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sar de la gran diversidad de composicién, estructura y fun
cidn de 1las enzimas, comparten caracterfisticas semejantes
por lo que se pueden estudiar por métodos similares; tal es
el caso de los principios cinéticos que ellas obedecen.

La regid6n activa de las enzimas no se encuentran dis-
tribuida por toda 1la molécula, sino que se encuentra loca-
lizada en 4reas pequefias especificas de la enzima. Este si
tio activo, que posee dimensiones limitadas, contiene gru--
pos funcionales especificos que pueden unirse al sustrato y
llevar a cabo el evento catalitico. Los grupos funcionales
esenciales en las enzimas se eéncuentran separados unos de -
otros en las cadenas polipeptidicas, pero éstas al enrro- -
llarse, permiten reunirse y formar el sitio activo. A pe--
sar de las dimensiones limitadas de éste, la actividad‘enzi
mitica depende en forma general de una conformacién tridimen
sional de la molécula (Dickerson, 1969) .

Cuando la enzima se une al sustrato, sufre cambios en
su conformacién tridimensional provocando la orientacién -
de grupos cataliticos y las uniones necesarias para llevar -
a cabo la reacci6én. Este cambio en la conformacién también
tiene una funci6én, la de facilitar la liberacién del produc-
to de la reaccién del sitio activo y a$i retornar a su esta-
do inicial (Monod, 1965; éhaw, 1970; Koshland, 1973; Lein---
hard, 1973).

Las enzimas generalmente funcionan en sistemas multien-

zimdticos, los cuales presentan una secuencia y control muy



precisos. En algunos casos el primer paso de la actividad
de la via es catalizado por una enzima alostérica o regula
toria, la actividad es esta enzima puede estimularse o in-
hibirse por la uni6én de un producto de la secuencia,en un
sitio diferente al sitio activo. Las enzimas regulatorias
poseen por lo general subunidades que pueden interaccionar
una con otra. Algunas enzimas existen en forma mGltiples,
Yy se cree que esto es importante para 1a-regu1ac16n de la
actividad enzimidtica y en la diferenciacién y desarrollo -
de las células, &sta posee mecanismos muy precisos para re
gular la sintesis de las proteinas que requiere en su meta
bolismo. Ciertas enzimas en células bacterianas cambian -
su concentraci6én como respuesta a cambios en la disponibi-
lidad de nutrientes en el medio. Se han reconocido dos -
tipos de respuesta llamados induccién y represién enzimiti
ca. En el caso de una enzima inducible, aumenta su sinte-
sis dentro de la célula cuando su sustrato se encuentra --
presente en el medio de cultivo. En el segundo caso, si -
se acumula el producto final de una via metabélica, se de-
tiene la sintesis de las enzimas requeridas para elaborar
dicho metabolito (Jacob and Monod, 1961: Monod et al., ---
1963; Ptshne, 1967).

En los Gltimos afios, los descubrimientos sobre estruc
tura y funcién de las enzimas han sido muy importantes para
entender el papel que juegan estos catalizadores en los sis

temas biolégicos, y han abierto nuevas dreas a la investiga



cién en enzimologia bdsica y aplicada.

Las enzimas no sélo son importantes desde un punto de
vista biolégico, sino también desde un punto de vista prac
tico. Debido a que son mﬁy especificas y a que actfian en
condiciones suaves de temperatura, pH y presién, ofrecen -
ventajas para utilizarse en la produccién de compuestos --
importantes para el hombre.

Adn sin tener un conocimiento detallado de las enzimas,
la actividad enzimdtica ha sido utilizada en forma:-prédctica
por el hombre durante muchos siglos (Messing, 1975), para -
la fabricacién de pan, bebidas fermentadas, quesos, pieles
curtidas, etc. En todos estos procesos se han utilizado cé
lulas y extractos que contenian a las enzimas, pero que ---
apenas desde hace 50 afios se ha intensificado su estudio --
(Lilly and Dunnill, 1969).

Las enzimas pueden ser aisladas a partir de una gran -
diversidad de fuentes, pero para aislar alguna enzima en --
particulér deBeré seleccionarse la fuente apropiada donde -
predomine ésta. Pueden obtenerse a partir de plantas, ani-
males o microorganismos. E1 aislarlas de animales tiene el
problema de que si se dé una dieta especial para incrementar
los niveles de dicha enzima, el costo de produccidén también
se incrementa ademds del tiempo que tarda en producirse es -
muy largo. Ademis existe otro problema, el que la enzima s6
lo es un subproducto ya que el producto principal generalmen

. ’ -
te es carne. En el caso de que se quiera obtener una enzima



purificados. En general, la actividad especifica que pre-
sentan es muy baja y no se pueden recuperar ficilmente al
final de la reaccién (Pye, 1974), lo que no permite tener
un control adecuado del proceso. En la Tabla A, pueden -
verse algunos ejemplos de enzimas utilizadas en la indus-
tria. La mayoria son enzimas hidroliticas y extracelula-
res que provienen de diversas fuentes animales, vegeta--
les y de microorganismos, y son utilizadas en forma solu-
ble por lo que no pueden ser recuperadas. Estas enzimas
constituyen menos del 1% de las enzimas descritas, por lo
que la potencialidad -de utilizacién de las enzimas en la
industria es muy grande; pero la mayoria de éstas son en-
zimas que requieren la presencia de cofactores o son en--
zimas intracelulares y por lo tanto los procesos de pro--
ducci6én, obtencién y purificacién son largos y costosos,
lo que hace prohibitivo su uso a gran escala. Ademds las
enzimas son muy inestables a cambios de pH y de temperatu
ra y s6lo pueden ser utilizadas una vez en un proceso, ya
que como se utilizan en forma soluble es muy diffcil recu
perarlas en forma activa; por lo que para ampliar su uso
en la industria deberin disminuirse los costos de produc-
cién, de obtencién y de utilizacién asi como incrementar
su estabilidad. Una posibilidad de hacer econdmicamente
factible la utilizacién de enzimas a gran escala ha sido
por la inmovilizacién a una fase s6lida de estos cataliza

dores biolégicos, de tal forma que se tienen en forma in-



TABLA A

Enzimas utilizadas Industrialmente

Enzimas ' Actividad Usos.

7 -Amilasa Hidroliza enlaces @ (1-4) de almidén Disminucién de la visco- p//
g sidad de fibras textiles;
licuar almidén; produc--
cién de glucosa.

Glucoamilasa Remueve unidades de glucosa suscesi- Produccién de glucosa;-sa
vas de los extremos no reductores -- carificacién de maltas de e
del almidén destilerfa y cerveceria;

para la elaboracidn de me
dios de fermentacién.

Invertasa Hidroliza enlaces g-D-Fructofuranosil Produccién de dulces con &
de la sacarosa y de otros azucares -- centro suave.
(Sacarosa —> D-Glucosa + D-Fructosa)

Enzimas pécticas Se involucran muchas enzimas en esta Clarificaci6n de jugos de
actividad una de ellas hidroliza enla frutas y vinos.

ces a-1-4 D-galacturonidos en poliga-

lacturonidos y otra de las actividades
desmetila a la pectina dando como pro
ductos metanol y 4cido péctico.

Celulasas Hidroliza enlaces g-1-4 glucosidicos Auxiliares de la digestién;
de celulosa reduccién de la viscosidad
de gomas vegetales.



Enzima

Actividad

Proteasas microbianas

Bromelina (de la pifia)

Pepsina (de fuente ani-
mal) .

Papaina (de la planta de
la papaya)

Tripsina:

Reninas: (animales y micro
bianas)

Usos

Degrada protefnas, polipéptidos, y
péptidos.

Hidroliza péptidos, amidas y ésteres.

Hidroliza péptidos y tiene actividad
sobre uniones cercanas a residuos --
aromdticos & residuos dicarboxflicos
de L-amino&dcidos.

Hidroliza péptidos, amidas y ésteres,
particularmente se involucra el enla-
ce de aminoicidos bdsicos, leucina o
glicina.

Hidroliza péptidos, amidas y ésteres
en donde se involucra el grupo carbo
xilo de L-arginina o L-lisina.

Hidrolizan péptidos; actfian sobre la
caséina.

Aditivos para detergentes;
nanofactura de paro; sua-
vizante de carne; auxiliar

-de la digestidn

Auxiliar de la digestién;
€n preparaciones antinfla

matoicas; suavizante de -
carnes.

Auxiliar digestivo; alar-

gar cuajo.

Suavizante de carne,
clarificacibn de cerveza.

Auxiliar digestivo; suavi
zante de pieles.

Para la fabricacién de que
SOS



Enzima

Actividad -

Usos

Lipasa

Pancreatina

Gfucosa Oxidas?

Catalasa.

Glucosa Isomerasa

Hidrolizan grasas y ésteres de dcidos
grasos.

Su accién involucra muchas enzimas in
cluyendo amilasa, lipasas y prancreato
peptidas E, la cual hidroliza peptidos,
particularmente enlaces con aminodcidos
neutrales.

Oxida glucosa a dcido glucénico en pre
sencia de oxigeno.

Cataliza la descomposicién de
4H,0, . 4H,0 + 20,

Convierte aldosas en cetosas.

Auxiliar digestivo; alte
rar sabores modificando
las grasas de la leche.

Auxiliar digestivo.

Para remover el oxigeno

de productos alimenticios;
desazucarar huevos; andli
sis clinicos.

Para remover el per6xido -
remanente utilizado para -
esterilizacién, especial=-
mente en leche; usado con
la glucosa oxidasa.

Produccién de jarabes con
alto contenido de D-Fructo
sa.

v

L
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soluble y pueden ser reutilizados.

La inmovilizacidn se refiere a la modificacién de una
enzima asi como restringir su gran movilidad y mantenerla
en una regidn del espacio relativamente definida. Las téc
nicas para inmovilizacién de enzimas tuvieron sus inicios
en la blisqueda de derivados.protéicos insolubles en agua,
principalmente para el estudio de inmunoproteinas. Duran-
te el periodo entre 1940 y 1950, se alcanzé un éxito consi
derable en la unidén de antigenos y anticuerpos a materia--
les insolubles en agua; y en base a ésto, se extendid su -
uso hasta llegar a ser utilizado para unir enzimas a matri
ces s6lidas.

Muchos de los primeros esfuerzos se iniciaron con 1la
adsorcién de enzimas a soportes s6lidos, sin embargo, este
intento no tuvo el éxito deseado debido principalmente a -
desorcién de la enzima y en muchos otros a su desnaturaliza
cién. Micheel and Ewers (1949) fueron los primeros que tu
vieron éxito al fijar covalen;emente una enzima a un sopor
te s6lido. Posteriormente siguieron apareciendo otros re-
portes de enzimas inmovilizadas por enlace covalente, aun-
que en forma dispersa, pero el mayor interés por este cam-
po parecié provenir de los laboratorios de E. Katchalski -
en Israel, G. Manecke en Alemania, Crook y otros en Ingla-
terra y posteriormente grupos en E.U.A., Suecia y Japon.

El desarrollo de métodos que conduzcen a una inmovili
zaci6n duradera de enzima con una adecuada retencidén de su

actividad catalitica, ha sido el primer factor para hacer



posible la especialidad de Ingenieria de enzimas. Con 1a
enzima inmovilizada, lo que se tiene que recuperar es el

soporte s6lido, para obtener la enzima y reutilizarla, y

asi superar una de las desventajas desde el punto de vis-
ta econdmico para su utilizacién a gran escala. Ademis -
las formas inmovilizadas de muchas enzimas parecen ser --
mis estables a condiciones ambientales que las enzimas en
solucién. Este no siempre es el caso, pero una forma a--
propiada de inmovilizacién puede darle a una enzima intra
celular que sea inestable, la suficiente estabilidad para
que se utilizada en reactores bioquimicos.

En este trabajo no se pretende hacer una revisién ex
haustiva acerca de las enzimas inmovilizadas, sino Gnica-
mente hacer una descripcién de los métodos de inmoviliza-
cién y analizar 1la importancia que tienen en la prepara--
cidén de derivados insolubles. En la literatura existe --
una serie de revisiones sobre este tema realizadas por --
distintos autores como Manecke (1962), Silman and Katchal
ski (1966), Weliky and Weetall (1965), Mosbach (1971), --
Goldstein (1969), Zaborski (1973).

Existen una gran variedad de métodos de inmoviliza--
cién de enzimas, pero en general pueden clasificarse en -
dos grandes grupos: Fisicos y Quimicos.

Los métodos fisicos consisten en localizar a la enzi
ma en cualquier forma, no depende de la formacién de nin-

gln enlace covalente sino que depende de ciertas fuerzas

11
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fisicas como las electrostidticas, formacién de enlaces --

i6nicos, interaccidén proteina-proteina, etc. Estos méto-

dos fisicos de inmovilizacibn generalmente son reversibles
y comprenden la adsorcién de la enzima a un soporte inso-

luble en agua; el atrapamiento de la enzima en una matriz

de un gel insoluble en agua{ el atrapamiento de 1la enzima

en microcdpsulas semipermeables.

En los métodos quimicos hay la formacién de cuando me
nos un enlace covalente entre residuos de la enzima y un -
polimero que posea un grupo funcional, o entre dos o mis -
moléculas de enzima, estos métodos son irreversibles por -
lo que no se puede recuperar la enzima ni reutilizar el so
porte. Estos métodos incluyen el enlace covalente entre -
un soporte que contenga grupos funcionales y la enzima; 1la
incorporacién de la enzima dentro de una cadena de un poli
mero en formacidn; el entrecruzamiento intermolecular de -
la enzima por medio de un reactivo bifuncional de bajo pe-
so molecular.

E1l método por adsorcidn para inmovilizar enzimas es -
uno de los mds simples; para realizarlo Ginicamente hay que

‘poner en contacto una solucién acuosa de la enzima con el
soporte y lavar el exceso de enzima que no haya sido adsor
bida. Para un proceso de este tipo, se han utilizado resi
nas de intercambio idnico como son DEAE-Celulosa, DEAE-Se-
phadex, CM-Celulosa, asi como derivados de otro tipo de ra

dical como la fenoxi acetil celulosa, algodén, vidrio - - -
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(Butler, 1975). Existen otros adsorbentes tanto orgidnicos
como inorgénicos como son celulosa, coldgena, colodién,
cerdmica, zirconio, titanio, tierra de diatomeas (Baum and
Lynn, 1975; Weetall, 1975). La adosrcién de una enzima so
bre un soborte insoluble en agua depende del pH del medio
de inmovilizacién, la naturaleza del disolvente, de la fuer
za ibnica, de la concentracién de proteina y de adsorbente
asi como de la temperatura. Es sumamente importante contro
lar bien todas esta variables para si lograr una adsorcién
Sptima y una retencién mixima de la actividad.

Existen una gran cantidad de ejemplos reportados en la
literatura de enzimas adsorbidas tanto en soportes organi--
cos como inorgdnicos como por ejemplo la catalasa unida a -
DEAE-Celulosa y CM-Celulosa, lactato deshidrogenasa en pa-
pel, (Kostner and Kreen, 1974); amilo glucosidasa en DEAE-
Celulosa y DEAE-Sepharosa, (Solomon and Levin, 1974); ami-
no acilasa en DEAE-Séphadex (Tosa et al, 1967), gluco ami-
lasa en Halogenacetil celulosa (Maeda and Suzuki, 1972); -
lipoamida deshidrogenasa en matrices de N alquil Sepharosa
(Visser and Strating, 1975), etc. Asi también han sido in
movilizadas enzimas a soporte inorgdnicos como la Glucosa
Isomerasa, ureasa y papaina en titanio, proteasa alcalina
en silice (Messing, 1975); amilo glucosidasa en silicatos
y altimina (Solomon and Levin, 1975).

El método de atrapamiento consiste en ocluir a la en-
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zima dentro del espacio intersticial de polimeros entrecru
zados insolubles en agua (Zabosrki, 1973). Las enzimas --
pueden ocluirse dentro de geles de matrices entrecruzadas
llevindose a cabo la reaccién de polimerizacién, permitien
do la formacién de un gel en una solucién acuosa que con-
tiene a la enzima. La inmovilizacién a una matriz involu-
cra métodos quimicos de enlace covalente y entrecruzamien-
to asi como métodos fisicos de adsorciém y atrapamiento y
sus diversas combinaciones. Los acarreadores mis emplea--
dos con la celulosa o sus derivados o polimeros sintéti--
cos como nylon, colodidn, poliacrilamida, etc. (Linko, 1976;
Weetall, 1975). Las moléculas de enzima se encuentran 1
sicamente atrapadas dentro de la estructura del polimero y
no pueden atravesar el gel, pero el sustrato si es de un -
peso molecular apropiado si puede hacerlo 1levidndose a ca-
bo la reaccién en forma continua. Con este método de inmo
vilizacidn no se pueden predecir cambios en las propieda--
des intrinsecas de la enzima, los efectos en el microambien
te creados por la naturaleza del acarreador como por ejem-
plo su carga, o los cambios producidos por la reaccidén en-
zimdtica misma, también pueden esperarse; para poder enten
der el efecto sobre la enzima hay que considerar un factor
muy importante como es la carga del soporte. La actividad
de la enzima inmovilizada depende en forma importante del
método de preparacién. La actividad relativa de estos con

jugados generalmente es baja pero puede  ir hasta 50 - 60 %



en el mejor de los casos, ya que durante el proceso de po-
limerizacién se puede perder actividad. Una desventaja --
importante de este método es que la enzima puede filtrarse
de la malla y por lo tanto perder actividad el derivado in
soluble.

Las en;imas también pueden ser inmovilizadas dentro -
de microcdpsulas; la enzima se encuentra rodeada por una -
membrana semipermeable que puede ser permanente o no perma
nente. Las membranas permanentes se forman por la polime-
rizacién interfacial y por la formacidn de coacervados de
polimeros preformados. Las membranas no permanentes se --
forman por la combinacién de surfactantes apropiados, adi-
tivos e hidrocarburos.

Las moléculas de enzima por ser mayores que el didme-
tro de poro de la membrana no pueden difundir a través de
ella, pero el sustrato y el producto si son de bajo peso -
molecular sf pueden hacerlo, por lo que puede tenerse una
reaccidén continua; asfi para temer resultados éptimos debe-
rd tenerse una membrana tan permeable como sea posible pa-
ra que permita la libre difusién del sustrato y del produc
.to pero no de la enzima. Existen dos métodos generales pa
Ta la formacién de microcdpsulas para inmovilizar enzimas,
basados en la formacién de coacervados y otro en 1la polimg.
‘rizacidén interfacial (Chang, 1964; Chang et al., 1966; - -
Chang et al., 1967; Chang, 1967) .

La formaci6n de coacervados es el fenémeno de separa-

cidn de fases en soluciones de polimeros, dependiendo la -

15




formacidén de la microcdpsula de la baja solubilidad del po
limefo en la interfase de la microgota, se trata de un fe-
némeno fisico; en cambio en el método de polimerizacidn in
terfacial estd basado en un proceso quimico, ya que estd -
involucrada la sintesis de un copolimero insoluble en agua
en la interfase de una microgota. Uno de los reactantes -
es parcialmente soluble en ambas fasés, la acuosa y la or-
génica y el otro de los reactivos es soluble solamente en
la fase orgédnica; el coeficiente de particién del reactan-
te soluble en agua entre la fase acuosa y la orgidnica deter
mina las propiedades de la membrana producida. En la téc-
nica de polimerizacién interfacial, la solucién acuosa con
tiene ambos componentes a la enzima y el polimero. En el
proceso dependiente de la formacién de un coacervado, el -
disolvente adicional contiene al polimero que forma 1a'mem
brana semipermeable. A la emulsién que se forma se agrega
posteriormente el disolvente adicional que contiene al po-
limero que forma la membrana semipermeable; en la polimeri
zacidén interfacial, el disolvente adicional contiene a 1la
segunda especie monomérica del copolimero. La membrana se
mipermeable se forma al rededor de la microgota y la micro
cdpsula que contiene a la enzima se lava y se transfiere a
un sistema ocuoso que contenga un surfactante soluble en -
agua, como el Tween 20. Para la formacién de microcidpsu--
las producidas por la formacién de coacervados se han he--

cho a partir de colodién, poliestireno, benzalkonium-hepa-
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rina-colodién, etilcelulosa Y acetato butirato de celulosa.
La formacién de microcipsulas por el método de polimeriza-
cidén interfacial se ha restringido principalmente al uso -
- de nylon, aunque también se han utilizado distintas aminas
y didcidos halogenados para preparar el copolimero de 1a -
amida, todos los estudios reportados sobre 1la microencap- -
sulacidn de enzimas han utilizado 1,6 diamino hexano - - -
(Hexametilen diamina) como la diamina soluble en agua y --
1,10 cloruro de decanoil (cloruro de sebacoil) con el &ci-
do dihalogenado soluble en la fase orgidnica.

El método de enlace covalente a un polimero ha sido -
el método mis estudiado para la inmovilizacién de enzimas.
Sin embargo, 1a gran complejidad de 1las proteinas no han -
permitido establecer reglas generales para predecir el - -
efecto que tendri sobre una proteina en particular que’ sea
inmovilizada en esta forma. A pesar de ésto, hay que to-
mar en cuenta dos factores muy importantes para elegir es-
te método de inmovilizacién: el tipo de grupos funciona--
les de la proteina que formarin el enlace covalente con el
soporte y asi seleccionar la reaccién quimica apropiada; -
también es importante tomar en cuenta las caracteristicas
fisicas y quimicas del soporte sobre el cual habri de 1le-
varse a cabo la reaccién quimica. Se debera procurar que
los grupos funcionales de la proteina que se vean involucra
dos en la formacién del enlace covalente al soporte no sean

esenciales para la actividad enzimitica; ademis las condi- -
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ciones de reaccién deberdn ser suaves asi como realizar--

las en medio acuoso de preferencia. Para poder seleccio-

nar una reacci6én de acoplamiento apropiada, asf como el -

polimero que se empleard para la inmovilizacién, deberi -

conocerse la composicién de amino4dcidos, los aminodcidos

que forman el sitio activo y la estructura tridimensional

de

se

a)

b)

c)
d)
e)
f)

g)

la enzima. Los grupos funcionales de la protefina que

empleardn de preferencia son:

gTrupos

amino: el € amino de la lisina y el a-NH2 del

N terminal de la cadena polipeptidica.

grupos

tico y

carboxilo: el B y y carboxilos del dcido aspir

del ac, glutimico respectivamente y los a-car-

boxilos terminales.

anillos fen6licos de la tirosina.

grupos
grupos
grupos

grupos

En 1la

los amino,

sulfhidrilo de la cisteina
oxidrilo de la serina, treonina y tirosina
imidazol de la histidina

indol del triptéfano

priactica, los grupos mis comiinmente usados son

carboxilos o los anillos aromdticos de la tiro-

sina y la histidina.

n

Las reacciones mis comunes que se emplean son:

Reacciones de acilacidén: En éstos intervienen los gru

pos amino de la proteina y grupos acilantes del polime

To como son el cloruro de azida o anhidridos de &dcido.
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3)

4)
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El mecanismo en las reacciones de acilacién es a tra-
vés del ataque de un nucel6filo, en el caso de protei
nas son los grupos -NHZ, -OH o -SH, a un grupo carboni
lo activado como el acil azida o anhidrido de &dcido. -
Estas reacciones se llevan a cabo a pH entre 7.5 - 8.5

y a 4°C.

Reacciones de arilacidén y alquilacién: Es éstas pro-
bablemente intervienen los grupos amino de la protei-
na y sustituyentes en los polimeros derivados del ani-
1lo aromdticos que tienen haldgenos como sustituyentes

y otros adicionales.

Método de Bromuro de Cianégeno. Este es el método méas
empleado para la preparacién en el laboratorio de enzi
mas inmovilizadas asI como para preparar adsorbentes -
insolubles para cromatografia de afinidad. E1 polisacd
rido se hace reaccionar con el Bromuro de cianégeno a
pH entre 10 y 11.5. Los compuestos que contienen gru-
pos amino libres pueden unirse covalentemente al poli-

mero activado a valores de pH ligeramente alcalinos.

Reacciones de carbamilacién y tiocarbamilacién: Muchos
polimeros contienen como grupos funcionales isocianatos
isotiocianatos los que han sido utilizados como reacti-
vos para la carbamilacién o la tiocarbamilacién para a-

coplar proteinas al soporte.
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Reacciones de amidinacién: Recientemente se han emplea
do polimeros que contienen grupos imido éster para la -
inmovilizacién de proteinas. Estos reactivos pueden --
ser preparados tratando nitrilos de polimeros con alco-
holes y HCl. Los amido ésteres son fdpidamente ataca--
dos por nucledfilos y reaccionan selectivamente con los
grupos o y ¢ aminos de las proteinas a pH entre 8.5 y -
9.5 para formar amidinas las cuales son bases mids fuer-

tes que las aminas de donde provienen.

Reaccién con grupos aldehido del polimero: Se han des-
crito varios polimeros que contienen como grupo funcio-
nal un aldehido. Los grupos aldehido reaccionan con --
los grupos amino de la proteina para formar una base de
Shiff; los grupos sulfhidrilo e imidazol pueden sufrir

reacciones similares. Las reacciones secundarias pue--
den tener efectos dafiinos sobre la actividad de la enzi

ma.

Reaccioﬁes con glutaraldeﬁido: Este reactivo bifucio-

nal puede reaccionar con polimeros que contengan grupos
amino primarios para obtener matrices que contengan a -
la funcién aldehido. Las proteinas se unen en forma --
irreversible al polimero tratado con glutaraldehido por
medio de una reaccidén similar a la que ocurre en el en-

trecruzamiento con un reactivo bifucional.

Reaccidén de diazoacién: Este tipo de reacciones puede
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efectuarse entre la proteina y un polimero que contenga
grupos funcionales arildiazonium. E1 ion arildiazonio
que es electrofilico ataca principalmente anillos aro-
miticos activados, como fenoles de tirosina o imidazol
de histidina, para formar el correspondiente derivado -

azo.

9) Reacciones de intercambio tiol - disulfuro. Los deriva
dos poliméricos de disulfuros pueden ser usados para las
reacciones reversibles de acoplamiento a los grupos sulf
hidrilo de la proteina a través de la reaccidén de inter-

cambio tiol-disulfuro.

10) Reacciones de condensacién de cuatro componentes: En -
este tipo de reacciones se condensan cuatro componentes:
carboxilato, amina, aldehido e isocianato para formar -

una amida N-sustituida.

La insolubilizacién de enzimas Gnicamente por entrecruza
miento intermolecular formando agregados que precipitan ha -
tenido aplicéciones muy limitaaas debido a que es difficil --
controlar la reaccibn que de como resultado productos bien -
caracterizados en tamafio del agregado y propiedades mecdni-
cas. Se han descrito en la literatura una gran variedad de
reactivos bifuncionales para entrecruzar proteinas pero de
ellos solamente dos son los mds empleados para inmovilizar -
enzimas: el &dcido bis diazo bencidina-2,27-disulfénico que -

se us6 para inmovilizar proteinas dentra de membranas de co-
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lodién (Goldman et al., 1965, 1968, 1971); y el glutaraldé
hido el cual se ha empleado ampliamente como reactivo para
entrecruzamiento para la fijacién de cristales y de prepa-
raciones histoquimicas (Sabatini et al., 1963; Quiocho and
Richards 1964, 1966; Bishop et al., 1966, Fopwood, 1972; -
Josephs et al., 1973), para entrecruzar enzimas adsorbidas
sobre soportes s6lidos (Haynes and Walsh, 1969; Walsh et -
al., 1970; Broun et al., 1969, 1973; Liu et al., 1975), pa
ra entrecruzar enzimas con una proteina inerte en presen--
cia o en ausencia de un soporte s6lido (Broun et al., 1969,
1973; Solomon and Levin, 1974; Stanley et al., 1975) y pa-
ra el entrecruzamiento de enzimas atrapadas en microcipsu-
las (Chang, 1971) asi como para modificaciones quimicas de
materiales como AE-Celulosa, nylon parcialmente hidrélizado
y otros soportes poliméricos que contienen grupos amino pri

marios.
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Enzima Método de Inmovilizacibn Actividad Referencia
Retenida
Alcohol deshidrogenasa Inclusién en gel de poliacrilamida 5 % Wieland et al.,
1966

Lactato deshidrogenasa Adsorcién en membranas de nitroce- Tang et al, . 1968
lulosa 1 %
Inclusidn en gel de poliacrilamida 1 $ Wieleand et al.,

1966 )

Glucosa Oxidasa Inclusi6n dentro de una resina si- 50 ) Pennington et al.,
liastica 1968
Acoplamiento Ni-N:O-aminopropil-- 76 $ Weetall and Hersh,
trietoxi-silano 1970
Adsorci6n a membranas de celofén y 12 $ Broun et al., 1969
entrecruzada con glutaraldehfdo

Catalasa Adsorcifn sobre sflice impregnado 300 % Gol'dfel'd et al.y
con Acido latrico o cefalina 1967
Adsorcién sobre DEAE-Celulosa 70 % Mitz, 1956
Inclusién dentro de microcdpsulas 25 $ Chang and
de colodién Poznansky, 1968.
Entrecruzamiento con glutaraldehido 10 % Schejter and Bar-

Eli, 1970

N
w



Enzima Método de Inmovilizacién Actividad Referencia
Retenida
Colinesterasa Inclusién en resina sildstica 42 % Pennington et al.,
1968
Acoplamiento con N-etil 5 feniliso- Patel et al., 1969
xazolium-3'-sulfonato a CM-Celulosa 48 %
Reacci6én con derivados de iminocar- . Axen et al., 1969
bonato ciclico a Sepharosa 43
Fosfatasas: alcalina Adsorcién a silice 100 % Vorob'eva and
y 4cido Poltorak, 1966
Adsorcién a Carbdn recubierto con 80 % Vorob'eva and
cefalina Poltorak, 1966
Diastasa y Adsorcién en arcilla activada 100 % Usami et al., 1968
a -amilasa Inclusién en gel de poliacrilamida 2 % Bernfeld and Wan,
1963 ;
Reaccidén con la azida de CM-Celulosa 2.4 % Fukushi, 1968
Amilo glucosidasa Adsorcién a DEAE-Celulosa 55 % Bachler et al., -
1970
B-Galactosidasa Adsorcién a DEAE-Celulosa 25 % Sharp et al., 1969
Invertasa Adsorcién a DEAE-Celulosa 50 % Suzuki et al.,1966
Pepsina Adsorcién a DEAE-Celulosa 27 % Mitz, 1959
Renina Reacci6bn con derivados de agarosa 0.23% Green and
de imino carbonato ciclico Crutchfield, 1969
Tripsina Adsorcibn en silice seguido de entre 80 % Haynes and Walsh,
cruzamiento con glutaraldehfdo 1969
Inclusién en gel de Poliacrilamida 11 % Wieland et al 1966

N
E=N



Enzima Método de Inmovilizacién Actividad Referencia

Retenida
Reaccidén con poli(p-diazo-DL-fenil- 5.9 % Bar-Eli and
alanina-L-leucina) Katchalski, 1963
Reaccidn con la azida de poliacrilamida Inman and
entrecruzada 35 % Dintzis, 1969
Acoplamiento a poli(anhidrido del -- Levin and
dcido etilen-maleico) con hexametilen 70 % Katchalski, 1968
diamina
Reaccidn con poli(p-diazo-DL-fenil- Bar-Eli and
alanina) 2.6 % Katchalski, 1963
Acoplamiento a AE-Celulosa con 58 % Habeeb, 1967
glutaraldehido
Quimotripsina Inclusién en resina sildstica 57 % Brown et al., --
1968
Inclusién en gel de Poliacrilamida - 405 Bernfeld and Wan,
1963
Reaccidn con diazobencil celulosa 61 % Surinov and - -
Manoilov, 1966
Entrecruzamiento con hexametilen 30 $ Ozawa, 1967
diisocianato
Papaina Inclusidén en gel de poliacrilamida 6 % Bernfeld and Wan,
P i 1963
Acoplamiento con tiofosgeno a una 25 % Manecke and
amino resina Guenzel, 1967
Reaccidn con un derivado de diazo- 85 % Weetall, 1969
arilsilil de vidrio
Reaccién con p-diazobencil celulosa 15 $ Goldstein et al.,

1970

Sz



Enzima Método de Inmovilizacién Actividad Referencia
Retenida
Entrecruzamiento con glutaraldehi
do 41 ) Jansen and Olson,
1969.
Bromelina Reaccidén con azida de CM-Celulosa 52 % Wharton et al.,
1968
Ureasa Adsorcién en estearato de Bario 5 % Langmuir and
Schaefer, 1938
Reaccidn con poli(p-diazo-DL-fenil- Riesel and
alanina-L-leucina 78 ) Katchalski, 1964
Penicilina amidasa Reaccién con derivados de cloro-sym- 25 % Self et al.,
triazinil de DEAE-Celulosa 1969
Aminoacilasas Adsorcibén a DEAE-Celulosa 80 % Mitz and
Schlueter, 1959
Reacci6én con derivados de dicloro- )
sym-triazinil de celulosa 30 % Lilly et al,, 1970
Enolasa Inclusién en éel de poliacrilamida 100 % Bernfeld and

Bieber, 1969

92
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En la Tabla B, se presentan algunos ejemplos de enzi-
mas inmovilizadas por distintos métodos. En ella se puede
ver que la recuperacién de actividad de una enzima después
de inmovilizar depende fundamentalmente de las caracteris-
ticas de la enzima y del método de inmovilizacién, ya que
hay varias enzimas inmovilizadas por el mismo método, en -
las cuales la actividad retenida es muy variable; también
se puede ver en algunos casos, que una misma enzima inmovi
lizada por distintos métodos, la recuperacidén de actividad
es muy diferente entre si. Por lo que puede observarse no
existe un método, ni un soporte ideal de inmovilizacién pa
ra todas las enzimas, sino que se tiene que determinar ex-
perimentalmente el mejor método, el mejor soporte y el - -
reactivo mds adecuado para cada enzima que se quiera inmo-
vilizar.

Se han inmovilizado un gran ntmero de enzimas por di-
versos métodos, pero no todas son factibles de ser utiliza
das en procesos a gran escala? puesto que deben demostrar
que tienen mayores ventajas sobre la enzima soluble a la -
cual van a sustituir en un proceso. Las principales venta
jas potenciales que tienen las enzimas inmovilizadas son:

a) Reduccidén del costo de la enzima, si ésta puede -

ser reutilizada.

b) Mejoramiento del producto resultante, debido a --

que no hay contaminaciones de éste con la enzima

y asi tener un control mds preciso del proceso.



c) Desarrollo de procesos contfnuos, lo que darfa co
mo consecuencia, una reduccibn en los costos de -

operacién.

La importancia de cada una de estas ventajas potencia
les, dependerd de los costos relativos de materia prima, -
enzima, energfa y mano de obra del proceso original. Exis
ten algunos ejemplos de enzimas inmovilizadas que ya se em
plean a gran escala como es el caso de la amino acilasa in
movilizada a DEAE-Sephadex y se utiliza para la resolucién
de mezclas racémicas de aminodcidos (Chibata, 1972). E1 --
reactor usado es de lecho empacado, hay pérdida de activi-
dad de casi el 30% en tres semanas, pero la columna se ---
reactiva agregando mis enzima. E1l costo de operaci6én to--
tal con la enzima inmovilizada fue de casi el 60% con res-
pecto al proceso en lote, usando enzima soluble. El resul
tado principal fue la reduccién de cinco veces el costo -
de la enzima y de tres veces el costo de mano de obra.

Algunas otras compafiias operan con reactores con enzi
ma inmovilizada a gran escala, aunque su uso estd limitado
todavia, puede verse que la utilizacién de las enzimas in-
movilizadas tienen gran futuro en la industria.

Un factor determinante para una utilizacién eficiente
de las enzimas inmovilizadas es el uso de reactores adecua
dos. Para poder -tener el mejor reactor para una enzima in
movilizada, se deben tomar en cuenta los siguientes facto-

res:

28
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a) La configuracién del reactor.

b) Los efectos de transferencia de masa adyacentes y

dentro de la fase del acarreador.

c) La particidn electrostdtica del sustrato entre el

fluido del reactor y la fase del acarreador.

d) La distribucidén de tiempos de residencia dentro -

del reactor.

En la actualidad existen algunos tipos de reactores --
que se utilizan de acuerdo al tipo de reaccién y al tipo de
enzima inmovilizada que se tiene. Estos reactores pueden -
ser empleados en procesos industriales con enzimas solubles
o inmovilizadas. De acuerdo a la forma de alimentacién con
sustrato y a la forma de salida de producto, el reactor en-
zimdtico puede ser clasificado en dos grandes grupos:

a) Reactores en lote.

b) Reactores de flujo continuo.

E1l reactor en lote es Simple, requiére de poco equipo -
y es muy aprbpiado para estudios en pequefias escalas. E1 --
uso de enzimas solubles estd restringido especialmente a ---
reactor en lote en tanque agitado. En estos casos, la enzi-
ma libre se agrega al reactor. junto con el sustrato y la re-
accidn se realiza. Generalmente no se hace ningfin intento )
de recuperaci6én de la enzima del producto, ya que esto aumen
taria mucho los costos del proceso. Cuando se utiliza este
tipo de reactor con enzima inmovilizada, el derivado insolu-

ble deberd ser separado del producto por un paso subSecuente.



30

La recuperacién puede hacerse con filtracién o por centri-
fugacidn.

Existen diversos tipos de reactores continuos:

i) Reactor de lecho empacado.

ii) Reactor de lecho fluidizado.

iii) Reactor en tanque agitado de flujo contfnuo.

En el reactor de lecho empacado, hay un movimiento con

tinuo del sustrato a través del lecho de enzima inmoviliza-
da en la direccién seleccionada. Si el perfil de la veloci
dad del fluido estd perfectamente plano sobre la seccién --
transversal, se dice que es un reactor tipo pistén, es de--
cir, los elementos de fluido se mueven a través del reactor

en forma de piston.

En un reactor de lecho fluidizado, el sustrato se pasa

a través de la columna en flujo ascendente a una velocidad
lo suficientemente alta para mantener a las particulas en -

suspensién.

En los reactores de tanque agitado de flujo contfinuo,

su contenido se encuentra perfectamente bien mezclado, en -
consecuencia, todos los elementos del reactor tienen esen--
cialmente la misma composicién que la de los que estan sa--
liendo, y asi la velocidad de reaccién se puede determinar
por la composicién del flujo de salida del reactor. La --
construccion abierta de este reactor permite un rdpido reem
plazamiento de enzima inmovilizada. También facilita un con

.

trol facil de temperatura y de pH.
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Importancia préctica de la enzima

Glucosa Isomerasa.

Desde el establecimiento de la utilizacién de la amino
acilasa inmovilizada en la produccidén comercial de aminodci
dos, se han incrementado los estudios para utilizar comer--
cialmente otros sistemas enziméticos.V{Dentro de las enzi--
mas de mayor potencial econdémico a corto plazo, se encuen--
tra la Glucosa Isomerasa. Esta enzima cataliza la conver--
sién de D-Glucosa a D-Fructosa y en realidad es una xilosa
isomerasa cuyo nombre correcto es (D-xilosa cetol isomerasa
E.C. 5.3.1.5). E1 interés comercial de esta enzima radica
en que a través de su actividad se produce fructosa que es
un azflicar de 1.7 veces mayor poder edulcorante que la saca-
rosa (Mermeslstein, 1975) y de 2.4 veces la glucosa.

Debido a que la reaccidén alcanza el equilibrio aproxima
damente al 50% de conversién, para obtener fructosa pura, se
requiere llevar a cabo procesos de separacién. Sin embargo,
es posible obtener jarabes con un contenido del 42% sin nece
sidad de separar los azlicares ya que estos jarabes fructosa-
"~ dos tienen propiedades similares al azlGcar invertido (War- -
drip, 1971).

Se han reportado un gran nfimero de microorganismos que
producen esta actividad, entre los que se encuentra Pseudo-

monas hydrophila (Marshall and Kooi, 1957), Aerobacter - - -

cloacae (Sato and Tsumura, 1964; Tsumura and Sato, 1961), --
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Bacillus megatherium (Takasaki, 1964), Aerobacter aerogenes

(Natake, 1964), Lactobacillus brevis (Yamanaka, 1963; 1968)

Escherichia intermedia (Natake, 1966), Streptomyces phaeoch-

romogenes (Tsumura and Sato, 1965; Tsumura et al., 1967; - -

Strandberg and Smiley, 1971), Brevibacterium pentoaminoaci--

dinum (Ichimura, 1965), Streptomyces albus (Takasaki, 1966,

Bacillus coagulans (Yoshimura et al., 1966; Danno, 1970); --

Streptomyces griseolus (Giovenco et al., 1973), Paracolobac-

terium aerogenoides (Takasaki and Tgnabe, 1961), etc.
Marshall y Kooi en 1957, fueron los primeros que repor-
taron esta actividad de isomerasa en células crecidas en D-

xilosa de Pseudomonas hydrophila, pero requerian la presen--

cia de arsenato. Posteriormente se descubrieron otros micro
organismos que tenfan esta misma propiedad de convertir glu-
cosa en fructosa, pero estas enzimas también requeridn la pre
sencia de arsenato para poder llevar a cabo la reaccién (Na-
take and Yoshimura, 1963; 1964). En 1966, Natake purificé -
la enzima que convertia Glucosa en Fructosa hasta homogenei-
dad y vio que la enzima podia isomerizar Glucosa 6-fosfato -
en ausencia de arsenato por lo que probablemente se tratara
de la enzima fosfo glucosa isomerasa (E.C.5.3.1.9) Yamanaka

(1963) encontrd la misma actividad en Lactobacillus brevis -

crecido en D-Xilosa, pero esta enzima no requeria de la pre-
sencia de arsenato por lo que se concluybé que se trataba de
enzimas diferentes. Esta enzima encontrada en este microor-

ganismo, fue purificada parcialmente, observdndose que la --



relacién de actividad entre glucosa y xilosa permanecia cons
tante a través de la purificacién (Yamanaka, 1963), lo cual
sugiridé que la glucosa isomerasa y la xilosa isomerasa eran
la misma enzima. Asi, no se ha encontrado una verdadera glu
cosa isomerasa, sino que se trata de una xilosa isomerasa --
con actividad hacia glucosa;, aunque hay algunas isomerasas -

como la producida por Pasteurella pestis A-1122 que no tiene

actividad hacia glucosa (Slein, 1962).

Las especies de Streptomyces, probablemente han sido --
las méds estudiadas como fuente de Glucosa Isomerasa que cual
quier otro género. Sato y Tsumura (1967) fueron los prime--

ros en descubrir en Streptomyces phaeochromogenes cepa SK, -

la actividad de glucosa isomerasa. Al purificar la enzima,
observaron que para isomerizar glucosa y xilosa s6lo se re--
queria la presencia de magnesié y cobalto para 1la actividad
completa y que la presencia de magnesio protegia a la enzima
de la inactivacidn, asi como la glucosa la protegfia de la --
desnaturalizacién por calor. Takasaki (1966), buscé microor

ganismos que ademds de producir la enzima fueran capaces de

asimilar xilanos, asi encontrd la cepa de Streptomyces albus

(Takasaki, et al., 1969). Observidndose que era esencial la
.presencia de xilanos o xilosa para la produccién de glucosa
isomerasa y que esta produccién se veia aumentada por'la pre
sencia de cobalto en el medio de fermentacién; para el siste-
ma in vitro, la enzima también requirié la presencia de magne

sio y cobalto para la actividad. Yoshimura (1966), selecciond



de entre 300 microorganismos que crecfan en xilosa como -

fuente de carbono a una cepa de Bacillus coagulans HN-68,

que producia glucosa isomerasa en medios que contenfan xi
losa y ademds la produccién se aumentdé cuando se propor--
cioné manganeso en el medio de cultivo. Las propiedades
de esta enzima, asf como sus condiciones de reaccién la -
hicieron atractiva para su utilizacibén a nivel industrial.
Esta enzima requiere la presencia de cobalto para isomeri
zar glucosa y ribosa, pero manganeso para xilosa (Danno,
1970). También se vio que metales como Co++, Mn** y Nit*
protegian a la enzima de inactivacién al calor.

Para producir la enzima a gran escala, una vez que -
se tiene el microorganismo productor de la enzima, selec-
cionado, se requiere de la optimizacién de las condicio--
nes de fermentaci6n para obtener los miximos rendimien--
tos de actividad producida. Existen varios componentes -
del medio que estimulan la produccién de glucosa isomera-
sa, esencialmente, el sustrato inductor que es la xilosa
(Yamanaka, 1963; Takasaki et al., 1969), como este es un
azGcar caro, se ha buscado reemplazarlo por xilanos o con
sustratos que los contengan. Para aumentar la produccién
de enzima se han obtenido una gran cantidad de cepas mu--
tantes que son hiperproductoras, que son resistentes a re
presidén catab6lica o que son constitutivas, (Sanchez and
Quinto, 1975).

La Glucosa Isomerasa por tratarse de una enzima in--

34
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tracelular es una enzima cara, ya que los procesos de ob-
tencidn elevan mucho los costos del producto. Generlamen
te se ha utilizado a la célula completa para convertir --
glucosa a fructosa (Yoshimura, et al., 1966; Tsumura et -
al., 1967; Takasaki, 1969). Las células de Streptomyces
albus se lisan a temperaturas menores de 50°C liberindose
la enzima (Takasaki et al., 1069), pero el calentamiento

a mds de 60°C durante 10 minutos, fija a la enzima a la -
célula. Es relativamente facil immovilizar Glucosa Isome
rasa dentro de la célula.de Streptomyces, ya que ésto puede
hacerse solamente incubando a las células en solucidn acuo-
sa con sales inorgénicas. Se ha desarrollado otro proce-
so de inmovilizaci6bn de la enzima a la célula para ser uti
lizada en proceso continuo.

Para su utilizacidn, las cé&lulas también han sido in-
movilizadas por atrapamiento o microencapsulacidén tanto --
por métodos: fisicos como quimicos (Kolorik et al., 1974; -
Vieth et al., 1973).

Un factor de gran importancia es la estabilidad de -

. la actividad enzimatica bajo las condiciones de reaccidn.
ComGnmente se han hecho intentos de estabilizar enzimas -
por inmovilizacibén, en este caso particular a la Glucosa

Isomerasa, fijando la enzima a la cé&lula, pero hay que to-
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mar en cuenta una serie de factores para poder evaluar la

estabilidad de estas preparaciones debido a que es posible
que se presenten resistencias difusionales o efectos en el
microambiente que podrian causar un aumento aparente en la
estabilidad de la enzima inmovilizada sobre la estabilidad
de la enzima soluble cuando este efecto puede ser solo apa
rente.

Desde hace aproximadamente 10 afios,. se empezd a utili
zar la actividad de Glucosa Isomerasa para producir jara--
bes fructosados a partir de hidrolizados de almidén y a un
costo menor que el del azfGcar invertido.

En 1975, se produjeron en los Estados Unidos entre --
1 400 - 1 800 millones de libras de jarabes fructosados. -
Estos jarabes contienen aproximadamente el 71% de s6lidos,
son cristalinos e incoloros, pueden manejarse con instru--
mental similar al empleado para azficar invertido o jarabes
de glucosa, y deben almacenarse aproximadamente entre 30°C
y 35°C para prevenir su cristalizacién (Robinson, 1975). -
El jarabe normal contiene aproximadamente un 42% de fructo
sa y es tan dulce como un jarabe de sacarosa y no contiene
sabores ni olores que enmascaren otro tipo de sabor u olor,
por lo que se utiliza en muchos productos alimenticios; --
otra ventaja que tienen es su alta presién osmética que lo
previene de contaminacién microbiana. A continuacién se -
muestra un andlisis de un jarabe comercial producido por -

Clinton Corn Processing Co, (Hamilton et al., 1974).



S6lidos 71 %
Humedad 29 %
Cenizas 0.03 %
Dextrosa 50 %
Fructosa 42 %

oo

Otros sacaridos 8

Para la produccién de estos jarabes, se ha utiliza-
do en general a la Glucosa Isomerasa dentro de la célula
y en células inmovilizadas para la produccién en lote y
continua a escala industrial, como por ejemplo la utili-
zada por Novo Industri A/S (Zittan et al., 1975). Esta
forma de utilizacidn tiene muchas desventajas, por ejem-
plo, por presentar actividad especifica baja, se requie-
ren de grandes vollimenes para obtener la productividad -
deseada, en consecuencia, los reactores deben ser de - -
gran capacidad ybésto incrementa mucho los costos de ope
racién y produccidn; ademds se presentan problemas se---
rios de difusién del sustrato y del producto a través de
la membrana, también el producto final puede ser contami
nado con productos de degradacién de la célula, lo que -
puede alterar el olor, color, sabor, etc., de éste.

El inmovilizar a la enzima libre en un soporte s6li
do, posee mayores ventajas que el retenerla finicamente -
dentro de la célula, puesto que se puede inmovilizar a -

la enzima libre de otros contaminantes celulares obte---

St



niéndose preparaciones con Actividad Especifica elevada,
reduciénddse los voliGmenes de enzima empleados para un -
proceso, y asi reducir los costos de éste. Como se ob--
tiene un mayor grado de pureza del producto final Yy se -
puede recuperar la enzima para su reutilizacién, el po--
tencial de uso a gran escala es muy amplio.

La Glucosa Isomerasa se ha inmovilizado por distin-
tos métodos y a diferentes soportes como por ejemplo la

enzima de Streptomyces phaeochromogenes se ha inmoviliza

do por enlace covalente a esferas de vidrio poroso - - =
(Strandberg and Smiley, 1972), a esferas de vidrio recu-
biertas con Zirconio (Havewala and Pitcher, 1974; Lee et
al., 1976), por atrapamiento en polimeros de acrilamida
(Kasumi et al., 1974), y por adsorcién a DEAE-Sephadex -
(Tsumura and Ishikawa, 1967) y a DEAE-Celulosa (Schnyder,

1974). La enzima de Streptomyces griseolus ha sido inmo

vilizada por atrapamiento en fibras de triacetato de ce-

lulosa (Giovenco et al., 1973) y la de Bacillus coagu-- -

lans por adsorcidén a DEAE-Celulosa (Huitrén and Limén --
Lason, 1978).

Se ha reportado que las preparaciones obtenidas por
unidén covalente y atrapamiento presentan una menor reten
cidén de actividad que las obtenidas por adsorcién. Por
otro lado, es importante mencionar que la inmovilizacién
por adsorcién presenta las siguientes ventajas: es simple

y rdpida, las condiciones de inmovilizacién son suaves,
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es econdmica, se puede reutilizar el soporte, se puede pu
rificar la enzima al inmovilizar, y como el sustrato y el
producto de la Glucosa Isomerasa son moléculas neutras, -
se pueden utilizar altas concentraciones de sustrato du--
rante la operacidén continua.

Cuando se inmovilizé 1la, Glucosa Isomerasa de Baci---

llus coagulans a diferentes soportes de intercambio iéni-

co, se observé que mayor retencidn de actividad en DEAE-
Celulosa que en DEAE-Sephadex y AE-Celulosa. La retencidn
de actividad encontrada fue de 93-100% en relacidn a la -
inicial y se obtuvieron preparaciones con una actividad -
especifica de 1700 unidades/1 gramo de soporte en base se
ca (Huitrdén and Limén-Lason 1978). Cuando se utilizé la
Glucosa Isomerasa inmovilizada, en forma continua, se ob-
serv6é una disminucibén de la actividad durante el tiempo -
de operacién. Se pensé que esta pérdida de actividad se
debia principalmente a desorcién, ya que al final de la -
reaccién se recuperd muy poca protefna y porque la desor-
cidén de la actividad aumenté, él aumentar la concentra---
cidén de Mg++ durante la operacién contfinua (Huitrén and -
Limén-Lason, 1978%. E1 presente trabajo tiene como objeti

vo el inmovilizar a la Glucosa Isomerasa de Bacillus coa-

gulans e intentar mejorar su estabilidad operacional por
entrecruzamiento de la enzima después de su inmovilizacién

a DEAE-Celulosa.
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MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS:

Como fuente de enzima, se utilizé una preparacidn -
cruda de Glucosa Isomerasa de Bacillus coagulans propor-
cionada por Novo Industri A/S de Dinamarca. La DEAE-Ce-
lulosa (DE-52) de Whatman Biochemicals Ltd., Inglaterra.
La Dextrosa (anhidra), el tartrato de sodio y potasio,
el CuSO,.5H,0, el MnClZ.HZO, el (NH4)2804, el NaCl, - -

Na CO3 y la Glicina de J.T. Baker, S.A. de C.V., México.

2
La AlbGmina Sérica Bovina se obtuvo de Sigma Chemical -
Company, E.U.A. E1 Acido Maléico, el cloruro de cistei
na, la solucidén de glutaraldehido al 25%, el MgSO4.7H20,

el CoCl,.6H,0, la D-Fructosa, el Etanol, el Reactivo de

2 2
Folin Ciocalteu, el HZSO4, el HC104 y el NaOH de E. Merck,
Alemania, E1 Carbazol de Hopkin and Williams, Ltd., In-

glaterra.
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METODOS :

Sistema de Ensayo para la Determinacién de

Actividad de Glucosa Isomerasa.

La actividad enzimética, durante el proceso de puri-

ficacién, se determind en el siguiente sistema:

a) Solucién de D-glucosa 0.55 M contenien

do MgS0,.7H,) 0.02 M y CoCl,.6H,0 0.002

M en buffer de maleatos 0.2 M, pH 6.8 20.0 ml
b) Solucién de enzima 0.5 ml
c) Agua 19.5 ml

La solucién que contenia el sustrato, los metales y -
el agud, se preincubé en un bafio maria a 69°C durante 5 mi
nutos para asi obtener una temperatura en el sistema de --
reaccidén de 65°C. Desde el inicio de la preincubacién se
mantuvo' una agitaci6én de 1000 rpm con un agitador de vari-
1la "Ca*framo" Mod. R 2 R1-64 Wiarton, Canadi.

La' reaccién se inici6 adicionando la enzima al sustra-
to, y a'los 0, 3, 6, y 9 minutos de incubacidn se tomaron -
muestras de 2 ml los cuales fueron adicionados a 10 ml de -
HC‘IO4 0.1 M con el objeto de detener la reaccién. La fruc-
tosa producida durante el proceso fue determnada en alicuo-

tas de distinto volumen.



43

Para el ensayo de la actividad soluble e inmovilizada

en reactor en lote, se utilizaron los siguientes sistemas:

Soluble Inmovilizada
*

a) Solucién de glucosa 0.55M

en agua ajustado al pH de

la solucién a 6.8 20.0 ml 20.0 ml
b) Enzima 0.5 ml 6.0 ml
c) Solucidén de MgSO4.7H20, 1M 0.4 ml 0.4 ml
d) Solucién de C0C12.6H20, 0.02 M 2.0 ml 2.0 ml
e) Agua ajustada a pH 6.8 17.3 ml 11.8 ml

* Donde se utiliz6é una concentracién mayor de glucosa,-

se especifica en la figura.

La enzima junto con sus metales y el agua, asi como la
solucién de glucosa fueron preincubados durante 5 minutos a
69°C para obtener una temperatura en los sistemas de 65°C;
la solucidén que contenia la enzima se mantuvo en agitacidn
con un agitador de varilla. La reaccién se inicié adicio--
nando el sustrato a la enzima y a los 0, 3, 6 y 9 minutos,
se tomaron muestra de 2 ml que se agregaron a tubos de ensa
ye que contenian 10 ml de HC1040.1 M, y de aqui se tomaron
las alicuotas para la determinacién de fructosa. Se tuvo -
la seguridad de que en el rango de tiempo utilizadc se man-
tuviera una relacidén lineal entre el tiempo de reaccién y -

la actividad enzimidtica.



Determinacién de D-Fructosa

La D-fructosa producida durante la reaccién se deter-
miné usando una modificacién del método de cisteina-carba-
zol-sulffirico reportado por Dishe-Borenfreund (1951). A
una muestra de 0.5 ml, se le afiadié 0.1 ml de solucidn de
cisteina al 2.5% en agua, se preincubd a 30°C durante dos
minutos y se agregaron 3 ml de solucién de HZSO4 al 80%, -
el cual se mezcld previamente con una solucibén de carba--
zol al 0.4% en etanol, con una relacién &cido-carbazol de
100:1. Se incubbé a 30°C durante 30 minutos, y al término
de este tiempo se leyd la densidad 6ptica a 560 nm en un -
colorimetro '"Spectronic 20'", Baush and Lomb. Fue necesa--
rio hacer la lectura a 1los 30 minutos exactamente, ya que
a medida que transcurre el tiempo sigue aumentando la in--
tensidad del color.

Para determinar la fructosa de los problemas se utili
z6 una curva stdndar donde se grafica densidad 6ptica con-
tra la concentracién de fructosa. En la Figura 1, se pue-
de ver que la densidad 6ptica guarda una relacidén lineal -

con concentraciones de D-fructosa hasta de 0.5 umoles.

44
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Figura

0

Curva Estandard de D-Fructosa. Para la de-
terminacién de D-fructosa se siguidé la modi
ficacién del método de Dische-Borenfreund -

descrito en Materiales y Métodos.
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Determinacién de Proteina

La proteina de las distintas fracciones ‘de 1a purifi-
cacidon, de la proteina inmovilizada y de la soluble se de-
termind por el método de Lowry et al. (1951). Una muestra
de 1 ml se hizo reaccionar con 5 ml de una solucién de - -
Na2C03 al 2% en NaOH que contenia CuSO4.5H20 al 1% en agua
y Tartrato de sodio y potasio al 2% en agua en una relacién
de solucién de NaZCO3 - Cu y Tartrato de 50:1. Después de
10 minutos se agregé 0.5 ml de reactivo de Folin Ciocalteu
diluido 1:1 en agua; después de 30 minutos de reaccién se
leyd densidad 6ptica a 590 nm en un colorimetro Spectronic
20. La concentracibén de proteina de los problemas fue cal

culada utilizando la cuérva standar de albémina sérica bo-

vina que se muestra en la Figura 2.

Obtencién de la Actividad de Glucosa Isomerasa

Para la obtencién de la glucosa isomerasa se siguié -
el método de Huitrdén y Col., (1978). Es decir se prepard
una suspensién al 4% de enzima cruda en una solucidén amor-
‘tiguadora de maleato 0.05M a pH 6.8 que ademis contenfia --
Mg++ 0.01M (P]); se centrifugé a 12 000 rpm en una centri-
fuga "Sorvall' Modelo R.C. 2.B, durante 30 minutos a 4°C,
(Temperatura a la cual se llevaron a cabo todos los demis

pasos de la purificacién). E1 precipitado obtenido se de-
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Figura

2

Curva Bstandard de Protefna. Se siguid el -
método de Lowry et al., descrito en Materia-
les y Métodos, utilizando como referencia --

una solucibén de albimina sérica bovina.
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sechdé y al sobrenadante (81) se le adicionb MnCl2 1M, pH
7, hasta llevarlo a una concentracién final de 0.05 M; -
después de 1.5 hs. se eliminé el precipitado centrifugan
do a 12 000 rpm durante 10 minutos y en el sobrenadante

(SZ) se precipitdé la proteina llevando hasta 70% de satu
racidén con (NH4)ZSO4. Al término de 2 hs., se centrifu-
gd nuevamente durante 15 minutos a 12 000 rpm y el preci
pitado obtenido (PS) fue resuspendido en agua a pH 6.8

A las fracciones de la purificacién (P1, S1 y PS)’

se les determiné actividad y concentracién de protefina y

se calculd la actividad especifica y el rendimiento obte

nido.

Inmovilizacién de la Actividad de Glucosa Isomerasa.

Se 1llevd a cabo siguiendo una modificacién del méto
do reportado anteriormente (Huitrén and Limén-Lason, - -
1978). En un vaso de precipitados colocado sobre hielo,
se agregaron 10 ml de una suspensién que contenfia 200 mg
(peso seco) de DEAE-Celulosa (DE-52) y se agité lentamen
te con un agitador magnético "Corning" modelo PC-353, a
esta suspensién se le adicionaron 7.5 ml mas de agua y -
posteriormente se fue adicionando lentamente 2.5 ml de -
la solucidén de enzima (PS) la cual contenia 37 mg de pro

tefna por mililitro, se mantuvo el sistema de inmoviliza
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cidn en agitacién continua durante 15 minutos mds. Al --
Término de este tiempo, se filtré el complejo insoluble -
DEAE-Celulosa-Glucosa Isomerasa en un filtro Millipore ti
po XX100 2500 con membrana de 1.2 p de diametro de poro,

y se pasaron después 200 ml de agua destilada fria con lo
cual se lavd el exceso de protefina no adsorbida. Poste--
riormente al derivado isoluble se le agregd agua hasta ob
tener una suspensidén al 1% del derivado en base al peso -
inicial del soporte. Se determiné la actividad de Gluco-
sa Isomerasa asi como la proteina inmovilizadas y en las

fracciones de filtracidén y de lavado en la forma descrita
anteriormente. Para los casos en los que se utilizaron -
mds de 200 mg de soporte, se mantuvo la proporcién entre

el peso del soporte, concentracién de proteina agregada y

volumen de inmovilizacién.

Determinacion de la Proteina y Actividad de la

Glucosa Isomerasa después de desorcidn.

Tres mililitros de la suspensién de Enzima inmovili
zada, se colocaron dentro de un filtro Millipore con mem
brana de 1.2 u de didmetro de poro. Se le pasaron 15 ml
de NaCl 1M, los cuales fueron colectados en tres fraccio
nes de 5 ml cada una. En cada una de estas fracciones -
se determind la concentracidén de proteina por el método

de Lowry ya descrito. También se determiné la actividad

S5
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en la forma descrita anteriormente. Se tuvo la seguridad
de que a la concentraci6én de NaCl utilizada no se observa
ra ninguna interferencia sobre la determinacién de la ac-

tividad enzimdtica ni sobre la determinacién de proteina.

Entrecruzamiento de la-Glucosa Isomerasa

Inmovilizada

A partir de una solucién de glutaraldehido al 25%, -
se prepararon soluciones de glutaraldehido a concentra- -
ciones entre 0.15 y 0.75% las cuales fueron utilizadas pa
ra el proceso de entrecruzamiento. A 200 mg del complejo
insoluble resuspendidos en 10 ml de agua, se le fueron afia
diendo lentamente 20 ml de la solucidén de glutaraldehido
a la concentracibén que se quiera probar, manteniendo la -
agitaci6én lenta en forma contfnua y a temperatura ambien-
te. Al término de una hora de reaccién se elimind el ex-
ceso de glutaraldehido por medio de filtracién en filtro
Millipore y‘se lavé con 100 ml de agua destilada. E1 de-
rivado obtenido se resuspendié en agua destilada hasta --

una concentracién del 2% en base al peso seco del soporte.

Neutralizacién de grupos aldehido libres.

Con el objeto de neutralizar el exceso de grupos al-

dehido libres susceptibles de reaccionar entre si, se pro



baron soluciones de glicina a concentraciones de 0.1, 0.2
y O.SM. A una suspensidn de 200 mg de derivado en 5 ml -
de agua, se le agregé lentamente 30 ml de la solucidn de

glicina en frio, manteniendo al sistema en agitacidén con-
tinua durante 15 minutos, al término de la reaccidén se se
pard el derivado isoluble del medio de reaccién por medio
de filtracidén, después se 1lavé con agua destilada fria --
con un volumen aproximadamente de 10 veces mayor al del

sistema, y se resuspendidé en agua a la que previamente se

le ajust6 el pH a 6.8

Proceso Continuo de Conversién de D-Glucosa a

D-Fructosa

Para el proceso continuo de conversién se utilizaron
columnas de cromatografia de Pharmacia Fine Chemicals ti-
po K 16/20 con chaqueta, por donde se recirculdé agua uti-
lizando un recirculador de agua 'Haake'" modelo E-52 para
mantener la temperatura a 65°C en las columnas.

En las columnas del tipo K 16/20 (1.6 cm X 20 cm) se
agregaron 200, 500 y 1000 mg del derivado insoluble en ba
se al peso seco del soporte.

A través de las columnas se hizo pasar una solucién

+

de D- glucosa 1.0M que contenfa Mg’ ' 0.005M y Co** 0.001M
siendo el pH de esta solucién de 6.8, esta fue introduci

da por la parte superior de la columna impulsada por una

5



bomba peristdltica de Pharmacia modelo P-3, con un flujo
de salida de 10 ml1/h. Las columnas estaban conectadas a
un colector de fracciones LKB Ultro Rac en el que se re-
colectaron fracciones de 0.85 ml y 1.8 en tubos de ensa-
ye que contenian 5.0 ml de HC10, 0.1M. La D-fructosa --
producida en el tiemﬁo fue determinada en las fracciones
haciendo diluciones y utilizando el método descrito ante

riormente.
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RESULTADOS

Obtencidn de la Actividad de Glucosa Isomerasa

Se partié de una prepa}acidn cruda de Bacillus coa-
gulans la cual fue resuspendida en buffer maleatos pH --
6.8, se centrifugé y el sobrenadante obtenido fue someti
do a precipitacibn adicionando MnCl2 1M hasta obtener --
una concentracién final de Mn'' de 0.05M. Del sobrena--
dante obtenido se precipit6 la proteina con'(NH4)ZSO4 al
70% de saturacibn y este precipitado se resuspendib en -
agua a pH 6.8. En la Tabla I se muestran los resultados
obtenidos; la suspensibn de extracto crudo tuvo una acti
vidad especifica de 3.5 U/mg de protefna y el precipita
do de sulfato de amonio de 15.8 U/mg de protefna, obte--
niéndose un factor de purificacién de aproximadamente 5

veces y un rendimiento del 52%.

Inmovilizacién de la Actividad de Glucosa Isomerasa

Para el proceso de inmovilizacién se emple6 la pre-
paracibn obtenida después de precipitar con sulfato de -
amonio ya que se habfa visto anteriormente, que la enzi-
ma después de cromatografia en DEAE-Sephadex resultaba -

ser mds inestable que la obtenida después de precipitar
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TABLA I

OBTENCION DE GLUCOSA ISOMERASA

Fraccibn Volumen final Proteina total Actividad Actividad gspecifica Rendimiento
(ml) (mg) (unidades) (unidades /mg P) (%)
Extracto crudo 61.2 759.5 2655 3.5 100
;)
Sobrenadante
(S1) 525 346.5 2798 8.0 105
Después de MnCl, 50 109.8 1611 14.6 60
(S,)
Precipitacién con
(NH,) S0,
50 88 1393 15.83 52

(P5)

®

1

Unidad = 1umol

de D-fructosa x min~

1

£S



con sulfato de amonio.

-Como se reporté anteriormente (Huitrén and Limén- - -
Lason, 1978), el soporte de intercambio iénico que retu-
vo mayor actividad de Glucosa Isomerasa fue la DEAE-Celu
losa (DE-23) pero por limitaciones administrativas no se
pudo disponer para este estudio de una DEAE-Celulosa del
mismo tipo y en su lugar se empled una DEAE-Celulosa (DE-
52). Debido a que se busca aumentar la estabilidad opera
cional del derivado DEAE-Celulosa-glucosa isomerasa, se -
pensé en el entrecruzamiento de la enzima con reactivos -
bifuncionales después de su inmovilizacién. Para que ha-
ya entrecruzamiento intermolecular de la enzima es indis-
pensable, que el soporte esté saturado con moléculas de -
proteina. Por lo que se determiné el rango de satura---
cién del soporte de acuerdo a los resultados obtenidos -
por Huitrén y Limén-Lason (1978). Asf también fue nece-
sario checar la preparacién y caracterizacién de la enzi
ma inmovilizada a DEAE-Celulosa (DE-52).

Como se puede ver en la Tabla II, bajo condiciones
de saturacién del soporte, hay un aumento de la actividad
inmovilizada con respecto a la soluble, ya que el deriva-
do insoluble presentd una actividad de 2726 unidades/g de
soporte lo que corresponde a un incremento en la activi--
dad del 55%. La actividad especifica se vié que aument$
de 10.0 unidades/mg de préteIna a 20.7 unidades/mg de --

proteina lo que corresponde a un aumento del 100%; con el
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TABLA 1II

OBTENCION DE GLUCOSA ISOMERASA INMOVILIZADA

Soporte Actividad i Actividad Proteina Actividad especifica
a a
(unidades /g de sop.) Retenida (mg/g de sop.) (unidades /mg Proteina)
Agregada Retenida (%) Agregada Retenidab Agregada Retenidab
DEAE-Celulosa 1756 2726 155 175 132 10 20.65
(DE-52)
& 1

1 unidad = 1 umol de D-fructosa X min~
b
Se determiné después de desorber la protefna del soporte

con NaCl 1.0M

6S



objeto de determinar si esta '"activacidn'" de la enzima -
inmovilizada se conservaba después de la desorcién, la -
enzima fue desorbida del soporte en NaCl 1.0M. En la Ta
bla III se observa que la actividad, después de haber si
do desorbida la enzima, fue de 2270 unidades/g de sopor-
te, esto indica que aunque la actividad disminuyd con --
respectoa a la inmovilizada, cuando se compar6 con la so
luble, el aumento en la actividad correspondid a un 29%

mis, siendo la actividad especifica un 72% mayor que la

Actividad Especifica de la enzima soluble.

Determinacién del Km aparente

Con el propdsito de determinar el Km aparente de la
enzima inmovilizada, se determiné la actividad a diferen
tes concentfaciones de sustraté: 0.55, 1.1, 1.6, 2.2y -
2.7 M, a tiempos en los que se tuviera velocidad inicial
de la reaccién. Para calcular el Km aparente de la enzi
‘ma inmovilizada se empled el método de dobles reciprocas

de Lineweaver-Burk. Utilizando una concentracién de Mg++

60

de 0.005 M los valores de Km aparente fueron de 1.9 X 10-1

1

M para la enzima inmovilizada y de 1.7 X 10° 'M para la -

enzima soluble.

= 4



TABLA III

EFECTO DE LA INMOVILIZACION Y DESORCION SOBRE LA ACTIVIDAD DE
GLUCOSA ISOMERASA

Enzima Actividad Actividad Retenida Protefna Actividad Especifica
a a
(unidades /g de sop.) (%) (mg/g de sop.) (unidades /mg de P.)
Soluble 1756 100 41785 10
Inmovilizada 1756 155 132 20.65
Desorbidab 2270 129 132 17.2

2
1 unidad= 1 umol de D-fructosa X min” "
b

Se determindé después de desorber la proteina del soporte

con NaCl 1.0M

L9
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Efecto del pH

A la glucosa isomerasa inmovilizada se le determind
el pH 6ptimo, encontrdndose un valor de 6.8 (Fig. 3), el
cual difiere del valor de 7.2 obtenido para la enzima so

luble.

Estabilidad a la temperatura.

La preparacidén de enzima inmovilizada se preincubd
durante varias horas a 40°, 60° y 70°C en presencia de
0.01 M de Mg++ y pH 6.8, y a diferentes tiempos la acti
vidad residual se determiné a 65°C. Como se puede ver
en la Figura 4 la curva de pérdida de actividad sigue -
cinética de primer orden. A 40°C la actividad se mantie
ne al 100% hasta 24 horas de preincubacién; a 60°C, la
actividad disminuy6é un 5% en el mismo tiempo, ademds a -
esta temperatura la pérdida de actividad fue igual para
la enzima inmovilizada que para la soluble, en cambio --
a 70°C, a las 24 horas se pierde un 25% de la actividad
inicial. En base a estos resultados se calcularon las -
vidas medias a las tres temperaturas, siendo éstas: a --

40°C de 528 horas, a 60°C de 192 horas y a 70°C 55 horas.
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Figura

Efecto del pH sobre la actividad de 1a Glu-
cosa Isomerasa soluble e inmovilizada. La
determinacién de actividad se 1levd a cabo
de acuerdo al ensayo descrito en Materiales

y Métodos, variando Gnicamente el pH.

Enzima soluble (@); Enzima inmovilizada --

(®).
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Figura

|

Estabilidad de la Glucosa Isomerasa a Ja==
Temperatura en presencia de Mg++ 0.01M. A
diferentes tiempos se obtuvieron muestras -
en las que se determiné actividad de acuer-

do a lo descrito en Materiales y Métodos.

Enzima soluble (©); Enzima inmovilizada --

(@).
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Produccién continua de D-Fructosa

Del complejo insoluble DEAE-Celulosa-Glucosa Isome-
rasa se tomaron 200 mg en base al peso seco del soporte,
y fueron colocados dentro de'una columna de 1.6 X 20 cm
a 65°C, pasindole el sustrato por la parte superior y --
manteniendo una velocidad de flujo de salida de 10 ml/ho
ra. E1 efluente fue colectado en tubos de ensaye que --
contenfan 5 ml de HC104 0.1 M, ésto fue con el objeto de
inactivar la enzima que se estuviera desorbiendo del so-
porte y que pudiera alterar los resultados de las conver
siones reales. De estas fracciones se hicieron las dilu
ciones apropiadas para la determinacién de la D-fructosa
producida durante el proceso.

Como se muestra en la Figura 5, a medida que transcu
rrié el tiempo de operacibn, la actividad fue disminuyen-
do con respecto a la inicial, éncontrindose que a las 20
horas de reaccidén s6lo se contaba con el 50% de la activi
dad, al término de la reaccién s6lo se recuperd el 13% de
la proteina inmovilizada origimal, lo cual indicé que la
pérdida de actividad era debida principalmente a desor---
cién inespecifica de la proteina.

Como se menciond anteriormente una posibilidad de me

jorar la estabilidad operacional de las columnas, serfa -
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Figura

5
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Conversi6én continua de D-Glucosa a D-Fructosa
200 mg de Glucosa Isomerasa-DEAE-Celulosa fue
ron colocados en una columna mantenida a una

temperatura de 65°C, y se les pas6é una solu---
cién de Glucosa 1.0M a pH 6.8, conteniendo --
Mg++ 0.005M y co*t 0.001M, a una velocidad de
flujo de 10ml/hora. La conversién inicial --

fue del 41%.



entrecruzando la enzima con un reactivo bifuncional des-
pués de l1a inmovilizacién. E1 reactivo bifuncional mis
empleado para el entrecruzamiento de proteina ha sido el
glutaraldehido. Este compuesto reacciona con los e ami -
no de la lisina, dando como resultado la formacidén de un
enlace imino (Monsan et al., 1976).

Los derivados enzimidticos insolubles en agua, prepa
rados por adsorcidn de la enzima a soportes de intercam-
bio iénico y seguido por entrecruzamiento de las molécu-
las de proteina con un reactivo bifuncional, tendrian 1la
ventaja de que las moléculas formarian una monocapa en -
la superficie de las particulas.del soporte que daria co
mo resultado una mayor estabilidad operacional de las co
ijumnas. Sin embargo, para usar un reactivo de este tipo
es requisito indispensable el que no inactive a la enzi-
ma inmovilizada; también es importante considerar que pa
ra obtener una monocapa estable es necesario que el so--
porte se encuentre saturado con moléculas de proteina an
tes del entrecruzamiento. Por ser el glutaraldehido un
reactivo simple de fdcil menejo y muy utilizado en el en
trecruzamiento de proteinas, se decidi6é emplearlo para -
el entrecruzamiento de la Glucosa Isomerasa después de -
su inmovilizacidén a DEAE-Celulosa.

Una vez que se contaba con las condiciones de satu-
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racién del soporte requeridas, se investigéfel efecto del)

|

glutaraldehido sobre la retencidn de la proteina al sopor |



te y sobre la actividad inmovilizada.

Se probaron diferentes concentraciones de glutaralde
hido; inicialmente fueron de 0.006%, 0.033% y 0.16%. En
la Figura 6, se puede ver que con la menor concentracidn
de glutaraldehido se pierde el 65% de la actividad ini--
cial y ademds, al tratar esfe complejo con NaCl 1M, se -
desorbe aproximadamente el 99% de la proteina inmoviliza
da. A medida que va aumentando la concentracién de glu-
taraldehido, la pérdida de actividad es menor, al mismo
tiempo la desorcidén de la proteina disminuyé cuando se -
tratd el derivado con NaCl 1.0M.

Cuando se utilizé una concentracién de glutaraldehi
do de 0.166%, la actividad con respecto a la enzima inmo
vilizada fue de un 78%, pero comparando con la enzima so
luble la actividad siguié siendo mayor en un 24% y se re
tuvo el 22.8% de la proteina alin después de desorber con
NaCl 1.0M (Tabla IV). Al aumentar la concentracién de -
glutaraldehido al 0.25% se encontro que el porcentaje de
desorcién de la proteina fue solo del 10%, y la activi--
dad, aunque también disminuyd como cuando se empled Glu-
taraldehido al 0.166%,.siguié siendo mayor que la activi
dad de la enzima soluble. En base a estos resultados se
decidié emplear esta concentracidn de glutaraldehido pa-
ra el entrecruzamiento de la enzima inmovilizada que se-
ria utilizada en el proceso continuo.

En la Figura 7 se muestra una grafica de actividad

71



Actividad (% de la Inicial)

|00|—

-100

0 0.05 0.10 0.15 0.20

Concentracién final de Glutaraldehido (%)

7.2

Proteina desorbida (% de la Inicial)



Figura

Efecto del glutaraldehfdo sobre la actividad -

de la Glucosa Isomerasa Inmovilizada. E1 en--

trecruzamiento con glutaraldehfdo se 1llevé a -
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cabo seglin lo descrito en Materiales y Métodos.

La actividad se determiné en reactor en lote
después de lavar el exceso de glutaraldehido.
La proteina fue determinada por el método de

Lowry et al., después de desorber con NaCl -

1.0M.

Actividad ( @ ) Proteina desorbida ( o

)



TABLA IV

ACTIVIDAD DE GLUCOSA ISOMERASA INMOVILIZADA Y ENTRECRUZADA
CON GLUTARALDEHIDO. '

Glutaraldehido Actividad total Actividad después de Protefna inmovilizada® Proteina desorbida®

a
(%) (unidades /g Sop) Entrecruzamiento (mg/g sop.) (mg/g soporte) (%)
0.00 2393 100 (158)b 107 107 100

0.166 1877 78 (124) 107 24 .4 22.8

a 1 unidad = 1 umol de D-fructosa x min”’
b Actividad con respecto a la enzima soluble

(< Determinada después de desorber con NaCl 1.0 M

Vi



con respecto al tiempo de la enzima inmovilizada y entre

cruzada y la de la enzima inmovilizada sin entrecruzar. -
Puede véfsé que el derivado después de entrecruzar pre--
senta una disminucién mayor de la actividad, y a las 179
horas de operacién, se tiene menos del 5% de la activi--
dad inicial. Es importante mencionar que el derivado -
entrecruzado mostro una buena actividad al ser medido en
reactor en lote, por lo que se pensé que este efecto po-
dria deberse a un exceso de grupos aldehido libres, los
cuales al estar en contacto las particulas de DEAE-Celu-
losa-Glucosa-Isomerasa dentro de 1la columna, producirian
un entrecruzamiento entre las partficulas, favorecido por
la temperatura de 65°C que se utilizé. Esto daria como
consecuencia una pérdida mayor de la actividad debida --
probablemente a desnaturalizacidn de la enzima y a limi-
taciones difusionales del sustrato y del producto.

Con el objeto de neutralizar dichos grupos aldehido

libres y aumentar la estabilidad operacional del deriva-
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do insoluble, se utilizaron soluciones de glicina 0.1,‘;‘

0.2'y 0.3 Mylas conversiones iniciales para los deriva-
dos fueron con Glicina 0.1M, 45%; Glicina 0.2M, 34.2% y
Glicina 0.3M, 43.6%, sin embargo en proceso continuo, -
su estabilidad operacional fue pricticamente igual en--
tre si, como puede verse en la Figura 8, dicha estabili
dad operacional comparada con la del derivado entrecru-

zado mejor§ en forma notable, ya que en este Gltimo a -
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Figura

77

Conversi6n contfnua de D-Glucosa a D-Fructosa,
por la Glucosa Isomerasa inmovilizada. En una
columna a 65°C se colocaron 200 mg de la enzi-
ma inmovilizada entrecruzada con glutaraldehi-
do o de enzima inmovilizada sin entrecruzar. -
Se pas6 una solucién de Glucosa 1.0M, contenien
do Mg** 0.005M, Co™™ 0.001M, a una velocidad -
de flujo de 10 ml/hora. La conversién inicial

para el derivado entrecruzado fue del 28.4%, -

y para el no entrecruzado fue del 41%.

Glucosa Isomerasa inmovilizada y entrecruzada

(o) :

Glucosa Isomerasa inmovilizada no entrecruzada

(o) .
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Conversién contfinua de D-Glucosa a D-Fructosa

con Glucosa Isomerasa inmovilizada y entrecru

zada con glutaraldehido.

Se emplearon 200 mg de derivado para las colum
nas, y se pas6é una solucién de Glucosa 1.0M a

+

pH 6.8 que contenfa Mg** 0.005M, co** 0.001M,

a una velocidad de flujo de 10 ml/hora. Tem-
peratura 65°C. Las contraciones de Glicina -
empleadas fueron dg 0.1M, 0.2M y 0.3M, siendo
las conversiones iniciales de 45%, 34.2% y --

43% respectivamente.
Sin Glicina ( 4 ); Glicina 0.1M (@ );

Glicina 0.2M ( © ); Glicina 0.3M (A ).



las 12 horas s6lo habia aproximadamente el 10% de la ac
tividad inicial en cambio en los derivados tratados con
glicina, se tenfia en promedio el 60% de la actividad --
inicial. A pesar de este aumento en la estabilidad ope
racional de la enzima inmovilizada, estos derivados tra
tados con glicina no mostraton una estabilidad operacio
nal mayor a la obtenida cuando se utilizd la enzima in-
movilizada pero no entrecruzada.

En base a estos resultados y a que el entrecruza--
miento harfa diffcil la reutilizacién del soporte, se -
ha tratado de mejorar la estabilidad operacional de las
columnas a través de optimizar la utilizacidén del deri-
vado insoluble no entrecruzado en operacién continua. -
Durante los estudios del proceso contfnuo descritos an-
teriormente se observé que las columnas con igual diame
tro pero mayor longitud retienen su actividad durante -
mayor tiempo, es decir, por ejemplo cuando se probé una
columna de 200 mg de derivado (1.6 cm X 1.5 cm de longi
tud), a las 20 horas se habia perdido el 50% de 1a acti
vidad inicial; en cambio , cuando se utilizé una colum-
‘na de SOOVmg de derivado insoluble (1.6 cm X 3.0 cm de
longitud), a las 20 horas se tiene aproximadamente el -
80% de la actividad inicial, y hasta las 47 horas, se -
tiene el 50%. Al emplear una columna de 1000 mg de de-
rivado (1.6 cm X 6.0 cm de longitud), a las 42 horas, -

se tiene el 100% de la actividad inicial, y a las 70 --
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horas, s6lo se ha perdido un 10% de la actividad. To--

mando en cuenta estos resultados, se esta buscando en el
laboratorio la optimizacién de la utilizacién de la Glu-
cosa Isomerasa inmovilizada a DEAE-Celulosa para la pro-
duccién continua de jarabes con alto contenido de D-fruc

tosa.

81



Jo = . 1
FLag e B

100

(1D1o1u] o] 8p %) c%;:o.q

40

20

Tiempo (horas)

82



83

Figura 9. Conversidn continua de D-Glucosa a D-Fructosa
con Glucosa Isomerasa inmovilizada. Se toma-
ron 200 mg, 500 mg y 1000 mg de derivado inso
luble que se colocaron en una columna a la --
que se le pas6 una solucién de Q-Glﬁcosa 1.0M,

a pH 6.8 que contenia Mg++ 0.005M y Co™t 0.001M,
a una velocidad de flujo de 10 ml/hora. Tem--
peratura 65°C

200mg (o0 ); 500mg (@ ); 1000 mg (4 ).
Las conversiones iniciales fueron 41%, 45% y -

45% respectivamente.
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DISCUSION

La utilizacién préctica de las enzimas inmoviliza--
das en muchas»industrias tiene alin un gran potencial de
desarrollo. Sin embargo, su aplicaciSn comercial depen-
de de muchos factores, como son técnicos, econémicos y -
socioculturales. Desde un punto de vista técnico, es muy
importante el contar con sistemas enzimdticos inmoviliza
dos muy activos, que presenten una adecuada estabilidad
Yy que se utilicen eficientemente en reactores bioquimi--
cos.

Por ser la Glucosa Isomerasa una de las enzymas que
tienen un gran potencial prictico para un futuro cercano,
es importante contar con preparaciones insolubles con ma-
yor actividad por unidad de peso de soporte y que sean -
muy estables, ya que esto permitird aumentar las perspec
tivas de utilizacién a gran escala de esta enzima en ---
otros paises. En este trabajo se analizé la preparacidn
de Glucosa Isomerasa inmovilizada a DEAE-Celulosa (DE-52),
el entrecruzamiento de la enzima después de haber sido -
adsorbida, y la utilizacidén de estos derivados en la con
versidn continua de D-glucosa a D-fructosa.

En un trabajo anterior (Huitrén and Limén-Lason, --
1978), se encontrd que el soporte que retuvo mayor acti-

vidad por unidad de peso de soporte fue la DEAE-Celulosa



obteniéndose derivados con una actividad especifica de -
1 700 unidades/g de soporte, Sin embargo, utilizando ---
DEAE-Celulosa (DE-52) como soporte, se encontraron deri-
vados con una actividad de 2 700 unidades/g de soporte,
lo cual representa un aumento en la actividad inmovili-
zada del 60% con respecto a‘la actividad del derivado --
insoluble de Glucosa Isomerasa-DEAE-Celulosa (DE-23), y
un aumento del 100% con respecto a la enzima soluble. -
Este aumento en la actividad inmovilizada pudo haberse -
debido a que el tamafio de particula de la DEAE-Celulosa
(DE-52) es menor que la de la DEAE-Celulosa DE-23, por -
lo que la superficie de inmovilizacién es mayor en la --
(DE-52). El1 aumento de actividad por inmovilizacién con
respecto a la soluble puede explicarse en términos de --
una adsorcidén preferente de la glucosa isomerasa en las
condiciones de saturacién del soporte y a una mayor esta
bilidad de la enzima por efectos del microambiente. Es
posible que los dos fendmenos ocurran ya que la enzima -
desorbida siguidé presentando un aumento del 72% sobre la
actividad original.

La actividad mdxima de este derivado fue superior a
la preparaciones de Glucosa Isomerasa Inmovilizada repor
tadas hasta ahora, lo cual abre las posibilidades de se-
guir mejorando la obtencién de derivados de Glucosa Iso-
merasa.

El valor de Km aparente de la Glucosa isomerasa so-

86



luble fue ligeramente mayor de 0.09 M reportado para la -

enzima purificada de Bacillus coagulans (Danno, 1970), --

sin embargo el valor de Km aparente obtenido fue menor de
0.4 M reportado para la enzima de Streptomyces Sp. (Chou
et al., 1976). E1 Km aparente de la Glucosa Isomerasa in
movilizada se mantuvo pricticamente igual al Km de la en-
zima soluble, a diferencia de los valores reportados para
la enzima inmovilizada a DEAE-Celulosa-(DE-ZS) (Huitrdén -
and Lim6n-Lason, 1978), que fue de 2.5 X 10-1M, este va--
lor es ligeramente mayor que el de la enzima soluble aun-
que este fue determinado a una concentracidén de Mg++ de -
0.01M. Sin embargo, se han reportado valores muy altos -
de Km aparente para Glucosa Isomerasa inmovilizada como -
es el caso de células rotas e inmovilizadas de Bacillus -
coagulans, (Poulsen and Zittan, 1975), que es de 2.25 M,
valor que refleja entre otros factores, limitaciones difu
sionales tanto de sustrato como de producto.

Se ha observado, que el Km aparente para las enzimas
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inmovilizadas puede aumentar, disminuir o mantenerse igual.

Cuando el sustrato y el acarreador tienen carga neta opues
ta, el Km aparente de la enzima inmovilizada puede ser me-
nor que el Km aparente de la enzima soluble especialmente
é baja fuerza i6nica (Hornby et al., 1968). Se han obser-
vado aumentos en los valores de Km aparente para la mala-
to deshidrogenasa adsorbida en silica-gel (Tveritinova et

al., 1972), glucoamilasa inmovilizada a carbdén activado -



(Usami and Shrisaki, 1970); amino acilasa a DEAE-Sepha—
dex (Tosa et al., 1969) y aminoacilasa en DEAE-Celulosa
(Tosa et al., 1967).

El pH 6ptimo obtenido para la enzima soluble fue -
de 7.2 (Huitrdon and Limén-Lason, 1978). E1 pH Optimo -
de la Glucosa Isomeras inmovilizada, se desplazd ligera
mente hacia el rango de acidez en comparacién a la enzi
ma soluble, el valor obtenido para la enzima inmoviliza
da en DEAE-Celulosa (DE-52) fue igual que para la Gluco
sa Isomerasa inmovilizada en DEAE-Celulosa (DE-23) - --
(Huitron and Limdn-Lason, 1978). Se ha reportado que -
un sistema de células . lisadas e inmovilizadas de Baci

1lus coagulans, el valor de pH Ooptimo se desplazd hacia

alcalinidad, de un valor de 7.0 a 8.5 . E1l efecto de -
desplazamiento del pH hacia la acidez también se ha re-
portado para otras enzimas inmovilizadas por adsorcién
a DEAE-Celulosa, como la amino acilasa (Tosa et al., --
1967), ATP desaminasa (Chung et al., 1968), y para la -
invertasa (Suzuki et al., 1966).

Todas las enzimas muestran un pH 6ptimo, cuando se
encuentran en forma inmovilizada su pH 6ptimo puede des
plazarse ya sea hacia alcalinidad o hacia acidez. Este
efecto es aparente y se ha explicado por la diferencia
en el campo electrostiatico de las moléculas de enzima y
las moléculas de agua del medio producido por la carga

positiva del soporte (Katchalski et al., 1971). - - --
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Goldstein (1970) encontrd que este fendmeno era el resul °
tado de una distribucién desigual de i6nes hidrégeno, --
iénes oxidrilo y sustrato cargado. La concentracién lo-
cal de idnes hidrégeno en el dominio del acarreador car-
gado es dependiente de la carga del acarreador, si el so
porte estd cargado negativamente, habrid una acumulacién
de idnes hidrdgeno sobre la superficie del acarreador. -
Si el acarreador tiene mayor nimero de cargas positivas
que el resto de la solucidén, se acumularidn idnes oxidri-
lo sobre la superficie del soporte; por lo tanto, el pH
en la superficie del soporte donde la enzima se encuen--
tre localizada serid mayor o menor que el resto de la so-
lucidn, creando un desplazamiento aparente del perfil de
pH.

Se ha visto que la estabilidad térmica de las enzi-
mas inmovilizadas por adsorcién puede aumentar, disminu-
ir o mantenerse igual que la de la enzima soluble. En -
nuestro caso a 60°C, durante tiempos largos, la estabili
dad a la temperatura del derivado insoluble fue igual a
la de la enzima soluble. Se probaron tres diferentes --
temperaturas para probar a la enzima inmovilizada, 40°C,
60°C y 70°C observandose que a 70°C se perdia la mayor -
actividad. Se ha encontrado un aumento de la estabilidad
térmica para la fosfomonoestearasa adsorbida a CM-Celulo
sa (Gryszkiewicz, 1971), amino acilasa inmovilizada so--

bre DEAE-Sephadex, NAD pirofosforilasa sobre hidroxiapa-
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tita (Traub et al., 1969), y amino acilasa sobre DEAE-Ce
lulosa (Tosa et al., 1967). También hay casos en los --
que la estabilidad términa disminuyd como por ejemplo en
el caso de la Glucosa 6-Fosfato deshidrogenasa adsorbida
en colodién (Goldman and Lenhoff, 1971). B-fructofurano

sidasa en DEAE-Celulosa (Usami et al., 1971), leucina --

aminopeptidasa en gel de fosfato de calcio (Koelsh et al.

1970). En el caso de 1la ureasa adsorbida sobre caolini-

ta, no se observé ninglin cambio en su estabilidad a la -

temperatura con respecto a la enzima soluble (Sundaram -

and Crook, 1971).

El complejo insoluble DEAE-Celulosa-Glucosa Isomera
sa operando en forma continua a 65°C mostr6 una pérdida
de actividad con respecto al tiempo. Como se reporté an
teriormente (Huitrén and Limén-Lason, 1978) al aumentar

+ o R o
, la desorcidén de proteina tam--

la concentracién de Mg+
bién aumentd en el proceso continuo. En nuestro caso, -
también se observé que durante el proceso continuo la --
pérdida de actividad de la columna también se debidé prin
cipalmente a desorcién de la proteina del soporte, pues-
to que al final del proceso continuo se habia perdido el
87% de la proteina inmovilizada.

Se ha reportado que diversos factores afectan la de
~ sorcién de enzimas inmovilizadas. Por ejemplo la amino

acilasa adsorbida a DEAE-Celulosa se desorbe considera--

blemente cuando se usan concentraciones de sustrato mayo
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res 0.2 M (Tosa et al., 1966); también se puede incremen

tar la desorcién por cambios en el pH como por ejemplo -
en la papaina adsorbida en vidrio (Messing, 1970); por -
cambios de fuerza idnica como la leucina amino peptidasa
(Koelsch et al., 1970); por cambios de temperatura, como
sucede con el complejo amiloglucosidasa-DEAE-Celulosa en
el que hay desorcidn de proteina al elevarse la tempera-
tura a mds de 55°C (Solomon and Levin, 1974).

Se debe tener presente, que este método de inmovili
zacidn es un proceso reversible, si las proteinas son'ig
movilizadas Gnicamente por atracciones electrotiticas a
soportes cargados, se tiene la tendencia de que estos --
conjugados se disocian al aumentar la fuerza idnica, va-
riando el pH o la temperatura del medio, lo que resulta
en una mayor pérdida de la actividad de la columna, asi
como de contaminacién del producto. Aunque al princi--
pio resultaria claro intentar cambiar el tipo de inmovi-
zacidn por adsorcién a uno mds estable como es el cova--
lente, es conveniente considerar las ventajas que ofrece
la desorcidn y que fueron discutidos previamente. Pensa
mos que la mejor opcién es la de conservar hasta donde -
sea posible las caracteristicas ventajosas del método de
adsorcién, pero disminuyendo sus desventajas. Una forma
de incrementar la adsorcién de la enzima a su soporte ha
sido aumentando la carga de la proteina por modificacién

quimica. Por ejemplo se prepararon derivados polianidni
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cos de enzimas acoplando covalentemente o-quimotripsina
y tripsina a un copolimero soluble en agua de &cido acri
lico y anhidrido maléico y adsorbido posteriormente a --
DEAE-Celulosa o DEAE-Sephadex (Bessmertnaya and Antonov,
1975; Yarovaya et al., 1975), acoplamiento covalente de
la amiloglucosidasa a un copolimero del &dcido etilénico
y maléico y posteriormente se adsorbid a DEAE-Celulosa y
DEAE-Sephadex para dar complejos mds estables en proceso
continuo (Solomon and Levin, 1974). En nuestro trabajo
se ha intentado incrementar la retencién de la Glucosa -.
Isomerasa a DEAE-Celulosa por medio del entrecruzamiento
de la protefna después de haber sido inmovilizada. De -
hecho se ha reportado la obtencién de un aumento de la -
estabilidad operacional de la enzima lactasa por entre--
cruzamiento con glutaraldehido después de su adsorcién -
a alGmina (Charles et al., 1975).

El reactivo que mids se ha empleado para la insolu--
bilizacién de proteinas solubles por entrecruzamiento ha
sido el glutaraldehido, el cual se ha empleado para inmo
vilizar papaina (Jansen and Olson, 1969), Quimotripsina
~ (Jansen et al., 1971), Catalasa (Ferrier et al., 1972),
Fructosa 1, 6, difosfatasa (Aloyo et al., 1972), Tripsi-
na (Beaven and Gratxer, 1973), asi como para la insolu--
bilizacién de otras porteinas solubles.

Se ha visto que un buen resultado de este proceso -

de entrecruzamiento depende tanto de la concentracién de
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proteina como de la concentracién de glutaraldehido para '
favorecer el entrecruzamiento intermolecular. En nuestro
caso, cuando probamos bajas concentraciones de glutaralde
hido la retencidén de la proteina del soporte fue practica
mente igual que la de un derivado sin entrecruzar al tra-
tar el derivado insoluble con cloruré de sodio, ademids la
pérdida de actividad fue mayor. A medida que se aumentd

la concentracidén de glutaraldehido,fue aumentando la re--
tencién de la proteina, hasta que se llegbé a una concen--
tracién de glutaraldehido en la que la retencidén de pro--
teina fue del 90%, alGn después de tratar al derivado con

cloruro de sodio, y la actividad se conserv6é en un eleva-
do porcentaje.

Cuando el derivado tratado con glutaraldehido se so-
meti6 a proceso continuo, la pérdida de actividad fue mu-
cho mds rdpida en comparacién con la enzima sin entrecru-
zar, en este caso la pérdida no se debi6é a pérdida de la
proteina como en el caso del derivado sin entrecruzar si-
no a desnaturalizacién de la enzima.

Se pudo comprobar que habia sucedido un entrecruza--
miento entre los grupos aldehido libres de las particulas
insolubles, ya que al tratar el derivado entrecruzado con
glicina, la actividad del complejo insoluble fue recupera
da cuando se utilizé en proceso continuo. Sin embargo,
la estabilidad operacional de este derivado no superd a -

la de la enzima inmovilizada sin entrecruzar. En base a
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proteina como de la concentracién de glutaraldehido para
favorecer el entrecruzamiento intermolecular. En nuestro
caso, cuando probamos bajas concentraciones de glutaralde
hido la retenci6n de la proteina del soporte fue pfactica
mente igual que la de un derivado sin entrecruzar al tra-
tar el derivado insoluble con cloruro de sodio, ademds la
pérdida de actividad fue mayor. A medida que se aumenté
la concentracidén de glutaraldehido, fue aumentando la re-
tencidén de la protefina, hasta que se lleg6 a una concen--
tracion de glutaraldehido en la que la retencién de pro--
teina fue del 90%, aGn después de tratar al derivado con
cloruro de sodio, y la actividad se conservd en un eleva-
do porcentaje.

Cuando el derivado tratado con glutaraldehido se so-
metié a proceso continuo, la pérdida de actividad fue mu-
cho mids rdpida en comparacién con la enzima sin entrecru-
zar, en este caso la pérdida no se debid a pérdida de 1la
proteina como en el caso del derivado sin entrecruzar si-
no a desnaturalizacién de la enzima.

Se pudo comprobar que habia sucedido un entrecruza--

~miento entre los grupos aldehido libres de 1las particulas
insolubles, ya que al tratar el derivado entrecruzado con
glicina, la actividad del complejo insoluble fue recupera
-da cuando se utiliz6 en proceso continuo. Sin embargo, -
la estabilidad operacional de este derivado no superd a

la de la enzima inmovilizada sin entrecruzar. En base a
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estos resultados y debido a que entrecruzando con gluta-.
raldehido se pierde actividad y a que en estas condicio-
nes se ve mis dificil la reutilizacién del soporte, pen-
samos que el entrecruzamiento ofrece pocas oportunidades
de mejorarse. De tal forma que para hacer mis eficiente
la conversién de D-glucosa a D-fructosa, deberd buscarse
una optimizacién mayor de la Glucosa Isomerasa inmoviza-
da sin entrecruzar.

Durante la realizacién de este trabajo, se encontré
que habia una desorcién méds lenta de la enzima en opera-
cién continua cuando aumentaba la longitud del lecho de
enzima inmovilizada. EIl tiempo que se mantuvo la activi
dad al 100% fue muy distinto, puesto que con 200 mg, fue
de 5 horas, con 500 mg fue de 10 horas y con 1000 mg fue
de 42 horas aproximadamente. E1 hecho de que este aumen
to no sea proporcional de acuerdo al aumento en longitud
de la columna, podria explicarse tomando en cuenta que
el grado de desorcidn de la enzima sigue siendo el mismo,
sin embargo, al ser una columna de mayor longitud, se re
tarda la velocidad de salida de ésta, y asi la perdida -
de actividad por desorcidn es mds lenta y por consiguien
te se conserva mds tiempo la enzima dentro del reactor.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos ya se ha
iniciado en el grupo un trabajo sobre el desarrollo de -
una ecuacién de disefio que tome en cuenta los factores -

que afectan la actividad de la columna como son, la exis
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tencia de limitacién difusional, el Km y Vmax de 1la enzi
ma inmovilizada, la concentracién de sustrato en el equi
librio, la conversién del producto que se desea obtener,
la velocidad de flujo y la geometria de la columna.

Como conclusidn de los resultados obtenidos en el -
presente trabajo, podemos decir que el método de adsor--
cién descrito presenta una serie de ventajas sobre otros
métodos de inmovilizacidén de enzimas, ya que obtuvimos -
de la inmovilizacidén de la Glucosa Isomerasa de Bacillus
coagulans a DEAE-Celulosa DE-52 una actividad del deriva
do de 2726 unidades/g de soporte equivalentes a un 52% -
mds actividad con respecto a la enzima soluble. A pesar
de que existen una serie de métodos de inmovilizacién de
la Glucosa Isomerasa reportados o patentados, la mayoria
no son adecuados para ser utilizados a nivel industrial.
Solo el caso de la Glucosa Isomerasa de Streptomyces - -

phaeochromogenes adsorbida a DEAE-Celulosa, se utiliza -

a nivel industrial, lo cual ahora nos lo podemos explicar
en base a las caracteristicas ventajosas de este método
descritas por Huitrdén y Limén-Lason (1978) asi como las -
de este trabajo. Aunque la preparacién insoluble de 1la

Glucosa Isomerasa de Streptomyces phaeochromogenes se en-

cuentra actualmente explotidndose comercialmente, no quie-

re decir que se hayan agotado las posibilidades de obte--

ner mejores derivados insolubles, utilizando otras fuentes

de enzima, otros soportes, asi como formas distintas de -
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utilizacién.
Las caracteristicas de los derivados insolubles de

Bacillus coagulans obtenidos en el presente trabajo, apo

yan esta idea. Sin embargo, la repercusién industrial -
de las ventajas que encontramos requieren ser evaluadas
en la produccién de jarabes ricos en D- fructosa a gran -

escala.
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