todo este lapso de tiempo. El 

diseno de estos reactores no contemplaba la operación en continuo 

de ambos reactores a la vez ya que se presentan dificultades 

analiticas para medir sus respuestas, ademas de que no se trataba 

de que fueran reactores de alta conversión sino de que aportaran 

datos sobre el comportamiento de una cantidad de catalizador en 

una reacción en continuo. 

Los datos aportados por estos reactores de laboratorio dieron pié 

a que utilizando el modelo de Hichaells-Henten para reacción batch 

y para un reactor de flujo pistón se desarrollaran simulaciónes 

para conocer el comportamiento del catalizador en diferentes 

condiciones de trabajo. Considerandose adecuado para efectuar 

posteriores escalamiento a nivel planta piloto de los dos tipos 

de reactores simulados según convenga a Ja disponibilidad de un 

sustrato adecuado para la reacción o reacciones enzimaticas a 

efectuarse. 

Finalmente el desarrollo de un ejercicio de simulación ejemplifica 

la forma en que el diseno de los reactores en continuo debera 

hacerse, al menos en el tratamiento básico del diseno, que 

representa la utilidad práctica del trabajo desarrollado, cuya 

implementación industrial es atractiva dado el valor agregado que 

tienen estos productos partiendo de la base que la materia prima 

es un subproducto de la producción de proteina unicelular. 
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