UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

ManaaL peL P.T. oe EnziMas
pE Uso ALMENTARIO

T E S ! S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
INGENIERO  EN  ALIMENTOS

PRESENTA
Luss Awionio Monoracon Mucaw

ASESOR: 18.0. ). FRANCISCO MONTIEL SOSA

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 1993

TESIS CON
PALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

INoice pe Tasuas, Fiauras Y GRAFICAS
Resumen
INTRODUCCION

OsuETIVOS
OBJeTvo GENERAL

OsueTivos PARTICULARES

CariTuLo |

Marco pe Rererencia DEL P.T. pe ENziMAs
oE Uso AUMENTARIO

Objetivo General
Objetivos Particulares
1.1. ASPECTOS GENERALES
--1.1,1. Informacién Bésica
1.1.2. Requisitos Necesarlos para Inscribirse

1.1.3. Partes que Constituyen el Paquete

12
13

17
17

18

19
20

21
23
23
24
23



1.2, DESCRIPCION DEL CURSO TEORICO
Objetivos Particulares

1.2.1. Programa del Curso

Unidad | "Introducclén a la
Blotecnologfa Enzimética”

Unidad Il “Propledades de las Enzimas"

Unidad il "Procedencia Comercial de
las Enzimas Empleadas en Alimentos"

Unidad IV “La Extraccién y Purificacién
de Enzimas"

Unldad V "Propiedades Cinéticas y
Diseflo de Reactores"

Unidad VI "Inmovilizacién de Enzimas"

Unidad VIl "Sensores Basados en
Enzimas"

Unldad Vil "Modificacién de Enzimas"

Unidad iX "Aplicacién de las Enzimas
en la Industria Alimentaria"

Unlidad X "Perspectivas Futuras"
Técnicas de Ensefianza

Recursos Didacticos

1.3. DESCRIPCION DEL CURSO EXPERIMENTAL
Prologo al Trabajo en el Laboratorio
Objetivo Particular
Obfetivos Espacificos

26
26
26

27
28

30

31

33
35

38
38

a9
a1
43
43
a4
a4
46
a7



1.3.1. Plan de Trabajo
1.3.2. Programa de Actividades

1.3.3. Sugerenclas Para la Evaluacién del
Laboratorio

1.4. DISERO DEL PROYECTO
Objetivos Partlculares
1.4.1. Ubicacién del Proyecto
1.4.2. Organizaclén del Proyecto
1.5. VISITAS
Objetivos Particulares
1.5.1. Importancia de las Visitas

1.6. EVALUACION DEL CURSO DEL P.T. DE ENZIMAS
DE USO ALIMENTARIO

1.6.1. Calificacién del Paquete

Caesturo 1!

DEesARROLLO DE L0S FUNDAMENTOS BAsicos
peL. Curso TEORICO

2.1, UNIDAD | "INTRODUCCION A LA BIOTECNOLOGIA
ENzZIMATICA"
2.1.1. Antecedentes

2.1.1.1. Ventajas del Empleo de En-
zimas en Comparacion con
Catalizadores Inorgénicos.

2.1.2, Formas de Utllizar a los
Blocatallzadores

48
50

51
52
52
53
54
56
56
57

58
58

60

81
€1

63

84



2.1.3. Conslderaclones Legales Para La

Utllizaclén de Enzimas 66
2.1.4. Desarrollo de la Industria Enzimética. 71
2.1.5. Importancia de la Tecnologla
Enzimética. 74
2.2, UNIDAD |l "PROPIEDADES DE LAS ENZIMAS" 75
Introduccién 75
2,2.1. Naturaleza Proteica de casl Todas las
Enzimas 75
2.2.2. Especilficidad, Clasificaclén y
Nomenclatura 77
2.2.3. Cinética Enzimética 79
2.2.4. Inhiblcién Enzimética 84
2.2.5. Blosintesis de Enzimas y Macanismos
de Regulacién 101
2.3. UNiDAD HI "PROCEDENCIA COMERCIAL DE LAS
ENzZIMAS EMPLEADAS EN ALIMENTOS" 114
2.3.1. Enzimas Microblanas 115
2.3.2. Control de la Produccién Microbiana
de Enzimas 116
2.3.3. Técnicas de Manipulacién Genética 119

2.3.4. Produccién de Enzimas por Técnicas
de Ingenierfa Genética 120



2.4. UNIDAD IV "LA EXTRACCION Y PURIFICACION DE
ENZIMAS®

2.4.1. Extracclén Enzimdtica

2.4.2, Purificaclén Enzimética

2.4.3. Extracclén y Purlficaclén a Gran Escala
2.4.4. Especificaciones

2.5. LUNIDAD V "PROPIEDADES CINETICAS ¥ DISERO
DE REACTORES®

2.5.1. Consideraclones Generales
2.5.2. Velocidad de Reacclén
2,5.3. Extensién de la Reaccién

2.5.4. Aspectos del Disefio de Reactores
Enziméticos

2.6. UNIDAD VI "INMOVILIZACION DE ENZIMAS®
2.6.1. Introducclén
2.6.2. Estabilidad Enzimética
2.6.3. Inmovilizaclén

2.7, UNIDAD VI| "SENSORES BASADOS EN ENZIMAS"
2.7.1. Enzimas Inmovillzadas
2.7.2. Reactores Anallticos
2.7.2. Enzimas ligadas a transductores

2.7.4. Termistores Enziméticos

124
125
128
134

139
139
140
143

145

1657
167
161
156
176
177
179
183



2.7.5. Interacciones Directas de Enzima-

Electrodo 185
2.7.6. Otros Dispositivos Sensores 188

2.8. UNIDAD VIl “APROXIMACION A LA MODIFICACION

DE ENZIMAS* 189
2.8.1. Selecclén de la fuente Aproplada 189
2.8.2, Sustitucién de lones Metédlicos Unidos 190
2.8.3. Modificaclén Covalente de Enzimas 191
2.8.4. Moditicacién Enzimética de Enzimas 193
2.8.5. Complejos Enzima-Coenzima 194
2.8.6. Mutagénesls no Especlfica 196
2.8.7. Mutagénesis de sitio Especifico 187

2.9. UNIDAD IX "APLICACIONES DE LAS ENZIMAS EN

LA INDUSTRIA ALIMENTARIA® 203
2.9.1. Introduccién ] 203
2.9.2. Consideraclones Econémicas 204
2.9.3. Industrias que Ulillzan Enzimas 204
2.9.4. Enzimas Indeseables en Alimentos 209

2.9.5. Enzimas Usadas como Pardmetros de
Control de Calldad 212

2.9.6. Técnicas Indirectas para Determinar la
Actividad Enzimética en Diversos Productos
Alimenticios 213



2.10. UNiDAD X "PERSPECTIVAS FUTURAS®

2.10.1. Prediccién del Plegamlento/Estruc-
tura de la Enzima

2.10.2. Utllizacién de Enzimas En Solventes
Orgédnicos

Apenpice pel. Carituro |l
(AUTOEVALUACION)
RecomenpacioNeEs GENERALES

CoNcLUSIONES

BisLioGRAFIA

219
220
223

227

238
240
242



Inpice pe Tasuas, Ficuras, Diacramas v GRAFicas

TasLas

Tabla 1.1. Pruebas de seguridad basadas en la
Clasificacién de la AMFEP para enzimas
utllizadas en la alimentacion 70

Tabla 1.2. Preparaciones enzlméticas comercial-
mente importantes 72

Tabla 2.1. Componentes necesarios en las cinco
etapas principales de la sintesis de polipéptidos 113

Tabla 4.1. Efecto del No. de etapas sobre la ren-
tabllidad y costo de un proceso tlpico de

Purliicacién enzimatica 128
DIAGRAMAS

Dlagrama 1.1. Partes que constituyen el paquete 25

Diagrama 4.1, Etapas necesarlas para la

Extracclén de una enzima 127

Diagrama 9.1. Extraccién del jugo de manzana 207
Fiauras

Figura 1.1. Distribucién de las ventas de enzimas

en Europa y E.E.U.U. durante 1975 73

Figura 2.1. Efecto de la concentracién del
sustrato sobre la velocklad de una reaccién
enzimética 80

Flgura 2.2. Curvas de actividad en funcién del
pH de algunas enzimas 85

Figura 2.3. Efecto de la temperatura sobre la ac-
tividad de una enzima 90



Figura 2.4. Efecto de la fuerza l6nica sobre la
actividad de una enzima

Figura 2.5. Formas de linea recta de la
ecuaclén de Michaelis-Menten

Figura 2.6. Efectos de Inhibicién competitiva y
no competitiva sobre la gréfica de Lineaweaver-
Burk

Figura 2.7. El c6digo genético

Figura 2.8. Operdn Lac

Figura 2.9. Pasos de la transcripclén de la
Informaclén Genética

Figura 2.10. Activacion de los aminoécldos

Figura 2.11. Iniciacién de la blosintesls de una
enzlma

Figura 2.12. Etapa de elongacién
Figura 2.13. Etapa de terminaci6n

Figura 2.14. Etapa de plegamlento y
transformaclén

Figura 3.1. Operén Lac de E. Coll

Figura 3.2. Clonacién "shot gun"

Figura 3.3. Mapa del plasmido pBR 322
Flgura 4.1. Homogenelzador de alta presién.

Figura 4.2, Disefios baslicos de centrifugas
Industriales

Figura 4.3. Disefio bésico de un filtro rotatorio

22

95

100
103
104

105
107

108
110
M

12
118
121
123
135 -

136
138



Figura 5.1. Tipos de reactores enziméticos
Figura 6.1. Representacién esquematica de los
métodos empleados para la Inmovillzacion de
enzlmas

Flgura 6,2. Consecuenclas de la Inmovilizacién
de enzimas

Figura 7.1. Aparato para anélisls por Inyecclon
en fliujo

Figura 7.2. Un electrodo enzimético sencillo.

Figura 7.3. (a) Estructura de una sonda de pH
combinada

(b) Reacciones de semicelula en una sonda
comblnada

Figura 7.4. (a) Termistor enzimatico
(b) Sistema de doble termistor

Figura 7.5. Célula de combustible
biolectroquimica sencilla

Figura 8.1. Efecto de la desaminacién de la
cltoslna en la replicacién del DNA

Figura 8.2. Ciclo de vida del fago M13

Figura 8.3. Fagos M13 que contienen DNA
recomblnante

Figura 8.4. Mutagénesis de oligonucleétidos
utilizando fagos M13

10

148

162

166

178

182

182
184
184

187

198

200

201

202



Figura 10.1. Secuenclacién de polipéptidos

utilizando el reactivo de Edman 221

Figura 10.2. Catalisls medida por enzimas en

micelas Iinversas 225
GRAFICA

Gréfica 6.1. Gréafico del modulo de THIELE 172

11



RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo general
elaborar un documento que sirva como material de
apoyo para el proceso de enserianza aprendizaje en las
diferentes partes que constituyen la asignatura llamada
Paguete Terminal (P.T.) de Enzimas de Uso Alimen-
tario.

Para cubrir este objetivo el presente documento se ha
dividido en dos capftulos, siendo el primero de ellos, el
marco de referencia de la asignatura, o sea este capi-
tulo, nos ubica perfectamente en que es el P.T. de
Enzimas, sus requisitos previos, como esta constituido,
el numero de profesores que lo imparten, la forma en
la cual se trabaja dentro de el y por Gltimo nos ubica,
en la forma de evaluacién y calificacién que se sigue
en esta asignatura.

En el segundo capftulo de este trabajo se hace un
desarrollo de los fundamentos bésicos del curso tedrico,
o sea en este capftulo, se encuentran avances de los
aspectos mds relevantes que contiene el curso de
teorfa de este paquete terminal.
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INTRODUCCION

Indudablemente, la Biotecnologfa ha constituldo una
de Jas principales dreas de expansién en los campos de
la ciencla y la Ingenieria durante los Ultimos diez a
quince anos. El advenimiento de nuevas técnicas, con el
consiguiente desarrollo de modernos procesos de fabri-
cacidn, ha sido divulgado no sélo por las revistas cient(-
ficas, sino también por los medios de comunicacién,
habiendo Illegado a un publico mucho méds numeroso que
el puramente técnico. Desgraciadamente, no todas las
esperanzas puestas en las posibilidades potenciales que
ofrece la Biotecnologia se han basado en un andlifsis
riguroso de fas mismas y las espectativas que han des-
pertado constituyen hoy un serio problema. Sin embargo,
el drea correspondiente a Ja tecnologfa enzimética no
sélo estaba soélidamente asentada antes de que asis-
tleramos al actual fervor por la Biotecnologia, sino que
ésta ha contribuido a su desarrollo como entidad y le
asegura un futuro prometedor. (15)

En realidad, la Biotecnologla es de naturaleza multi-
disciplinaria y abarca diversas dreas, tales como la Tecno-
logia Enzimédtica, la Microbiologla, La Ingenieria Genética,
fa Quimica, etcétera. Lo que ofrece un campo sumamente
amplio, novedoso y atractivo, con objetivos y métodos
muy variados, y con un gran potencial aiun Inexplorado.
Este conjunto de actividades biotecnolégicas ha llegado

- en la actualidad a su fase productiva, en la cual, se busca
obtener las mayores utilidades de las Investigaciones
realizadas, por medio de su aplicacién préctica en el pro-
cesamiento industrial, utilizando microorganismos y otros
agentes biolégicos para proporcionar productos y ser-
vicios de utifidad social y econdmica.

13



Las Industrias de fermentacién, basadas en siglos de
experiencia en la producclén de cerveza, quesos y simi-
lares, han sido la base para la creacion de la biotecnologia
enzimética, ya que por ella se descubrié que los proce-
sos biolégicos se realizan en gran medida, mediante
reacciones catalizadas por ciertas moléculas de natura-
leza proteica conocidas como Enzimas.

La Enzimologla Industrial se Iniclé en los afios cuaren-
ta debido a la necesidad de producir antibléticos sufi-
clentes para el tratamiento médico, y con ello, se desa-
rrollé el cultivo de microorganismos en gran volumen,
como fuente de las enzimas que se utilizarian Industrial-
mente.

En nuestros dfas, el uso de enzimas en cerveza, pan,
quesos, productos carnicos, procesamisntos textiles, piel
y papel, asf como detergentes biolégicos, es comun en
todo el mundo.

En México, como en otros paises, se han realizado es-
tudios Importantes sobre tecnologia enzimética con la
finalidad de contribuir a la consolidacién de la capaci-
dad tecnoldgica y productiva del pafs. (27)

Por lo anteriormente expuesto y como una respuesta a
la necesidad imperiosa de Involucrar a los estudiantes
de Ingenieria en Alimentos con aspectos biotecnélo-
gicos, surge la idea de poner en marcha el Paquete
Terminal (P.T.) de Enzimas de Uso Allmentario, y ofre-
cerlo a aquelios estudiantes de la carrera que cursaran
el noveno semestre. Consideramos que este P.T. ademas
de cumplir con el objetivo de los P.T. que es el de
proporcionar a los estudiantes una opcion terminal a
Su carrera, abre una nueva alternativa para aquellos

14



estudlantes Interesados en la Tecnologfay més atin en la
Biotecnologia, ya que estos aspectos nuca habfan sido
tocados mdas a fondo en alguna otra asignatura de la
carrera,

Creemos que la apertura de este P.T. puede despertar
la inquietud de los estudiantaes de Ingenierla en Alimen-
tos para adentrarse més en el estudio y la Investigacién
de la biotecnologla de enzimas, que hoy en dfa esté en
boga y es sin lugar a dudas una alternativa muy viable
para la Industrializacién de Alimentos en forma més efl-
clente, saludable y econémica.

Por otro lado y tomando en cuenta las condiciones
actuales en las que se encuentra nuestro pals, y de vista
al futuro, consideramos que mostrar a los futuros Inge-
nieros en Allmentos, que la Tecnologfa es fgual de Im-
portante que la propla Ingenierfa, es fundamental debido
a que es necesario para un pafs como México, contar
con gente Interesada y dedicada a la implementacién de
nuevas y mds eficlentss tecnologlas que le permitan
competir con paises que poseen tecnologia avanzada.

El P.T. de Enzimas de Uso Alimentario hace una des-
cripcién de los antecedentes mds importantes, el desa-
rrollo actual y las perspectivas futuras de la Tecnologla
Enzimética. Se espera que estos conocimientos basicos
sobre los usos de las enzimas, su participacién, inmo-
vilizacién y précticas industriales en el procesamiento de
alimentos, sean de utilidad para aquellos estudiantes que
estén interesados en los aspectos biotecnolégicos de
hoy y en sus aplicaciones futuras.

15



En esta asignatura de Enzimas de Uso Alimentario,
existe la necesidad de crear materiales que apoyen el
proceso de enserianza aprendizaje, esta necesidad se
debe a que el mencionado P.T. fue puesto en marcha
reclentemente (comenzé sus trabajos en el periodo 92-
), por lo cual, requiere de apoyo y trabajo para poder
mejorarlo semestre a semestre. Como una respuesta a
dicha necesidad, surgié la Idea de elaborar un Manual
para esta materia. Este manual se ha planeado de tal
manera que pueda resultar de gran apoyo tanto a los es-
tudiantes del paquete como a los profesores del mismo,
ya que en este documento se engloban los aspectos mds
relevantes del curso, donde los alumnos podrén sin
dificultad alguna, enterarse de los contenidos, actividades,
duracién, forma de evaluacidn, etcétera, asimismo, los
profesores podrdn apoyarse en é! para presentar y ex-
poner los temas que marca el programa del paquete.

Con este proyecto, tratamos, de dar una herramienta
que pueda ser de utilidad en el proceso de ensefianza
aprendizaje en este paquets, con la finalldad de lograr
un mejor aprovechamiento académico y una mejor
preparacién profesional de los alumnos ds Ingenieria en
Alimentos.

16



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Elaborar un manual que englobe los as-
pectos fundamentales del P.T. de Enzimas
de Uso Alimentario, el cual, sirva como
material de apoyo para el proceso de en-
sefanza aprendizaje en esta asignatura.

17



OBJETIVOS PARTICULARES

Proporcionar al alumno del P.T. de Enzimas de
Uso Alimentario, un documento que le sirva como
gufa de estudlo para esta asignatura.

Reunir la informacién relacionada con las diferen-
tes partes que constituyen el paquete terminal.

Formular una serie de preguntas y ejercicios so-
bre los temas més Importantes del curso tedrico.

18
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OBjJETIVO GENERAL DEL P.T.

Que los alumnos del P.T., conozcan cuéles
son las propiedades y aplicaciones princi-
pales de las enzimas mas importantes para
la Industria Alimentaria.

20



OsjJeTIVvOS PARTICULARES DEL P.T.

Que el alumno compruebe las ventajas que repre-
senta el uso de enzimas en la industria de los
alimentos.

Que el alumno reconozca las propiedades fisico-
quimicas de las enzimas, as/ como sus fuentes de
obtencién.

Que el alumno sea capaz de describir las dife-
rentes metodologias utilizadas en la extraccion y
purificacién de las enzimas.

Que el alumno determine cuéles son los criterios
tanto cinéticos como matemdticos, involucrados
en el disefio de un reactor enziméatico.

Que el alumno contraste las principales técnicas
de lnmowllzac:én enzimética.

Que el alumno compruebe la utilidad y las venta-
jas que representa usar a las enzimas inmovi-
lizadas.

21



Que el alumno aplique sus conocimientos, en el
disefio de un proyecto de biotecnologia enzima-
tica para la industria alimentaria.

Que el alumno del P.T. de Enzimas de Uso Ali-
mentario maneje en el laboratorio practicas, que
le permitan llevar a cabo estudios de extraccién,
purificacién, cuantificacién y cinética de algunas
enzimas de importancia en alimentos.

Por medio de visitas a centros de investigacion
donde se estudian a las enzimas el alumno es-
quematizard los conocimientos adquiridos en el
- salén de clase.

El alumno obtendréd una alternativa para la elabo-
racién de su tesis profesional, y con ello, mejorar
la eficlencia terminal de la carrera de Ingenlerfa
en Alimentos.

22



1.1 Aspectros GENERALES

1.1.1 Inrormacion Bisica

Este P.T. se ofrece para los alumnos del 92 semestre de
la Carrera de Ingenierfa en Alimentos, consta de 30 créditos
y €s una asignatura tedrico préictica. Para la apertura de este
P.T. se requiere un minimo de 7 alumnos y un méximo de
30. Este paquete es impartido por 2 profesores de asigna-
turas y un ayudante de profesor.

El curso consta de 15 horas semanales de las cuales 3
son para la ensefianza prictica y las 12 restantes son para la
parte tedrica. Dentro de éste paquete se maneja también la
elaboracién de un proyecto de biotecnologfa y se realizan
asimismo visitas tanto a industrias como a centros de inves-
tigacién que trabajan con enzimas.

23



1.1 ASPECTOS (GENERALES

1.1.2 Requisitos Necesarios para INscriBIRsE

El tnico requisito para que los alumnos de la carrera de
Ingenierfa en Alimentos puedan inscribirse a este paquete,
es que hayan aprobado las siguientes materias:

a) Microbiologfa de alimentos.

b) Bioqufmice general.

¢) Ingenierfa de Alimentos IV.

Fuera de estas tres materias no se requiere més que el

interés del alumno en ingresar al P.T. de Enzimas de Uso
Alimentario. ’

1.1.3 Partes que Constituven L Paquete

El P.T. de Enzimas de Uso Alimentario estd constituido
por cuatro grandes partes, tal como se ilustra diagrama 1.1:

24



1.1 ASPECTOS GENERALES

P.T. DE ENZIMAS DE USO |
| ALIMENTARIO l

Curso Tedrico

Curso Experimental

Visitas a Industrias y centros de
Investigacién

!

Diseo de un proyecto

Diagrama 1.1

Cada una de estas cuatro partes tiene un peso especffico
tanto para el aprendizaje como para la calificacién del
curso, por lo cual las cuatro deben ser tomadas con toda
seriedad y responsabilidad.

25



1.2 Descripcién per Curso Teébrico

OBsierivos ParTicuLARES

Que el alumno adqulera las bases tedricas nece-
sarlas para que pueda enfrentar con seguridad
aspectos précticos dentro del campo de la bio-
tecnologia de enzimas.

Que el alumno estime la Importancia de la bio-
tecnologia enzimdtica.

Que el alumno sea capaz de Idear nusvas formas
posibles de aplicar la biotecnologfa enzimética a
procesos industriales.

. 1.2.1 Procrama peL Curso

A continuacién se presenta el programa del curso teéri-
co, perfectamente desglosado por unidades, incluyéndose al
final de cada unidad la bibliograffa seleccionada, asf como el
tiempo requerido para cubrir los temas que cada unidad
marca.

26



1.2 DESCRIPCION DEL CURSO TEGRICO

Unipan I
"Introduccién a la Biotecnologfa Enzimdtica"

Objetivo Especffico:

Describir un panorama que permita conocer las diferentes
formas de aplicar a las enzimas en el drea de alimentos,
sus aspectos legales y su situacién en el mercado mundial.

1.1. Antecedentes
1.2. Formas de utilizar a los biocatalizadores

1.3. Consideraciones legales para la utilizacién de en-
zimas

1.4. Desarrolle de la industria enzimdtica

1.5. Importancia de la tecnologta enzimdtica.

BIBLIOGRAFA
A) Ba4sica

P. Gacesa y J. Hubble, *Tecnologia de las Enzimas",
Editorial Acribla S.A. 1990, [Clasificacién TP248. E57
65318 en F.E.S.C.].
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1.2 DESCRIPCION DEL CURSO TEORICO

Chaplin And C. Bucke, "Enzime Technology', Cambridge
University, press in N.Y 1990, [Clasificacion TP
248.65 E59 en F.E.S.C.].

B) ComrrLeMENTARIA

A. Wiseman, "Manual de Biotecnologfa de las Enzimas®,
Editorial Acribla S.A., Zaragoza Espafia 1991 [ Clasi-
ficacién TP 248.ES H3518 en F.E.S.C.].

Reed, “Enzymes in food processing®, ed. 2, N.Y. Acade-
mic 1975, ([Clasificaclébn TX 601/R341975 en
F.E.S.C.].

Unian 11
"Propiedades de las Enzimas"

Objetivo Especffico:

Revisar las propiedades fisicoquimicas de las enzimas, as{
como los procesos bioqufmicos involucrados en su sinte-
sis.

2.1. Naturaleza Proteica de casi todas las enzimas.
2.2, Especificidad, Clasificacién y Nomenclatura.
2.3. Cinética Enzimdtica.

2.4, Inhibicién Enzimdtica.
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1.2 DESCAIPCION DEL CURso TEORICO

2.5. Biosintesis de Enzimas (Expresién genética) y me-
canismos de regulacion.

 regilerido, para’cubrir esta
iesde dlez-horas”

BiBLIOGRAF{A

A) Basica

Lehninger, A. L. "Bioquimica*, Editorial Omega, S.A. Sép-
tima reimpresién, Barcelona, 1980 [Clasificacion
QD415/L4518 en F.E.S.C.].

Stryer L. "Bloguimica* 3a. edicién. Editorial Reverte 1991
[Clasificacién QP514.2 S87 en F.E.S.C.].

B) CoMpLEMENTARIA

Chaplin and C. Bucke, *Enzyme Technology", Cambridge
University, prees en N.Y.,1990 [Clasificacién TP248.65
E59 en F.E.S.C.].
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1.2 DESCRIPCION DEL_CURSO TEGRICO

Unioan III
"Procedencia Comercial de las Enzimas Empleadas
en Alimentos”

Objetivos Especitfico:

a) Presentar las diferentes materias primas usadas
en la produccién de enzimas empleadas en ali-
mentos, seiialando las ventajas de utilizar a aque-
llas que provienen de microorganismos

b) Conocer los procesos bioquimicos y genéticos que
incrementan la produccién de enzimas micro-
bianas.

3.1. Origen de las Enzimas.

3.2. Enzimas Microbianas.

3.3. Control de la Produccién Microbiana de Enzimas.
3.4. Técnicas de Manipulacién Genética.

3.5. Produccién de Enzimas por Técnicas de Ingenie-
ria Genética.
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1.2 DESCRIPCION DEL CUSO TEORICO

BIBLIOGRAFIA
A) Basica

P. Gacesa y J. Hubble, *Tecnologla de las Enzimas",
Editorial Acribia, S.A 1990, [Clasificacién TP248. E57
63318 en F.E.S.C.].

Chaplin and C. Bucke, "Enzyme Technology*, Cambridge
University, prees in N.Y. 1990, [Clasificaciéon TP248
.65 E59 en F.E.S.C.].

B) CoMPLEMENTARIA

Lépez Munguia Agustin y Quintero Rodoifo, "Tecnologla
Enzimaética, Aplicaciones en Alimentos y Medicina",
U.N.A.M, 1987, [Clasificacién TP248 T4 en F.E.S.C.].

C. M. Brown and . Campbell */ntroduccién a la Biotec-
nologia® Ed. Acribla S.A. 1990, [Clasificacidn TP248.2
B7618 en F.E.S.C.].

Unipan IV
"La Extraccién y Purificacién de Enzimas"

Objetivo Especffico:
Describir la metodologia utilizada en la extraccién y la

purificacién de las enzimas, y las posibilidades de esca-
lamiento.
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4.1. Extraccién enzimdtica.

4.2. Purificacién enzimdtica.

4.3. Extraccién y purificacién a gran escala.

4.4. Especificaciones.

BI1BLIOGRAF{A

A) Basica

Lenhninger, A.L., *Bioquimica" Ediciones Omega S.A. 7a.
reimpresion, Barcelona, 1980, [Clasificacion
QD415/L4518 en F.E.S.C.].

Chaplin, and C. Bucke, "Enzyme Technology", Cambridge
University, press in N.Y., 1990, [Clasificacion
TP248.65 E59 en F.E.S.C.].

P. Gacesa y J. Hubble, “Tecnologfa de las Enzimas', ed.
Acribia, S.A. 1990, [Clasificacion TP248.E57 63318 en
F.E.8.C.].
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1.2 DESCRIPCION DEL CURSO TERICO

B) ComriimENTARIA

Lépez Mungufa Agustin y Quintero Rodolfo, "Tecnologla
Enzimatica, Aplicaciones en Alimentos y Medicina",
U.N.A.M 1987, [Clasificacién TP248T4 en F.E.S.C.].

A. Wiseman, "Manual de Biotecnologia de las Enzimas",
Ed. Acribia, S. A. Zaragoza, Espana, 1991, [Clasifica-
cién TP248. ES H3518 en F.E.S.C.].

Unimao V
"Propiedades Cinéticas y Disefio de Reactores"

Objetivo Especifico

Presentar los criterios cinéticos y matemdticos que se
deben considerar en el diserio de reactores enzimdticos.
S5.1. Consideraciones generales.

5.2, Velocidad de reaccion.

5.3. Extensién de la reaccibn.

5.4. Aspectos del diserio de reactores.
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1.2 DESCRIPCION DEL CURSO TEORICO
T T G SR T R L LS R T S S L A 2l

BIBLIOGRAFIA
A) Basica

P. Gacesa y J. Hubble, “Tecnologfa de las Enzimas", Ed.
Acribia, S.A, 1990, [Clasificacién TP248. E57 63318
en F.E.S.C.].

Quintero Ramirez Rodofifo, *Ingenieria Bioquimica Teoria
y Aplicaciones®, Ed. Alhambra Mexicana 1981, [Cla-
sificacién TP 248.3 Q84 en F.E.S.C.).

Lopez Mungufa Agustin y Quintero Rodolfo, *Tecnologla
Enzimética, Aplicaciones en Alimentos y Madicina",
U.N.A.M. 1987, [Clasificacién TP248 T4 en F.E.S.C.].

B) CowmeLEMENTARIA

Atkinson B., "Reactores Bloquimicos*, Ed. Reverte S.A.,
Espafia 1986, [Clasificacibn TP157 A7518 en
F.ES.C]

A. Wiseman, “Manual de Blotecnologia de las Enzimas",
Ed. Acribia S.A. Zaragoza, Espafa 1991, [Clasifica-
cién TP248. ESH3518 en F.E.S.C.].
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1.2 DESCRIPCION DEL CuRsO TEGRICO

UNXDAD VI

‘Inmovilizacién de Enzimas"

Objetivo Especifico:

Analizar los fundamentos que implican las diversas téc-
nicas que permiten lograr la inmovilizacién en enzimas,

presentando las ventajas y algunas enzimas que se utilizan
en esta forma:

6.1. Introduccién.
6.2. Estabilidad enzimadtica.

6.3. Inmovilizacién.

BIBLIOGRAF1A:
A) Basica
P. Gacesa y J. Hubble, *Tecnologia de las Enzimas®, Ed.

Acribia, S.A., 1990, [Clasificacién TP248.E563318 en
F.E.S.C..

Chaplin and C. Bucke, "Enzymes Technology", Cam-

bridge University, press in N.Y. 1990, [Clasificacién
TP248.65 E59 en F.E.S.C.].
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1.2 DESCRIPCION DEL CuRso TEGAICO

Lépez Mungufa Agustin y Quintero Rodolfo, *Tecnolog/a
Enzimética, Aplicaciones en Alimentos y Medicina",
U.N.A.M. 1987, [Clasificacién TP248 T4 en F.E.S.C.].

B) CompLEMENTARIA

Quintero Ramirez Rodolfo, *Ingenieria Bioquimica, Teorla
y Aplicaciones®, Ed. Alhambra Mexicana, 1981, [Cla-
sificacién TP 248.3 Q84 en F.E.S.C.].

C.M. Brown and |. Campbell, “/ntroduccién a la Blo-
tecnologia®, Ed. Acribia 1990, [Clasificacién TP248.2
B7618 en F.E.S.C.]

Unipan VII
"Sensores Basados en Enzimas"

Objetivo Espectfico:

Hustrar la utilidad y los fundamentos de utilizar a las en-
zimas ligadas a transductores.

7.1. Enzimas inmovilizadas.
7.2. Reactores analiticos.

7.3. Enzimas ligadas a transductores.
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1.2 Escmpctéu DEL _CURSO TEORICO

7.4. Termistores enzimdticos.

7.5. Interacciones directas de enzimas-electrodo.

7.6. Otros dispaositivos sensores.

BiBLIOGRAFIA
A) Basica

A. Wiseman, "Manual de Biotecnologia de las Enzimas",
Ed. Acribla S.A. Zaragoza, Espafta 1991,
[Clasificacién TP248.ES H3518 en F.E.S.C.].

P. Gacesa y J. Hubble, *Tecnologia de las Enzimas", Ed.

Acribia, S.A. 1990, [Clasificacién TP248 ES 63318 en
F.E.S.C.].

B) CompPLEMENTARIA

Quintero Ramirez Rodolfo, "lngenierla Bioquimica, Teoria
y Aplicaciones®, Ed. Alhambra Mexicana, 1981, [Cla-
sificacion TP 248.3 Q84 en F.E.S.C.].
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1.2 DESCHIPCION DEL CURSO TEORICO

GC.M. Brown and I. Campbell, “Introduccién a la Biotecno-
logia", Ed. Acribia, S. A. (1990) [Clasificacion TP248.2
B7618 en F.E.S.C.].

Unipap VIIT
"Modificacién de Enzimas"

Objetivo Especifico:

Enunciar las diferentes modificaciones que puede sufrir
una enzima lo que permite incrementar su actividad y es-
tabilidad catalitica.

8.1. Seleccién de la fuente apropiada.

8.2. Sustitucidn de iones metdlicos.

8.3. Modificacién covalente de enzimas.

8.4. Modificacién enzimdtica de enzimas.
8.5. Complejos enzima-coenzima.

8.6. Mutagénesis no especifica.

8.7. Mutagénesis de sitio especifico.
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1.2 DESCRIPCION DEL CuRso TEGRICO

BIBLIOGRAF(A

A) Basica

Chaplin and C. Bucke, "Enzyme Technology", Cambridge
University, press in N.Y. 1990, [Clasificacién TP248.65
ESQ en F.E.S.C.].

P. Gacesa y J. Hubble, *Tecnologfa de las Enzimas", Ed.
Acribia, S.A. 1990, [Clasificacién TP248. E5 63318 en
F.E.S.C.].

B) CompLeMENTARIA

C. M. Brown and | Campell, *Introduccién a la Blotecno-
logia", Ed. Acribia S.A. 1990, [Clasificacién TP 248.2
B7618 en F.E.S.C.]

Unioap IX
"Aplicaciones de las Enzimas en la Industria
Alimentaria"

Objetivo Especffico

Distinguir las enzimas mds utilizadas en la industria ali-
mentaria, serialando los diferentes cambios que efectitan y
las ventajas econémicas que esto representa.

9.1. Introduccién.

9.2. Consideraciones econémicas.
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1.2 DESCRIPCION DEL CURSO TESRICO

9.3. Industrias que utilizan enzimas:

e Jugos

e Panaderfa

e Jarabes
o Licteos
e Proteica

e Azucarera
. Fermemacif)nes
e Bebidas estimulantes
e Cérnica
e Del huevo
e Aceite
e Otras aplicaciones,
Para observar como se debe de cubrir este punto ver pligina 204
9.4. Enzimas indeseables en alimentos.

9.5. Enzimas usadas como pardmetros de control de
calidad.

9.6. Técnicas indirectas para determinar la actividad
enzimdtica en diversos productos alimenticios.
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1.2 DESCRIPCION DEL CURSO TEGRICO

BIBLIOGRAFIA

A) Bisica

Alvarez F. R., Arroyo N.G., Montiel S.J.F., "Técnicas In-
directas para Medir la Actividad Enzimédtica en Ali-
mentos", F.E.S.C. U.N.A.M. 1991, [Clasificacién 105-
29 003/91 en F.E.S.C.].

Badui Dergal Salvador, "Quimica de los Alimentos®, Ed.
Alhambra, 5a, edicién 1989, [Clasificacién TX545B33
en FES.C.].

B) CompLEMENTARIA

L6épez Mungufa Agustin y Quintero Rodolfo, *Tecnologia
Enzimatica, Aplicaciones en Allmentos y Medicina®,
U.N.A.M. 1987, [Clasificacién TP248 T4 en F.E.S.C.].

Reed, “Enzymes in food Processing®, Ed. 2, N.Y. 1975,
[Clasificacién TX601/R341975 en F.E.S.C.].

Unioan X
"Perspectivas Futuras"

Objetivo Especffico:

Verificar nuevos aspectos de las enzimas que se encuen-
tran en estudio y que permitan mejorar la Biotecnologia
de estos catalizadores.

41



1.2 DESCRIPCION DEL Cunrso TEGRICO

10.1. Prediccién del Plegamiento/Estructura de la en-
zima.

10.2. Utilizacién de las enzimas en solventes orgd-
nicos.

BIBLIOGRAFIA
A) Bisica

P. Gacesa y J. Hubble, *Tecnologia de las Enzimas®, Ed.
écritéiad ]S.A., 1990, {Clasificacion TP248.ES 63318 en
.E.S.C.).

A. Wiseman, "Manual de Biotacnologia de las Enzimas",
Ed. Acribia S.A 1991 [Clasificacion TP248. ES H3518
en F.ES.C.].

B) CoMPLEMENTARIA

- C. M. Brown and 1. Campbell, "Introduccién a la Bio-
tecnologfa®, Ed. Acribia S.A. 1991, [Clasificacién
TP248.2 B7618 en F.E.S.C.].

-

Nota: En el capftulo Il de éste mismo de los asp
mis relsvantes de los temas de cada unldad
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1.2 DESCRIPCION DEL. CURSO TEGRICO

Tecnicas pe Exsesanza

e Conferencias
s Seminarios de discusi6n
¢ Dinsmicas de grupo

e Mesas redondas

Recursos Dipicricos

¢ Resolucién de Ejercicios
s Gis y pizarrén

« Material audiovisual

e Acetatos

« Diaporamas
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1.3 Descrircion per Curso ExPERIMENTAL

ProLoco AL Trasaso en EL Lasoratorio

El P.T. de Enzimas de Uso Alimentario, contempla el as-
pecto teérico y el préctico, este ultimo pretende apoyar,
motivar, impulsar, y desarrollar al alumno, en los conoci-
mientos y metodologfas fundamentales para trabajar en el
campo de las ENZIMAS,

En virtud de la reciente apertura de este P.T., se ha con-
“siderado posible estandarizar algunas metodologfas elemen-
tales para iniciar el estudio de las Enzimas; estas contemplan:
Procesos de extraccion, purificacién y cuantificacién de ellas a
partir de fuentes naturales (Alimentos). As{ también, los
procedimientos para realizar estudios de cinética enzimética
considerando diversas variables que estdn sujetas a modifi-
caciones semestre a semestre en relacién al conocimiento,
discusién y seleccién de metodologfa por los estudiantes del
paquete.

Por otro lado queremos hacer saber que este laboratorio
contempla una Gufa metodolégica que puede adaptarse a
las sugerencias y modificaciones argumentadas cientifica-
mente por los alumnos, con el objetivo de que el alumnado
participe para establecer {que?, {como?, y écuando? cubrird
los objetivos establecidos para cada préctica.
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1.3 DESCHIPION DEL CU EXPERIMENTAL

Este modelo de ensefianza experimiental, le presenta al
alumno otra forma de trabajo, en la cual la ensefianza expe-
rimental esta vinculada con la ensefianza teérica, lo que
permite al alumno, desarrollar, aplicar, analizar, sintétizar y
evaluar sus conocimientos, asimismo y en virtud de que ac-
tualmente ninguno de los laboratorios tinicos (LEM) ha revi-
sado aspectos experimentales de la biotecnologia de enzimas,
este laboratorio pretende cubrir estos aspectos hasta hoy un
poco olvidados en el sistema de laboratorio de estudios multi-
disciplinarios.

Es importante aclarar que en este punto sélo se presen-
ta un panorama muy general de lo que es la ensefianza
prictica dentro del paquete teniendo necesariamente que
complementar ésta parte recurriendo a la informacién par-
ticular que sobre el trabajo en el laboratorio existe.
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1.3 DESCRIPCION DEL CURSO EXPERIMENTAL

OBJETIVO PARTICULAR

Que el alumno utilice los procedimlentos experi-
mentales de que se dispone para extraer, purificar
y cuantificar ENZIMAS, cuya fuente natural sean
alimentos
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1.3 DESCRIFCIN DEL CURSO EXPERIMENTAL

OsJETIVOS EspPEciFicos

Describir a los alumnos del P.T. de Enzimas los
aspectos basicos de cuantificacion, extraccién y
purificacién de enzimas en forma préactica.

Que el alumno pueda aplicar eficientemente mé-
todos de extraccién, separacién y purificacién de
enzimas.

Que el alumno utilice e identifique, los equipos,
Instrumentos y materiales bésicos que con mayor
frecuencia se utilizan para realizar estudios en-
ziméaticos.

Que el alumno proponga en base a los cono-
cimientos adquiridos, las modificaciones al proce-
dimiento metodoldgico que se le proporciona,
para que establesca sus objetivos personales o
de grupo. Asfi coma las modificaciones a la meto-
dologia y que lo realice practicamente.

Que el alumno evaltie los resultados experimen-
tales obtenidos y que los discuta en grupo, para
establecer las condiciones éptimas de cada en-
zima.

Que al finalizar el curso, el alumno pueda proyec-
tar nuevos modelos de experimentacién o modi-
ficaciones a los existentes, con la finalidad de
mejorar el curso experimental semestre a semestre.
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ReYwI Sty

1.3 DESCRIPCION DEL CURSO EXPERIMENTAL

1.3.1 Puan pe Trasato

Para el trabajo en el laboratorio se usardn dos enzimas
que serdn: Ureasa y polifenoloxidasa, debido a que la
metodologia para realizar el estudio de estas enzimas se tiene
perfectamente estandarizada y comprobada. Por otro lado la
infraestructura que existe hoy dfa en el laboratorio del pa-
quete no permite el trabajo 6ptimo con alguna otra enzima,
aclarando que se esta plancando implementar nuevas meto-
dologfas con otras enzimas de mayor interés en alimentos.

A las dos enzimas antes mencionadas se les hardn los
siguientes estudios:

a) Extraccién.

b) Cuantificacién.

¢) Cinética.- Evaluaci6n del efecto de los siguientes paré-
metros sobre 1a velocidad de reaccion:

o Efecto del pH

e Efecto de la temperatura

« Efecto de la concentracién del sustrato
o Efecto del tiempo

o Efecto de la concentraci6n de la enzima

« Efecto de algunos inhibidores (SO3Na, Ac. bérico,
HgCl,, Nitrato de Plata, Calor, etcétera).

d) Purificacién.

8) Identificacién.
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A continuaci6n se muestra un cuadro metodolégico que
ilustra el plan de trabajo a llevar dentro del laboratorio, si-
guiendo el método cientffico.

LABORATORIO

l Enzima Ureasa }f 1 1‘ Enzima Fenolasa

fnvestigaclén Bibllogréfica
y Hemerogréfica sobre:
Fuentes naturales
Propledades fisicoquimicas
Métodos de extraccién
Métodos de cuantificacién
Métodos de purificacién
Estudlos de cinética

Formas de preparacién
Tiempos de vida de anaquel
Aplicaciones y/o Importancia

¥

| Elaborar un trabajo esciito |

Presentacion de Seminario
frente al grupo

Discutlr y proponer Plan de
trabajo Experimental

Etapa Experimental ( De cada
Enzima)

Extraccion ( extracto crudo )

¥
Purificacién
l Cuantificacién I rCInétlca] L ,demmm,o,‘} ]
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1.3 DESCRIPCION DEL CURSO EXPERIMENTAL

{rvTOseCe

1.3.2. ProGrAMA DE ACTIVIDADES

En el cuadro que se presenta a continuacién se describen
las actividades a realizar en el laboratorio por cada secién
experimental. Cabe aclarar que cada sesi6n consta de 4 horas,

“Secion Mo

Actvipan

Inscripelén y presantaclén del curso de laboratorio del P.T,

1 de enzimas.

2y3 Busqueda de Informacién bibliogréfica

Seminario de presentacién del tema | "Enzima Ureasa®.

5 Préctica No. 1 Extraccién y Cuantificacidn de la Ureasa,
6y7 Préctica No. 2 Conocer la Cinética de la enzima Ureasa,

8 Préctica No. 3 Purificacién de la enzima Urease.

9 Seminarlo de discusin del tema 1.

10 Seminario de presentacién del tema il "Enzima Fenolasa”,

1 Prictica No. 1 Extraccion y Cuantificacion de fenolasa.

12y 13 Préctics No. 2 Conocer la Cinética de la enzlma Fenolasa.

14 Préctica No. 3 Purlficacién de la enzima Fenolasa,
15 Seminario de discusldn del tema il

16 Examen final (Temas ! y Il).

17 [Emrega de calificaciones.*

* Nota: Para tensr derecho a calificaclén del curso del faboratarlo el alumno dobe tener
como minimo of 80% do asl 1
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1.3.3. Sucerencias para Lo Evarvacion per Lasoratorio

Dadas las observaciones realizadas por los profesores del
laboratorio del P.T. de Enzimas y después de hacer un con-
censo con los estudiantes egresados de este paquete se sugie-
re que el laboratorio sea evaluado de la siguiente forma:

1.3 DESCRIPCION DEL. CURSO EXPERIMENTAL

PRGN EIR

"4 Indvidual

Trabajo en el faboratorio

Seminarlos ~ |Equipo
Reportes Individual
Examon .- |individual

Consideramos que evaluando de esta forma a los estu-
diantes se logra despertar un mayor interés y responsabilidad
en ellos hacia el curso experimental, obteniéndose con ello
mejores resultados en cuanto al aprendizaje y aprovecha-

miento académico.
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1.4 Diseno peL Proyecro

OBJETIVOS PARTICULARES

Que el alumno del P.T. utilice todos sus conoci-
mientos tanto tedricos como précticos, para la
elaboracién de un proyecto que le permita cono-
cer més a fondo cuestiones como, propiedades,
aplicaciones, cinética, Inhibidores, y posible
aplicacién real de una enzima en particular en
algun proceso de industrializacién de alimentos.

Que el alumno organice los conocimientos obte-
nidos en clase al estar/os manejando y aplicando
en sus proysctos.

Que mediante este proyecto el alumno sea capaz
de innovar o mejorar algun proceso industrial de
su Interés, mediante el uso de la enzima de su
elecclén.

Proponer al alumno la posibilidad de continuar
su proyecto despuéds de terminado el curso, para
que éste pueda ser registrado como su tesls
profesional.
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1.4 DISERODEL PROYECTO

1.4.1 Usicacion per Provecro

Hoy en dfa, el P.T. de Enzimas de Uso Alimentario, cuen-
ta con tres lfneas de investigacién y desarrollo de proyectos
que son:

a) Inmovilizaci6én de enzimas y diseiio de reactores enzi-
méticos.,

b) Extracci6n y purificacién de enzimas.
¢) Nuevas y futuras aplicaciones de enzimas en alimentos.

El proyecto que cada estudiante decida disefiar debe ser
clasificado dentro de alguna de las tres lineas antes mencio-
nadas, ya que consideramos que estas lineas son de relevan-
cia y trascendencia, hoy en dia en la tecnologfa de enzimas.
La intencién de esto es hacer que los estudiantes centren
sus esfuerzos en disefiar un proyecto que resulte novedoso y
que pueda tener aplicacién en los procesos biotecnolégicos
de interés en el presente.
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1.4 DISENODEL PROVECO

1.4.2. Orcanizacion b Provecro

El proyecto ademéds de cumplir con los objetivos gene-
rales que se enunciaron anteriormente, debe cumplir con
ciertos contenidos m{nimos, que son los siguientes puntos:

a) Portada

b) Indice

¢) Introduccién

d) Objetivo General

©) Objetivos Particulares

1) Justificacién

g) Cuadro metodolégico

h) Disefio Experimental (Si es que contara con una parte
préctica)

1) Desarrollo del Proyecto

I) Resultados y discusi6n

k) Conclusiones

1) Glosario (de ser necesario)

m) Bibliograffa (anexando los artfculos consultados)
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: 1.4 DISENODEL PROYECTO
e e I D S A T T A R TR

IMPORTANTE:

El proyecto debera realizarse desde el iniclo del curso,
presentando perlddicamente el avance que se tenga al
asesor correspondiente, ya que la evaluaci6n final del pro-
yecto se obtendra del promedio de los slguientes rubros:

a) Seminario de Presentaci6n

b) Entrega preliminar

¢) Entrega definitiva

d) Seminario de evaluacion.

Debido a esto es importante no descuidar ninguno de
los rubros anterlores para que, tanto la calidad como la
calificacién del proyecto, no demerite y resulte asl un
proyecto viable de sar continuado como Tesls profesional.
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1.5 Visitas

OBJETIVOS PARTICULARES

llustrar al alumno def P.T. las diferentes técnicas y
métodas de utilizacion industrial de enzimas.

Que los alumnos del P.T. analicen una industria
que se dedique a fa produccién de enzimas a gran
escala, con la finalidad de que observen los equi-
pos, técnicas y procedimlentas que se utilizan para
la produccién de estos catalizadores bioiéglcos.

Que los alumnos visiten una industria de alimen-
tos en la que se usen enzlmas para producir o
mejorar la presentacién y apariencia de sus
productos, con la finalidad de que los alumnos de
P.T. puedan observar la forma practica donde se
aplican y controlan las enzimas.

Locailzar un centro de Investigacion que se dedi-
que a la busqueda de nuevas técnicas y tecnolo-
@las para la produccién y la aplicacién de las en-
zimas en nuevas procesos, y esto con la finalidad
de que los alumnos comprendan la vinculacién
de la Investigacién tecnoidgica y su aplicacion in-
dustrial.
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1.5 VISITAS

1.5.1. ImrorTaNcIA DE LAS VisiTas

Es necesario dejar bien puntualizado que las visitas
tienen una importancia radical en la formacién del alumno
en el drea de la biotecnologfa enzimética, debido a que en
estas visitas se acude a observar en la realidad como se
llevan a cabo procesos importantisimos en cuanto al uso y
trabajo con enzimas. El primero de estos procesos de interés
que acudimos a observar es como algunas plantas industria-
les logran la produccién y comercializaciébn de enzimas a
gran escala, donde nos interesa ver las técnicas y métodos
utilizados para la extracci6n, purificacién, envasado vy
comercializacién de las enzimas.

El segundo punto de interés es el poder ser testigos de la
forma en la cual algunas industrias aplican enzimas o
tratamientos enzimdticos en sus procesos de produccién con
la finalidad de lograr alguna biotransformacién especffica o
lograr una mejor presentacién final de su producto (in-
dustrias de jugos, panificaci6n, vinos, lacteos, etcétera).

Por iiltimo el tercer rubro importante para nosotros es el
conocer centros de investigacién que esten trabajando con
enzimas dode podamos analizar los proyectos que en el te-
rreno enzimatico se esten llevando a cabo, esto con la fina-
lidad de crearnos un panoarama general de lo importante
que resulta actualmente el encontrar nuevas y mejores for-
mas de utilizar a las enzimas en la industria alimentaria.

Por lo expuesto anteriormente éstas visitas son de gran
valia y utilidad para los estudiantes de este paquete.

Nota: Las visitas serén evaluadas mediante Ia rasolucién de cuestionarios que resul-
tan obligatorios, y sin excusa ni pretexto todos y cada uno de los estudiantes
del P.T. deban resolverlos corractamente.
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1.6 EvaruacioN per Curso pe P.T. pe Enzivas
pe Uso AuMENTARIO

La evaluacién que cada alumno del paquete reciba ser4
basandose en todos aquellos aspectos importantes para el
proceso ensefianza aprendizaje, como son: cumplimiento de
tareas, trabajos y seminarios, asistencia y puntualidad a las
clases tanto teéricas como précticas, asi como a las visitas, o
sea en general le serd evaluado el interés y preocupacién
que muestre hacia la asignatura.

1.6.1. CavuiricacioN peL Paquere

La calificacion final que recibird cada alumno del P.T. se
obtendrd sumando el porcentaje que obtenga en:

a) Proyecto

b) Curso teérico

¢) Curso experimental.
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1.6 EVALUACION DEL CURSO DEP.T. DE ENZIMAS DE /SO ALIMENTARIO

El porcentaje de cada una de estas partes serd el si-
guiente:

ProvECTO ' 46%
CURSO TEGRICO L L.80%
Cunso EXPERIMENTAL | 5" 30%

Es importante aclarar que el alumno que no acredite el
laboratorio o ¢l proyecto o no resuelva correctamente los
cuestionarios sobre lo observado en las visitas, no tendri
derecho a presentar exdmenes ordinarios (A,B). Por lo que se
consideraré autométicamente como no acreditado.

En general, esta es la forma en que se evaluaré el curso
del P.T. de Enzimas.
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_ DESARROLLO DE LOS FUNDAMENTOS BASICOS DEL CuRso TEGRICO

TR

A continuacién se presenta el desarrollo de los aspec-
tos fundamentales de cada unidad que contiene el
curso Teérico. Se recomienda al alumno leer y revisar
estos fundamentos antes de ser tocados en clase, para
que con esto logre un mejor entendimiento y apren-
dizaje de cada uno de los temas a discutir.

2.1 Unioap |

2.1.1. ANTECEDENTES

La utilizacién de los sistemas biolGgicos para llevar a
cabo transformaciones qufmicas apropiadas tiene una larga
tradici6én, que comenzé muchos afios atrés, con aspectos tan
destacados como: la conversién de leche en queso y la fer-
mentacién de soluciones azucaradas en bebidas alcohélicas.
Desde que estos sencillos procesos se utilizaron por primera
vez, es evidente que nuestro concepto de biotecnologfa ha
cambiado radicalmente, sin embargo, la produccién del pan,
el queso y el alcohol se encuentran todavia entre las apli-
caciones mis significativas de esta ciencia.

ATKINSON en 1974 divide cronol6gicamente el desarrollo
de la biotecnologfa en la manera en que se ilustra en el
siguiente cuadro.
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DESARROLLO DE LOS FUNDAMENTOS BAsicos DEL CURso TEGRICO

S Se utilizan algunos procesos bioléglcos, pero se
"Antes de 1800 ' |desconoce por completo el mecanismo de accion
i ’ .|de estos procesos.

. ... |Periodo da descubrimlentos, proporclonando cono-
.. Entra 1800 y 1900 . - [cimientos Importantes sobre los mecanismos de
! : accién que hacen posible las blotransformaciones,

. Perlodo de un desarrollo Industrial y de los cono-
spués de 1900
Desp . ° 2 [clmiento de cinética enzimética (Michaalis-Menten).

RN Periodo de modificaciones biolégicas especiticas
‘Despu_és de 1970 lrealizadas en forma directa por técnica de Inge-
i ; “Inlerfa genética.

* Epoca actual no propuesta par ATKINSON, pero fundamental en el desarrallo de la
blotecnologia. (15?.

- Los orfgenes histéricos de la tecnologfa enzimitica se
remontan al segundo periodo (1800-1900). Durante el mis-
mo, se demuestra la capacidad de los tejidos biol6gicos para
llevar a cabo transformaciones qufmicas.

En 1878 se introduce por primera vez el término <en-
zimas > y posteriormente se registran los primeros intentos
para establecer una nomenclatura sistemdtica, los cuales,
condujeron a utilizar el sufijo <asa> afiadido al nombre
del sustrato. Durante esta etapa de investigacién, se es-
tablecieron los conceptos de especificidad, requerimiento de
coenzima y existencia de enzimas en sistemas libres de
células. Estos hallazgos prepararon el camino tanto para la
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DESARROLLO DE 108 FUNDAMENTOS BAsicos DEL CURSO TEORICO

descripci6n cinética de la actividad enzimética realizada por
Michaelis-Menten en 1913, como para la obtencién de la
primera enzima en forma pura la "UREASA" obtenida por
Summer en 1926, (15)

En 1900 se demostré por primera vez la posibilidad de in-
movilizar enzimas, mediante la absorcién de extractos de
levadura sobre carb6n activo. En 1953 se desarrollan los méto-
dos para unir covalentemente enzimas a resinas de polies-
tireno. (8,15)

Durante los aios de 1960 y 1970 crecié enormemente el
uso de enzimas inmovilizadas, con un amplio rango de apli-
caciones, las cuales, se mencionaran posteriormente en cste
mismo manual. Cabe mencionar, que la biotecnologfa se
desarrolla y avanza dia con dfa, lo que la hace ser una dis-
ciplina sumamente interesante y con un potencial enorme
tanto presente como futuro.

2.1.1.1. VentaJas pet. EupLEO DE ENziMas EN COMPARACION
con CaTALZADORES INORGANICOS

El uso de un catalizador biolégico como lo es una "enzima"
representa muchas ventajas para el proceso de produccién
en el cual se utilice, a continuacién se mencionaran algunas
de esas ventajas:

e Alto poder catalitico (dos a tres veces mayor que los
catalizadores inorgénicos)

e Alta especificidad



___DESARROLLO DE LOS FUNDAMENTOS BAsicos DEL CURsO TEGRICO

« Funcionan en condiciones moderadas de pH y tempe-
ratura, con lo cual se reducen los costos del proceso.

« Requieren de un pequeifio espacio de operacién (re-
actores o fermentadores de cualquier volumen deseado)

o Reutilizacién al inmovilizarlas, bajando asf los costos
de produccién

o Féciles de producir y mejorar por técnicas de inge-
nierfa genética

¢ Son "no t6xicas" por ser productos naturales (8,15,46)

2.1.2. FORMAS DE UTILIZAR A LOS BIOCATALIZADORES

Aunque para efectuar biotransformaciones es posible uti-
lizar tejidos completos, vegetales o animales, es conveniente
limitar el campo donde se llevar4 a cabo la bictransforma-
cién, por lo cual, aquf se discutir4 sobre la conveniencia del
uso de los métodos de: fermentacién microbiana, células libres
e inmovilizadas y enzimas inmovilizadas.

FERMENTACION MICROBIANA

Se utiliza un microorganismo para lograr la sintesis de un
metabdlito, se puede utilizar un reactor donde se tiene al
microorganismo, a este reactor se le adiciona continuamente
medio de cultivo, por lo que podemos tener una fermen-
tacién en continuo. Las enzimas as{ producidas requieren de
una posterior purificacién lo que eleva su costo de obtenci6n.
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Céruras LiBres

En estos procesos se utilizan células animales ylo vege-
tales. En los procesos biotecnol6gicos realizados a gran esca-
la, las fermentaciones con células libres constituyen todavfa
el método mis utilizado. Su manipulacién es relativamente
fécil y, en algunos casos, no requiere de un medio de cultivo
estéril. Este proceso es especialmente idéneo para aquellos
procesos de produccién de compuestos complejos que re-
quieren un proceso de sintesis de varias etapas, la gran
desventaja aquf es la produccion de compuestos secundarios
indeseables, los cuales, deben secpararse posteriormente
aumentando as{ el costo de produccion. Este hecho, junto
con la produccién con un exceso de biomasa limita el ren-
dimiento del medio de cultivo y, por consiguiente, la econo-
mfa del proceso.

CéLutas INmoviLizaDas

Este proceso puede considerarse como un estado inter-
- medio entre la fermentaci6n, las células libres y las enzimas
inmovilizadas, De forma general, debemos decir que las
células inmovilizadas deben utilizarse en aquellos casos en
los que intervienen varias etapas enzimdticas. Por otro lado,
pueden llevar a cabo procesos que transcurren con gasto de
energfa, pero la duraci6n de los mismos estard siempre
limitada por la reserva energética de la célula.

Enzimas InmoviLizapas

Al tener una enzima inmovilizada se logra una alta acti-
vidad (en la mayorfa de los casos), y una gran especificidad,
lograndose asi eliminar el problema de la formacién de sub-

65



DESARROLLO DE LOS FUNDAMENTOS BAsicos DEL CURsO TEORICO

e

productos indeseables, Al tener una enzima inmovilizada,
esta puede ser utilizada muchas veces en el proceso reflejan-
dose esto en una disminucién del costo de produccién, en
cuanto al catalizador se refiere. Como contrapartida a estas
ventajas se encuentra el hecho de que purificar e inmovi-
lizar enzimas resulta un proceso caro. Por otro lado, cada
enzima tiene un pH 6ptimo diferente y una estabilidad dis-
tinta frente a la temperatura, por lo que los problemas se
multiplican cuando se planifica un proceso de sintesis que
transcurre en varias etapas. (15,45)

Es importante aclarar que de todos los factores men-
cionados el factor de mayor influencia para la eleccién del
catalizador seré el costo econémico.

2.1.3. CONSIDERACIONES LEGALES PARA LA UTILIZACION
DE EnziMAS

El criterio de viabilidad econ6mica de un proceso estd
estrechamente relacionado con las normas legislativas que
rigen tanto para las operaciones que lo componen como
para la pureza del producto final. En el caso de materiales
biol6gicos existen varias 4reas que representan un riesgo
potencial de efectos nocivos:

1) Microbiol6gica
2) Toxicidad quimica

3) Toxicidad relacionada con la actividad enzimética
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1) MicroBioLocGICA

Los problemas derivados de la actividad microbiolégica
dependerén del organismo elegido como materia de partida
y deberdn reflejarse en las medidas de seguridad incor-
poradas al proceso de produccién. Los productos destinados
a ser consumidos en el mercado necesitardn cumplir todos
los criterios de pureza, los cuales, aseguran que no han es-
tado sujetos a peligrosas contaminaciones microbianas. (8,15)

2) Toxicinap Quimica

Esta procede normalmente de contaminaciones provo-
cadas por sustancias producidas en el metabolismo secundario
de microorganismos por ejemplo, micotoxinas y aflatoxinas.
En la actualidad, la existencia de un mayor conocimiento
sobre las consecuencias a largo plazo de estas toxinas a lle-
vado a establecer un control legislativo més severo en este
campo. (8,15)

3) Toxicibap REeLACIONADA CON LA AcTivipap EnziMATICA

Esta toxicidad se ilustra claramente con el ejemplo que
ofrecen las enzimas proteolfticas utilizadas para la produc-
cién de detergentes biol6gicos. Al inhalar el polvo que
contienen estas enzimas, se puede daifiar la superficie de los
bronquiolos pulmonares produciendo irritacion en los mis-
mos y alteraciones respiratorias. Las enzimas proteoliticas
muy activas, pueden tener un poder de degradacién seme-
jante al de las soluciones fuertemente céusticas, por lo que
se deben tomar precauciones con su manejo. (8,15)
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Como ya se ha indicado en las primeras etapas de la pro-
ducci6n enzimdtica, estas protefnas se encuentran en polvo
muy fino, generalmente dando lugar a que ademas de ser in-
haladas, tomen contacto con la piel provocando reacciones
alérgicas que se manifiestan con fiecbre. Estas reacciones
alérgicas tenderdn a ser més enérgicas en sucesivas reexpo-
siciones y pueden ser peligrosas e incluso de fatales conse-
cuencias en condiciones extremas. (8,15)

Dado lo riesgoso que puede resultar el usar enzimas, en
1982 el comité de Aditivos y Contaminantes de los Alimentos
pertenecientes al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimenta-
cion de Inglaterra (ACAMAP), public6 un informe donde
clasificaba a las enzimas en cinco grupos basados en la con-
veniencia para utilizarlas en la industria alimentaria, estos
cinco grupos se ilustran en el cuadro siguiente:
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Clasificacién hecha por ACAMAP para las enzimas segiin su

riesgo de apli

cacion en la industria alimentaria

Grupo A

Sustanclas en que la evidencia disponible suglere
que son aceplables para su uso en la alimentacion.

Grdpb. 8

“{para su uso en la alimentacién.

Sustanclas que |a evidencia disponible permite
consideratlas como provisionalmente aceptables

“ISustancles para las que la evidencia disponible
“|sugiere un cardcter toxico y cuyo uso en la ali-
- |mentacidn no debe ser permitido hasta que pueda

-{ridad.

aportarsé una prueba convincente de su segu-

Grupo D

Suslancias para la que la evidencia disponible In-
dica una toxicidad probable o definitiva y cuyo
uso en la alimentacion debe sar prohibido.

" /|posible emitir una opinién sobre su aceptacién en

Sustanclas para las que no se dispone de dates
conflables sobre su toxicolog(a, por lo que no es

la Industria allmentaria.

{Tomado de P. Gacesa y J. Hubble 1930)
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En un intento de ajustarse a la reglamentacién legislativa
algunas asociaciones industriales han elaborado sus propias
normas. En el caso dc la enzimas destinadas a la alimenta-
cién, la asociacién de fabricantes de Enzimas Vegetales y Ani-
males para la alimentacién de animales y plantas (AMFEP)
ha establecido las pruebas prioritarias para las materias
primas utilizadas en la industria alimentaria las cuales, estdn
contenidas en la tabla 1.1

Tabla 1.1 Pruebas de seguridad basadas en la clasificacién de
la AMFEP para las enzimas utilizadas en alimentacién

‘ Grupo A/ Micraorgania- :{.’Mluourqanls- . i :
R raos que han sido s P on
ey o) Siitizados tradie alimentos, que son ‘mos que no estﬁn
"Prue! . (X=af: clonalments ef acepiados como - lqduldos en

roallzarse) . contaminantes Ao B

X alimentacién. g § 0y

: . Inacuos. :
Patologla Normaimente no X
raquiaren ninguna

Toxicidad oral przebn o
aguda, ratén y X X
rata de cuatro X X
semanas
Toxicidad oral
durants tres X X
meses, rata
Mutagénesis in
vitro X X
Efecto teratégeno, [l
rata Mutagénesis o
In vivo, ratén
Estudios de
toxicldad en el x)*
producto final
Carconogénesis, )
rata Fertilidad y X
reproduccién

* Para realizarse

diai
cor

(Rocogido de Reichett, 1983)
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Ademis de los cinco grupos anteriores en el Reino Uni-
do los aspectos legislativos en cuesti6n enzimitica estin
cubiertos por el Acta 1974 para la higiene y la seguridad en
el trabajo. Exceptuando las referencias ya mencionadas, ac-
tualmente no hay ningin otro pafs donde existan legislacio-
nes para el uso de enzimas y México no es la excepcifn, ya
que en nuestro pafs no existen reglamentos ni normas que
legislen el uso de las enzimas. (38)

2.1.4. DESARROLLO DE LA INDUSTRIA ENZIMATICA

De alguna manera la expansién de la industria enzimdtica
refleja el desarrollo de nuestros conocimientos cientfficos
sobre las enzimas. El conocimiento de la tecnologfa enzimé-
tica se remonta a Christian Hansen, que en 1874 comercia-
liz6 la primera preparacién enzimética normalizada (cuajo;,
para una aplicaciébn tecnoldgica (fabricaci6én de queso
Desarrollos posteriores incluyen la concesién, en 1894, de
una patente de EE.U.U. protegiendo la utilizacién de en-
zimas diastasicas, y 1a de otra en 1907, para el, uso de pro-
teasas pancredticas en curtido de cueros. A estas le siguie-
ron las patentes para enzimas proteoliticas, utilizadas en las
pruebas de enfriamiento durante la fabricacién de cerveza
(1911), y enzimas bacterianas aplicadas al blanqueado de
textiles (1917). En la tabla 1.2 se resume la situacién de
produccién de enzimas hasta 1977.
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Tabla 1.2. Preparaciones enzimdticas comercialmente

importantes
Disponible comercial- Produccién
mente antes de mundiat
tonsladas de
protelna
Fuente Nombre 1900 1950 1976 enzimética
por ailo
Animal Cuajo X 2
Tripsina b3 15
Pepsina X 5
Vegetal Amilasa de la
malta X 10.000
Papalna X 100
Microbiana Koji X ?
Proteasa de
Bacillus X 500
Amiglucosidasa X 300
Amllasa de
Bachlus X 300
Glucosa
isomérasa X 50
Cusjo
microbiano X 10
Amilasa fangica X 10
Pecticina X 10
Proteasa fangica X <10

(Tomado de Aunstrup, 1977)
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A partir de 1970, la tecnologfa enzimética comenzaba a
entrar en un periodo de desarrollo industrial, dirigido a la
produccién de aminoicidos y aziicares a partir de glucuosa-
isomerizada, En aquel momento, el mercado Europeo y
Americano dominaban la comercializacién de enzimas
(figura 1.1). Dominio que aument6 y se prolongé hasta los
ochentas y noventas. Se puede esperar en ‘el futuro que el
mercado experimentard un aumento, cuando las enzimas
comiencen a utilizarse en mayor grado en procesos de
produccién de 1a industria alimentaria. (8,46)

Europa 1974 Estados Unidos 1975

Otros 11% W:_ Peoctinasa 2% ~3- Pectinaga 6%
_‘_]L Glucosa U- Gluocosa
Isomerasa 4% [ lsomerasa 6%
Glucosidasa 24% :- a amilasa 2% 4 Con aplicaclo-
nes en medicl-
nas y en ol dlag-
néstico 14%
. 1
y amilasa 13% F
[T3 Tripsina 3%

F Proteasa Acida
1%

Glucosidasa 24% | |+ ramilasa 16%
':L a amilasa 4%

P 6% {|3- P al- 4- Pepsina +
calina 51% papafna 17%

Proteasa 48%

Proteasa écida
24%

Proteasa al-

1 1 oalina 2%

L}

Figura 1.1, Distribucién de las ventas de enzimas en Europa y
Estados Unidos durante 1975
{Tomado de Solomons, 1677.)
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2.1.5. IMPORTANCIA DE 1A TeCNoLOGIA ENzZIMATICA

La tecnologfa enzimética tiene un gran potencial de apli-
cacién en muchos aspectos importantes de la ciencia, que se
ilustra en el siguiente cuadro:

Agricultura

Ingenleria quimica

Industria de los
energéticos

Utllizacién en
|alimentos

{Industria
|farmacéutica

Fllaclon de:l nltr'ﬁbgeho'y b}Sdegrgda&& :v S :
Efstnbt‘kas}»ha qﬁfmlca y beiroqﬁlnilcti.b

:CO{\verslénfde éo'lublqs‘a.'
‘Madificaclonss deseables.

Sintesls dé antibistic

En general, las enzimas tienen una amplia gama de utili-
zaci6én en diversas 4reas, y esta gama podrfa ampliarse en
gran forma a medida que las necesidades y el interés de usar
biocatalizadores aumente. (8)
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2.2 Unibap 11

InTRODUCCION

Las enzimas son protefnas especializadas en la catilisis
de las reacciones biol6gicas. Se encuentran entre las més
notables de las biomoléculas conocidas debido a su extraor-
dinaria especificidad y a su poder catalftico. En la actuali-
dad, se han identificado cerca de 2,000 enzimas diferentes.
Muchas de ellas se han aislado en forma pura y homogénea
y alrededor de unas 200 se han podido cristalizar. Aunque
de han identificado la mayor parte de las enzimas relacio-
nadas con el metabolismo bésico de la célula, queda por
resolver muchos problemas importantes, entre ellos, el con-
trol genético de la sfntesis enzimética, el papel de algunas
enzimas en el desarrollo y la diferenciacién, etcétera, Pero
sobre todo, todavia no se conoce en términos moleculares,
como catalizan las enzimas las reacciones qufmicas con tal
eficiencia, precisién y especificidad (26).

En esta unidad no se haré ningiin intento por catalogar y
describir el gran niimero de enzimas, se examinar4d méas bien
las propiedades y las caracterfsticas comunes a la mayor
parte de las enzimas.

2.2.1. NatunraLeza PRoteicAa DE CAsi TODAS LAS
ENnziMAS

Como se mencioné en la introducci6n de esta unidad, las
enzimas son protefnas que catalizan reacciones biol6gicas.
Esta creencia de que todas las enzimas son de naturaleza
proteica, se tuvo hasta el ano 1982, cuando el cientifico
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THOMAS CECH encontr6 que el precursor de un RNA
ribos6émico de TETRAHYMENA ( un protozoo ciliado ) con-
trola su auto-ensamblaje. El intr6n de esta molécula de RNA
precursora es precisamente eliminado por la actividad cata-
litica del propio RNA. Este intr6n liberado pierde entonces
una corta secuencia 5’-terminal, para formar una molécula
de RNA de 395 nucleétidos que cataliza la transformaci6n de
las OTRAS moléculas de RNA. Este RNA derivado de un
intrén cataliza la escisién y el ensamblaje de cadenas de
RNA en puntos especfficos, sin consumirse el mismo. Asf pues
es una verdadera ENZIMA, A las protefnas catalizadoras,
conocidas hace un siglo, hay que incluir ahora los RNA cata-
lizadores, mejor conocidos como RIBOZIMAS (47). Debido a
este descubrimiento de CECH hoy dfa no es valido decir que
todas las enzimas son protefnas. Sin embargo, para los fines
que este P.T. persigue nos centraremos en el estudio de las
enzimas de naturaleza proteica.

Enzimas pE NatupaLeza Proteica

Dado que hemos decidido considerar a todas las enzimas
como protefnas esto implica que cualquier agente capaz de
lesionar la estructura de la protefna nativa originar4, tam-
bién, la pérdida de la actividad catalftica. Asf, la calefaccién
de las enzimas o la exposicién a los agentes desnaturalizan-
tes destruye su actividad catalftica.

Las enzimas poseen pesos moleculares que se hayan
comprendidos entre 12,000 y un millén. Algunas enzimas
estdn constituidas solamente, por una o mis cadenas pilipép-
tidicas, pero otras contienen, ademés, algiin otro compo-
nente qufmico, que es necesario para la actividad, y que se
denomina cofactor. Puede ser este un metal, tal como Mg,
Mn, Zn o Fe, o una molécula orgénica compleja, llamada
habitualmente coenzima. Algunas enzimas precisan del con-
curso de ambos; es decir, de un ion metdlico y de una
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coenzima. Con frecuencia el cofactor se haya unido fntima-
mente a la porcién proteica de la enzima, en cuyo caso recibe,
generalmente, el nombre de grupo prostético. Los cofactores
son estables, en general, frente al calor, mientras que la porcién
proteica de la enzima es 14bil respecto a la temperatura. (26)

2.2.2. EspeciFiCIDAD, CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

EspECIFICIDAD

Uno de los atributos més sobresalientes de las enzimas
es la de su especificidad de actuacién, de suerte que solo
ciertos sustratos experimentan su accién y inicamente tiene
lugar un tipo de reacci6n sin que se produzcan reacciones
laterales o subproductos. (26)

Uno de los primeros estudios importantes sobre la
especificidad de las enzimas fue efectuado por Emil Fischer,
quien descubrié que las enzimas eran capaces de hidrolizar
glucésidos, y podian distinguir entre formas estereoisomeras
de estos. Esta observacién condujo en 1984, a enunciar el
principio de que la molécula del sustrato se adapta al centro
activo de la enzima del mismo modo que lo harfa una llave
y una cerradura, es decir que tienen una relacién comple-
mentaria,

Aunque las enzimas, en comparacién con los cataliza-
dores manufacturados, son muy especificas, su grado de
especificidad puede en general ser muy variado. Algunas
poseen una especificidad casi absoluta respecto a un sustrato
determinado, y no atacaran a moléculas aunque estén muy
relacionadas, mientras que otras enzimas atacan a toda una
clase de moléculas con un comiin denominador estructural,
aunque lo hagan a velocidades diferentes. La aspartasa cons-
tituye un ejemplo de enzima con especificidad casi absoluta
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ya que solo actia sobre el L-Aspartato y no lo hace sobre el
D-Aspartato. Por otro lado tenemos que el grupo de las en-
zimas de especificidad relativa como lo son: la fosfatasa
alcalina, que hidroliza a muchos ésteres diferentes del 4cido
fosférico, la carboxiesterasa, que hidroliza ésteres de diver-
sos 4cidos carboxilicos y algunas otras. (26)

Como resumen podemos decir que las enzimas de acuer-
do a su especificidad se clasifican en:

a) De especificidad absoluta (atacan un solo sustrato).

b) De especificidad relativa (atacan un grupo de sustra-
tos).

CLasIFICACION Y NOMENCLATURA

Muchas enzimas han sido designadas afiadiendo el sufijo
"asa" al nombre del sustrato, es decir, de la molécula sobre
la cual la enzima ejerce su actividad catalftica. Por ejemplo,
la ureasa cataliza la hidrélisis de la urea con produccién de
amoniaco y COa. Esta nomenclatura, sin embargo, no siem-
pre ha resultado préctica, lo cual ha ocasionado que muchas
enzimas reciban nombres que quimicamente informan poco
(p.e. pepsina, tripsina, catalasa). Por dicha razénm, y porque
el nimero de enzimas que se descubren esta aumentando
rdpidamente, la UIB (Unién Internacional de Bioqufmica),
recomendé un sistema de nomenclatura que consiste en
dividir a las enzimas en seis clases principales, cada una de
las cuales, se divide a la vez en subclases, de acuerdo con el
tipo de reaccién que es catalizada. Cada enzima se designa
por un nombre recomendado generalmente corto; por un
nombre sistemético, que identifica la reaccién que cataliza, y
por un nimero de clasificacién, que se emplea cuando se
precisa la identificacién inequivoca de la enzima. A conti-
nuacién se enlistaran las seis clases que la UIB recomienda
para la nomenclatura de enzimas:
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1. Oxido-Reductasas (Reacciones de Oxido Reduccién)
2. Transferasas (Transferencia de grupos funcionales)
3. Hidrolasas (Reacciones de hidrélisis)

4, Liasas (Adicién a dobles enlaces)

5. Isomerasas (Reacciones de isomerizacién)

6. Ligasas (Formaci6n de enlaces con escisién de ATP)

Con la finalidad de hacer m4s claro el mecanismo de nom-
brar a las enzimas se mostrard un ejemplo. Se da la enzima
que cataliza la reacci6n:

ATP + creatina §——==> ADP + fosfocreatina

El nombre recomendado de esta enzima, es creatinqui-
nasa y el nombre sistemiético, que se basa en la reaccién
catalizada, es ATP: creatin-fosfotransferasa. Su ndmero de
clasificacién es EC. 2.7.3.2, en donde, EC significa, abrevia-
damente, Comisién de Enzimas; la primera cifra (2) repre-
senta el nombre de la clase (trasferasa), la segunda cifra (7)
representa la subclase (fosfotransferasa), la tercera cifra la
subclase (fostransferasas con un grupo nitrégeno como acep-
tor) y la cuarta cifra (2) designa la creatin cinasa. (26)

2.2.3. CinETica ENZIMATICA

Los principios generales de la cinética de las reacciones
qufmicas son aplicables a las reacciones catalizadas por las
enzimas, pero estas muestran también un rasgo caracte-
ristico que no se observa en las reacciones no enziméticas:
la saturacién con el sustrato. En la figura 2.1 vemos el efec-
to de la concentracién del sustrato sobre la velocidad de la
reaccion catalizada por una enzima.
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Pigura 2.1~

E[ecfo de la concentracion del sustrato
sobre la velocidad de una reaccion
catalizada enziméaticamente. (27)
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En 1913 L. Michaelis y M. L. Menten, desarrollaron una
teorfa general acerca de la acci6n y cinética de las enzimas.
Esta teorfa, es fundamental en el anélisis cuantitativo de
todos los aspectos de la cinética e inhibici6én de enzimas. A
continuacién se muestra la deduccién de la ecuacién de
Michaelis-Menten.

La teorfa de Michaelis-Menten supone que la enzima E
se combina con el sustrato S para formar el complejo en-
zima sustrato ES; a continuacién este ltimo se escinde en
una segunda etapa, para formar enzima libre y producto P.

Ks1
E+S &> ES (1
K

K2
ES 3—=—* E +P )
K2

Estas reacciones son reversibles; las constantes de velo-
cidad para las reacciones directa e inversa, poseen un subfn-
dice positivo y otro negativo, respectivamente,

El objeto de esta deduccién es definir una expresién
general para Vo que es la velocidad inicial de una reaccién
catalizada enzimaticamente.
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La velocidad inicial es igual a la velocidad de ruptura del
complejo enzima sustrato ES de acuerdo con la ecuacién (2);
podemos escribir para ella la ecuacién de velocidad de
primer orden:

Vo=K42 [ES] (3)

Sin embargo, ya que ni X+ ni [ES}, pueden determinarse
directamente, debemos encontrar otra expresién para Vo en
funci6n de otras variables que puedan medirse con més
facilidad. Para ello escribiremos en primer lugar la ecuacién
de velocidad de segundo orden para la formaci6n de ES a
partir de Ey de s:

d[ES)/dt =K +1([ET] -[ES]) [5]) 1G]

A continuacién escribiremos la ecuacién de velocidad
para la descomposicién de ES.

-d[ES)/dt =K. [ES]+K.2[ES] ®)

Cuando la velocidad de formacién de ES es igual a su
velocidad de desaparicién, es decir, cuando el sistema ha al-
canzado el estado estacionario, que se define como aquél en
que la concentracién de ES permanece constante, entonces:

K+1((ETH[ES]) [S)=KalESI+KoofES.  (6)
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Reordenando la ecuacién (6) obtencmos:
[SY(ET] -[ES])/[ES] = [Ka+K+2/Ksa]=Km.  (7)

La constante global Km, que sustituye al término
(K1 +K42)/K+1 se llama constante de Michaelis-Menten.

A partir de esta ecuacién puede obtenerse la concentra-
ci6n del complejo ES en el estado estacionario, dejando di-
cho término:

[Es] = [ET][s})/(xm +[S]). ®

Ya hemos visto (anteriormente), que la velocidad inicial
de reacci6én Vo de una reaccién enzimética es:

Vo=K+2 [ES). 3)

Podemos sustituir, ahora, el término [ES], que figura en
1a ecuacién (3), por su valor en la ecuacién:(8)

Vo= (K+2) [ET] [S)/ Km +[s] 9)

Cuando la enzima se halla saturada, se alcanzar4 la velo-
cidad méxima, vmax, dada por:

Vmax + K+2 [ET] (10)

83



DESARROLLO DE 10S FUNDAMENTOS BASICOS DEL CURSO TEORICO

En la que [ET] es la concentracién total de la enzima,
Sustituyendo K.z [ET] por su valor deducido en la ecuaci6n
(10), asf se obtiene:

Vo= (vmax [S1)/(Km + [S]) (11

Es la ecuacién de Michaelis-Menten, es la ecuacidn de la
velocidad para una reacci6bn de un solo sustrato, catalizada
enzimiticamente. Relaciona la velocidad inicial, la velocidad
méxima y la concentracion del sustrato a través de la cons-
tante de Michaelis-Menten.

Ademés de lo mostrado anteriormente, una reaccién donde
intervienen una enzima es afectada por la temperatura, el
pH del medio donde se realiza la reaccién, la fuerza i6nica y
otros factores secundarios. A continuacién se discutird el
efecto que tienen los factores anteriormente enunciados en
una reacci6bn enzimética.

Erecto oeL pH

Las enzimas poseen un pH 6ptimo caracteristico, al cual
su actividad es méxima; por encima, y por debajo de este
pH la actividad desciende. El pH 6ptimo de una enzima no
es necesariamente idéntico al pH de su entorno intracelular
normal, el cual puede hallarse sobre la pendiente ascen-
dente o descendente de la curva de actividad respecto del
pH; de este modo, el pH intracelular puede colaborar a
regular la actividad de las enzimas.

En la figura 2.2 se ilustra gréficamente el comportamien-
to cinético de las enzimas con respecto al pH. A continua-
cién se deduciri una ecuacién matemética que define el pH
6ptimo de una enzima.
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Pigura 2.2
Curvas de actividad cn funcion del pH
de algunos enzimas. (27)
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pOesy

Deduccién de la Ecuacién que Define el pH 6ptimo
de una enzima

Ki ) .<)
EH +S 3 EHS——» E+P
K>

EH" = Enzima en forma activa con cierto grado de ionizacién

EH = Enzima en medio 4cido.

Ka;

— - + Ka = Constante de ioni.
. El.{z EH-+H zaclén de la enzima
cati6nica

Kaz
e g 2- + Pueden presentar for-
EH E . +¥{ mas de fonizacién se-
anibnica gan ef pH

Donde:

Ka1= [EH’] [H*]/[ER] Kaz= [E7] [B*)/[EH]
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Y gt e

Despejando de Ka; y Kaz a EHz y E- respectivamente se
tiene:

ET= ([EH] [H+])/(Ka1) + EH" + (Kaz [EH-])/H+]

ET= EH" (H*/Kai+ 1+Kay [H*])
despejando EH- tenemos:

EH" = (ET)/(H*)/(Ka1) + 1+ (Kez)/ [H"*]

Donde:

V=Kj EHS
EH: = pH 4cido
EH =pH de trabajo m4s adecuado reconocimiento del sustrato
E" = pH mis bisico
En la saturacién tenemos que:

V=Vmix
Vméx =K;EH"

vméx = (K:Et)/[H*/Kai]+ 1 +Ka/ [H*]
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La velocidad serd mayor cuando:
H*/Ka; =Kay/H*

Ka;=Kaz entonces la enzima se encuentra ionizada en
forma de mayor actividad:

[H*]?=Ka; Ka2
2log {H*]=log Ka; + log Kaz

2pH=pKa; + pKaz

pH éptimo = (pKa; + pKa)/2

El pH afecta:

e La ionizacién de enzimas y sustrato

e TIonizacién de los productos: influye en la purifi-
cacién

e Cambios en las constantes de equilibrio
o Influye en la contaminacién microbiana

e Afecta la estabilidad de la enzima afectando a su
vez la productividad de la misma.
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ErecTo DE LA TEMPERATURA

Existen dos factores que deben ser tomados en cuenta en
lo que se refiere a las relaciones entre la temperatura y la
actividad enzimdtica. Al elevar la temperatura, por un lado,
la actividad enzimética o sea la velocidad inicial presenta un
aumento. Por otro lado y simult4neamente se presenta el
fenémeno de la desnaturalizacién térmica de las enzimas,
que se desprende de su naturaleza Proteica. Ambos fené-
menos, el catalftico y el de desnaturalizaci6én pueden ser
descritos por modelos mateméticos.

En la figura 2.3 se mostrard grificamente el comporta-
miento de las enzimas con respecto a la temperatura.

La ecuacién de Arkenius que se muestra a continuacién
es la que define el comportamiento de una enzima ante la
temperatura.

K=gae AG/Rt

Donde:

K=cte de velocidad

AG = Energfa libre de activacién
T = Temperatura absoluta

R = cte. de los gases
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Figura 2.3

Efecto de la temperatura sobre la actividad
de un enzima. Los enzimas varian con
respecto a su estabilidad térmica.

La porcion descendente de la curva se
debe a la desnaturalizacion térmica. (27)
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Fuerza I6NICA
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La fuerza i6nica (1) también es uno de los factores prin-
cipales que tienen que ver con la cinética enzimética, ya que
es muy importante proporcionar a la enzima valores de fuer-
za i6nica 6ptimos para ella, con la finalidad de que su
actividad sea méxima. El la figura 2.4 se muestra el compor-
tamiento de las enzimas ante la fuerza i6nica.

La fuerza iénica a pH constante puede cambiar ya que
influye en la ionizacién de la enzima y el sustrato, de acuer-
do con la siguientes ecuaciones:

log K=log Ko + ZAZBu 2

p =122 (Q1zi®)

Donde:

K= cte. de velocidad

Ko= cte. de velocidad cuando # =0
ZA= carga

ZB= carga

La fuerza i6nica 6ptima indica c6mo afectan las cargas
en la enzima y sustrato o en los grupos funcionales de la en-
zima.
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Pigura 2.4

Efecto de la fuerza idnica

sobre la actividad de una enzima (27)
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TRANSFORMACIONES DE LA Ecuacion pe Michaeus-MenTeN

La ecuacién de Michaelis-Menten (ec. 11) puede trans-
formarse algebraicamente en otras formas que son mds
itiles para la expresién de los datos experimentales. Una de
las transformaciones mdas corrientes se obtiene, sencilla-
mente, tomando los recfprocos de ambos miembros de la
ecuacién de Michaelis-Menten.

1/Vo = (Km+ [S])/vméx [S]
Reordenando tendremos
1/Vo = (Km)/vmax {S]+ ([S])/Vméx [S]

que se reduce a

1/Vo= (Km/vmdx )(1/ [S]) + 1/Vm#x (12)

La ecuacién (12) es la ecuaci6én de Linewaver-Burk.
Cuando 1/Vo se representa frente a 1/ [S], se obtiene una
Itnea recta. La pendiente de la recta es Km/Vméx, y la
interseccién sobre el eje 1/Vo es 1/vméx; la intersecci6n
sobre el eje 1/ [S] es -1/km (figura 2.5a).

Esta representaci6n doble-recfproca tiene la ventaja de
que permite la determinacién mucho mdis exacta del valor
de Vméx. La representacién doble recfproca puede propor-
cionar también informacién valiosa acerca de la inhibicién
enzimética,
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Otra transformacién itil de la ecuacién de Michaelis-
Menten se obtiene multiplicando ambos miembros de la edu-
cacién (12) por Vméx y reordenando para dar la ecuacién.

Vo=- (Km){(Vo/ [S]) +Vmix (13)

La representacién de Vo frente a Vo/[S], llamada repre-
sentacién de Eadie-Hotstee (figura 2.5b), no solamente da los
valores de Vmédx y de Km en forma muy sencilla, sino que tam-
bién amplfa las desviaciones del caricter lineal que puede
no aparecer en una representacién doble recfproca. (26)

2.2.4. INHIBICION ENZIMATICA

A partir del estudio de los inhibidores de las enzimas se
ha obtenido informacién de importancia sobre mecanismo y
los caminos de la catédlisis enzimética, la especificidad de
sustrato de las enzimas, la naturaleza de los grupos fun-
cionales en el centro activo y la participacién de ciertos
grupos funcionales en el mantenimiento de la conformacién
activa de 1a molécula de la enzima. Adems4s, 1a inhibicién de
algunas enzimas por metabolitos especificos constituye un
elemento importante en la regulacién del metabolismo in-
termediario. Una enzima puede presentar inhibicién tanto
reversible como irreversible.

Los tres tipos principales de inhibicién reversible de las
enzimas son: compelitiva, acompetitiva y no competitiva, de los
cuales hablaremos enseguida.
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INHiBICION CoOMPETITIVA

La caracteristica de la inhibicién competitiva es que el
inhibidor puede combinarse con la enzima libre de tal modo
que compite en el sustrato normal para unirse al centro ac-
tivo. Un inhibidor competitivo reacciona reversiblemente
con la enzima para formar un complejo enzima-inhibidor
(E1) andlogo al complejo enzima sustrato:

E + Iz— EI

La molécula del inhibidor no resuita quimicamente al-
terada por la enzima.

La presencia de un inhibidor competitivo incrementa,
por tanto, el Km aparente de la enzima por el sustrato, es
decir, provoca que se precisen concentraciones de sustrato
superiores para que se alcance la- velocidad méxima. Por
otra parte, un inhibidor competitivo se caracteriza por no
afectar al valor de vmadx, indicando con ello que no inter-
fiere con la velocidad de ruptura del complejo enzima-
sustrato.

El ejemplo clédsico de inhibicién competitiva lo consti-
tuye la inhibicién de la succinato-deshidrogenasa por el ma-
lonato, y por otros aniones dicarboxilato (Fig. 2.6). (26)
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INHIBICION ACOMPETITIVA

En este tipo de inhibicién, cuya designacién no es muy
apropiada, el inhibidor no se combina con la enzima libre ni
afecta a su reaccioén con el sustrato normal; sin embargo, el in-
hibidor se combina con el complejo enzima-sustrato para
formar un complejo inactivo enzima-sustrato-inhibidor, el cual,
no experimenta su transformacién posterior en el producto
habitual de la reacci6n.

ES +1g—* ESI

Estas relaciones demuestran que el grado de inhibicién
puede aumentar cuando la concentracién de sustrato se ve
aumentada. La inhibicién acompetitiva es poco frecuente en
las reacciones de un solo sustrato, pero es corriente en las
reacciones de dos sustratos (Fig. 2.6). (4)

InHBICION No CoMPETITIVA

Un inhibidor no competitivo puede combinarse con la
enzima libre o bien con el complejo enzima-sustrato, interfi-
riendo con la accién de ambos. Los inhibidores no compe-
titivos se unen a un centro de la enzima distinto del centro
o sitio activo, a menudo para deformar a la enzima, de
modo que no pueda formarse el complejo ES a su velocidad
normal y que una vez formado no se descomponga a su
velocidad habitual para liberar los productos de reaccién.
Sus efectos no se anulan al aumentar la concentracién del
sustrato. En la inhibicién no competitiva la reaccién con el
inhibidor produce dos formas inactivas EI y ESI:
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E + I $= El
ES+1 3= ESI

El tipo mds corriente de inhibicién no competitiva es
producida por los reactivos que pueden combinarse rever-
siblemente con algin grupo funcional de la enzima (situado
fuera del sitio activo), que sea esencial para mantener la
conformacién tridimensional cataliticamente activa de la
molécula de la enzima. Algunas enzimas (aunque no todas
ellas) que poseen un grupo -SH esencial, son inhibidos no
competitivamente por los iones de metales pesados, sugi-
riendo que tales grupos -SH deben permanecer intactos para
que la enzima conserve su conformaci6n activa normal.

Algunas enzimas que precisan de iones metdlicos para su
actividad son inhibidos no competitivamente por agentes
capaces de unirse al metal esencial. Por ejemplo, el quelante
tetra-acétato de etilendiamino (EDTA), se une reversible-
mente al Mg* y otros cationes divalentes, inhibiéndose asf
de modo no competitivo a algunas enzimas que precisan de
tales iones para su actividad (Fig. 2.6). (26)

InHiBICION JRREVERSIBLE: MODIFICACION DE LA ENziMA

En la inhibicién reversible de las enzimas, discutida an-
teriormente, el inhibidor interviene en un equilibrio f4cil-
mente reversible, que se establece con rapidez, con la enzima o
con el complejo enzima-sustrato, y que puede analizarse
mediante la ecuacién de Michaelis-Menten. Sin embargo,
algunas enzimas experimentan inactivacién irreversible
cuando se tratan con agentes capaces de unirse covalente-
mente y que modifican de modo permanente a un grupo
funcional, necesario para la catilisis con lo que se inactiva la
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molécula de la enzima. Este tipo de inhibici6n no puede ser
tratado por los mecanismos de Michaelis-Menten, que
supone la formacién reversible de los complejos EI o ESIL
Con frecuencia, la inhibicién reversible se manifiesta lenta-
mente en comparacién con la cinética de la reaccién normal
de la enzima, de modo que al principio la inhibici6én es in-
completa, pero aumenta continuamente con el tiempo debido
a que se produce la modificacién de una fraccién creciente
de las moléculas de la enzima. (26)
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Figura 2.6  Efectos de inhibicion competitiva y no competitiva sobre la grafica de Linewea-
ver-Burk de una reaccidn catalizada por una enzima,
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2.2.5. BiosinTESIs DE ENZIMAS (EXPRESION GENETICA) Y
MEecanisMos DE REGULACION

E! mecanismo de la biosfntesis de las enzimas y en gene-
ral de las protefnas, por su gran diversidad de actividades
biol6gicas y por su especificidad de especie, ha sido uno de
los mayores retos de la historia de la Bioqufmica. Durante
muchos afios, no pudieron ser contestadas cuestiones tan
sencillas sobre la sintesis proteica tales como: iSe consti-
tuyen las protefnas residuo a residuo o bien por ensamblaje
de muchos péptidos cortos prefabricados? (Se sintetizan
todas las proteinas celulares a partir de un largo polipéptido
precursor y posteriormente se producen alteraciones
especificas en sus grupos R? En realidad, hasta los comien-
zos de 1a década de 1950, no se supo con seguridad que las
protefnas eran compuestos qufmicos especificos, de peso -
molecular, composicién aminoécida y secuencia definida
aunque en la actualidad se dispone de una gran informacién
sobre el proceso global de la sfntesis de enzimas, es inega-
ble, que todo este proceso empezo a entenderse con mayor
claridad desde que el cientffico Crick desarrollo el dogma
central de la genética molecular, que establece que la
informacién genética fluye del DNA al RNA y de este a la en-
zima (proteina).

t DNA ~—+ RNA — Enzima

El dogma central define tres procesos principales de la
preservacién y transmisién de la informacién genética. El
primero de ellos, es el de la replicacién o copia de DNA pa-
ra formar moléculas hijas idénticas. El segundo es la
transcripcién, proceso mediante el cual, el mensaje genético
del DNA es transcrito en forma de RNA mensajero para ser
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llevado a los ribosomas. El tercero es la traduccién, proceso
por el cual el mensaje genético es < descifrado > en los
ribosomas. El dogma central resulto apoyado no solo por el
descubrimiento del RNA mensajero sino también por la
demostracién de que la secuencia de nucle6tidos de un gen
guarda una correspondencia lineal con la secuencia de
aminoicidos de la enzima (protefna) codificada por dicho
gen. A demaés se ha deducido el "diccionario” de los voca-
blos del codigo de los tripletes en el RNA mensajero o sea el
CODIGO GENETICO (figura 2.7), lo cual ha constituido una
de las mayores conquistas de la ciencia moderna. (26)

Con la finalidad de no hacer muy extensa la explicacién
de los mecanismos tanto de regulacién como de biosintesis
de enzimas y aprovechando que éstos ya fueron revisados
con detalle en la materia de bioqufmica, en este manual s6lo
nos concretaremos a presentar dos esquemas que serdn
utiles para recordarnos como se llevan a cabo los mencio-
nados procesos. Estos esquemas son la figura 2.8 que explica
el mecanismo de regulacién con el conocido ejemplo de
operén lac y la figura 2.9 que ilustra el proceso de trans-
cripcién de la informacién genética.
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Evapas en LA SiNtEsis o EnziMas (PROTEINAS)

Hoy en dia, se sabe que existen cinco etapas principales
en la sintesis de las enzimas (proteinas), cada una de las cua-
les precisan de varios componentes. En seguida se describen,
de modo resumido, las distintas etapas:

Etapa 1: Activacién de los Aminodcidos

En esta etapa ( figura 2.10 ), que tiene lugar en el citosol
y no en el ribosoma cada uno de los 20 amino4cidos se une
covalentemente a un RNA de transferencia especifica, a ex-
pensas de la energfa del ATP. Estas reacciones son cata-
lizadas por un grupo de enzimas activadoras, dependientes
de Mg*, cada uno de los cuales, es muy especifico, tanto
para ¢l aminodcido como para el t RNA correspondiente.

Etapa 2: Iniciacién de la Cadena Polipeptidica

Enseguida, el RNA mensajero portador del c6digo (figura 2.11)
que especifica al polipéptido que se va a sintetizar, se enlaza
a la subunidad menor del ribosoma y, a continuacién, lo hace
el aminoicido iniciador unido a su t RNA, para formar un
complejo de iniciacién, El t RNA del amino4cido iniciador se
aparea con un triplete nucleotfdico o cod6n especifico pre-
sente en el m RNA, que seiiala el comienzo de la cadena
polipeptidica. Este proceso, que precisa de trifosfato de gua-
nosina (GTP), se promueve por tres protefnas citosélicas
especificas, denominadas factores de iniciacién.
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Etapa 3: Elongaci6n

Después se prolonga la cadena polipeptidica ( figura 2.12)
por uni6én covalente de sucesivos restos aminoécilo, cada
uno de los cuales, es transportado al ribosoma y colocado en
posicién adecuada por su correspondiente t RNA, el cual,
aparea sus bases respondiendo a un codén especffico del m
RNA. Para la prolongacién son indispensables unas protefnas
citos6licas llamadas factores de prolongacién. La energfa
necesaria para la uni6én de cada aminoacil-t RNA entrante y
para el desplazamiento cod6n a cod6n, del ribosomna a lo
largo del RNA mensajero, la suministra la hidrélisis de dos
moléculas de GTP por cada residuo adicional al polipéptido
en crecimiento.

Etapa 4: Terminacién y Liberacién

Después de la terminacién de la cadena polipéptidica
(figura 2.13), que est4 sefalizada por un cod6n de termina-
ci6n en el m RNA, se produce su liberacién del ribosoma,
con el concurso de los factores de liberacién. (26)

Etapa 5: Plegamiento y Transformacién

La forma nativa, biol6gicamente, del polipéptido se con-
sigue después que éste experimenta un plegamiento que le
permite adoptar la conformacién tridimensional adecuada
(figura 2.14). Antes o después del plegamiento, el polipép-
tido sintetizado puede experimentar una transformacién por
accién enzimética con objeto de eliminar el amino4cido ini-
ciador, introducir grupos fosfato, metilo, carboxflo u otros
en determinados restos amino4cidos, o bien para unir oligo-
sacéridos o grupos prostéticos.
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4 A P R IR X PRI T NI RTINS 2

La tabla 2.1 resume los componentes necesarios para
cada una de las cinco etapas.

Tabla 2.1, Componentes necesarios en las cinco etapas prin-
cipales de la sintesis de polipéptidos

Etapa- . | - Componentes necosario
1. Activaclion de 20 aminoécidos
los aminodcidos 20 aminoacil-tRNA sintetasas
20 o mas RNAs de transferencla
ATP
Mg*
2. Iniciaclén de la RNA mensajero

cadena polipdptidica | N-formiimetionli-tRNA

Codon de iniclacién en el mMANA
Subunidad ribosomal 308
Subunidad ribosomal 508

GTP

Mmg*

Factores de iniciaclén (IF-1,F-2, IF-3)

3. Elongacién Ribosomas 70S funclonal

Aminoacll4RNAs espacliiicados por codones
Mgt

Factores do prolongacién (Tu, Ts, G)

GTP

Peptidil transferasa

4. Terminackén ATP
Codon de terminacién
Factores de liberacldn del pollpdptido (R, R2y S)

5. Plegamionio y Enzimas y cofactores especlficos necesarlos para
transformacién 1a sliminacién de los reslduos Inicladores

(Tomado de Lehninger 1889)
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2.3 Unipap 1

:ROCEDENCIA CoMERCIAL DE LAS ENZIMAS
EMP!.EADAS EN AuMEmos

La mayorfa de las enzimas que son comercialmente im-
portantes s¢ producen a partir de un nimero limitado de
microorganismos. Las especies mds iitiles al respecto se han
establecido, sobre todo, a partir de las ya conocidas; éstas
suelen ser las que se emplean en la industria alimentaria.

Tradicionalmente se han obtenido pocas enzimas de ori-
gen animal (lipasa pancredtica y tripsina) debido a que éstas
pueden ser remplazadas por otras similares, derivadas de
microorganismos. Sin embargo, los sustitutos microbianos,
aunque catalfticamente eficaces, presentan sutiles diferen-
cias en sus propiedades que pueden ser cruciales en el pro-
ceso de su aplicacion.

Las plantas también han sido fuente tradicional de un
cierto niimero de enzimas. A partir del litex producido por
la papaya, higuera, pifia y en menor grado por otras espe-
cies, se ha aislado, sobre todo, cistein-proteinasa. Estas
plantas tienen la ventaja de que su ldtex es facil de obtener,
principalmente, a partir de los frutos y utilizando mano de
obra no calificada,

El empleo de enzimas de origen vegetal y animal va
decayendo en el mercado con respecto a la totalidad; las
razones difieren en cada caso. Las plantas productoras de
enzimas crecen mejor en regiones tropicales o subtropicales
generalmente paises del tercer mundo, donde una infraes-
tructura escasamente organizada y, ademds, la inherente
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inestabilidad polftica y econ6mica, son una gran limitante
para la obtencién de enzimas de origen vegetal. Por el con-
trario, los problemas econémicos que presentan las enzimas
de origen animal son otros. Estas enzimas derivan, general-
mente de materiales de desecho a menudo de la industria
cérnica, por lo que la materia prima para la obtencién de
enzimas tiene precios que son fijados por factores externos a
la industria. Todo ello, aunado a los problemas propios
derivados del empleo de animales con fines diferentes al de
la alimentacién, constituyen las limitaciones méis sobresa-
lientes que pesan sobre este tipo de fuente comercial de
enzimas. Por todo lo anteriormente dicho, la fuente de ob-
tencién de enzimas con més ventajas y mejores resultados es
el obtenerlas de fuentes microbianas, generalmente, en
todos los casos. (8,15)

2.3.1. Enzimas MICROBIANAS

Los microorganismos producen una enorme gama de en-
zimas potencialmente ttiles, muchas de las cuales son segre-
gadas al exterior celular. Por otra parte, son capaces de desa-
rrollarse fécil y rdpidamente en su medio de cultivo y la tecno-
logfa al respecto, a gran escala, se encuentra hoy bien establecida.

Las enzimas extracelulares poseen tres ventajas. Primera:
dado que la molécula es segregada fuera de la célula, no se
requieren técnicas de ruptura celular, técnicas que a veces
son diffciles de aplicar a gran escala; Segunda: el nimero de
protefnas que se segregan es limitado y por eso es relativa-
mente ficil aislar una enzima concreta a partir de la mezcla.
Contrariamente a todo ello, las enzimas intracelulares se
han de separar a partir de una mezcla amplia de sustancias,
que incluyen otras protefnas y materiales contaminantes,
tales como 4Acidos nicleicos por ejemplo; Tercera: Las en-
zimas extracelulares suelen presentar una estructura més
compacta y son menos susceptibles a la desnaturalizacién
que las correspondientes intracelulares.
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Convencionalmente se define a las enzimas extracelu-
lares, como aquéllas que han cruzado la membrana celular.
Es importante establecer este concepto, porque los microor-
ganismos, poseen una variedad de estructura del tipo de la
pared celular, y en muchos casos, la enzima extracelular se
?nmgc):ntra asociada a ella y no liberada al medio de cultivo.

8,1

2.3.2. ConTROL DE LA Propuccion MicrosianA
DE EnziMAS

La optimizacién de la produccién de enzimas a partir de
microorganismos depende de una serie de factores interre-
lacionados. Ello significa, en términos préicticos, que una
enzima solo puede sintetizarse durante parte del ciclo de
crecimiento. Por ejemplo, algunas protefnas son sintetizadas
y segregadas durante la fase de crecimiento activo (exponen-
cial) del organismo, mientras que otras no aparecen hasta la
fase estacionaria.

Para comprender la causa de la variabilidad existente con
respecto al momento de inicio y a la magnitud de la sintesis
de una enzima, es necesario conocer algunos aspectos del
control genético de la produccién enzimética. Escéncial-
mente, existen dos clases identificables de enzimas. El
primer grupo comprende las llamadas constitutivas; desde el
punto de vista numérico éstas se encuentran en proporcién
minoritaria con respecto al total; sin embargo, se trata de
enzimas que estdn implicadas, en general, en aspectos
centrales del metabolismo. Estas enzimas se producen con-
tinuamente, al margen de la presencia o no del sustrato. El
segundo grupo, mucho m4s amplio, comprende las enzimas
inductivas; éstas van siendo sintetizadas en proporciones
muy bajas, aunque significativas, hasta que un sustrato ade-
cuado pasa a estar disponible por el organismo. Entonces,
dicho sustrato o un producto derivado de su degradacién in-
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duce un gran incremento de la sfntesis. Es bastante comin que
en esas circunstancias la s{ntesis de una enzima inducible se
multiplique por mil o incluso més.

Tanto si la enzima es constitutiva como inducida, existe
un mecanismo posterior de control que también puede ser
efectivo. En presencia de una fuente de carbono rédpida-
mente asimilable, como la D-Glucosa, la sintesis de muchas
enzimas se encuentra reprimida. La l6gica que subyace en
este fenémeno es que un organismo puede utilizar 1a glucosa
sin necesidad de gestar energfa en la sintesis de enzimas
utiles para degradar otras fuentes carbonadas mds com-
plejas, La represiébn por un catabolito carbonado es un
fenémeno que se da comiinmente en los microorganismos y
que afecta a muchas enzimas constitutivas e inducibles. Por
ello, puede ser muy diffcil deducir si la sintesis transitoria
de una enzima es el resultado de una inducci6n, de una
represi6n o de la combinacién de ambos mecanismos. La
sfntesis de ciertas enzimas puede ser reprimida por la pre-
sencia de compuestos que contengan nitrégeno, azufre y
otros. (15,46)

Para los fines que este manual persigue no es apropiado
describir aquf detalladamente los mecanismos de la induc-
cién y la represién, pero si vale la pena mencionar que uno
de los ejemplos mis claros e ilustrativos de estos mecanis-
mos es el del metabolismo de la lactosa en el Escherichia
Coli.

Los genes lac z, lac y y lac a para las protefnas B-galac-
tosidasa, galact6sido permeasa y tiogalactdsido transacetilasa
se encuentran agrupados en ¢l cromosoma bacteriano for-
mando el oper6n "lac". La transcripcion de estos 3 genes es
regulada por la regién control de operén que consiste en el
gen lac i y las regiones promotora y operadora. En la figura
3.1 se ilustra claramente el funcionamiento del operén "Lac".
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2.3.3. Técnicas DE ManipuLacion GENETICA

Los recientes avances en la tecnologfa del ADN recom-
binante ofrecen muchas ventajas potenciales al enzimélogo
industrial. Por ejemplo, hoy es posible la incorporacién de
un gen animal o vegetal a un microorganismo. En consecuen-
cia, las enzimas diffciles de producir por medios convencio-~
nales pueden cosecharse con éxito aplicando la tecnologfa
tradicional de la fermentaci6én a los microorganismos recom-
binantes.

Aunque los métodos bésicos de la tecnologfa del ADN
recombinante ya estdn bien desarrollados, hay una serie de
dificultades bédsicas a considerar, particularmente cuando se
producen enzimas a partir de genes eucariontes. Otro punto
sobre el que debe insistirse es que los experimentos de
manipulacién genética estdn sometidos a regulaciones lega-
les estrictas en la mayorfa de los paises; efectivamente,
antes del comienzo del trabajo, la estrategia concreta de
donaci6én ha de ser aprobada por un comité expreso. Ade-
mis, los experimentos de clonacién totalmente ortodoxos,
que podrfan ser aceptables es el laboratorio, requieren
precauciones mis severas cuando se efectian a gran escala.

La clonacién de genes se basa en el empleo de una serie
de técnicas relativamente simples. Consisten, esencialmente
en: 1) Capacidad de corte y uni6én de moléculas de ADN;.2)
Introduccién del ADN recombinante en un organismo hués-
ped mediante el uso de los vectores de clonaci6n adecuada;
3) Identificaci6n de los clones deseados. La estrategia par-
ticular que se aplique depende de una serie de factores,
?lgl)mos de los cuales se consideran en el punto siguiente.

46
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2.3.4. Probuccién De EnzimMas POR TECNICAS DE
INGENIERIA GENETICA

Una de las estrategias mds simples para la produccién de
enzimas por Ingenicrfa Genética, consiste en la transferen-
cia de un gen de un estirpe bacteriana a otra por medio de
la clonacién «shot-gun» (fig 3.2). Se afsla el ADN del orga-
nismo donante y se dirige parcialmente con una endonu-
cleasa de restriccién de tipo I, de especificidad adecuada.
Las endonucleasas de restriccibn reconocen secuencias
especificas de nucleétidos dentro de la molécula de ADN y
cortan ambas cadenas, de manera roma o cohesiva. Si la en-
zima cataliza un corte cohesivo, los fragmentos de ADN
poseerdn el su extremo breves terminales monocatenarias
adhesivas, capaces de establecer un emparejamiento de
bases con otros fragmentos. Un vector de clonacién
adecuado, un pldsmido, es cortado por la misma enzima, La
combinacién del vector cortado y los diversos fragmentos
del ADN donante en las cantidades estequiémetricas ade-
cuadas conducen a una reasociacién molecular al azar,
mediante el apareamiento de los extremos cohesivos. Entre
las muchas especies de moléculas recombinantes que se
formardn existirdn algunas en las que el vector estard
asociado con el gen que interesa. Los enlaces fosfodiester
del esqueleto del ADN que se hayan roto pueden volver a
formarse mediante una ADN-ligasa, proceso conocido como
ligadura.

El paso siguiente consiste en persuadir a la bacteria
huésped de que incorpore las moléculas recombinantes. El
procedimiento a aplicar depende del tipo de vector, siendo
las plasmidos los mds simples. Una clase de pldsmidos codi-
fica para resistencias a un Gnico o miiltiples antibi6ticos y
pertenecen a ella los que constituyen la base de los vectores
de clonacidn. El proceso por el que se induce a la bacteria a
la absorcién de los pldsmidos se conoce como transforma-
cién.
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Pigura 3.2 Clonacién “shotgun del ADN en un plismido vector, (15)
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En esta técnica, la seleccién del clon apropiado se logra
en dos etapas. La mayorfa de los pldsmidos utilizados como
vectores de clonacién, contienen dos o més genes de resis-
tencia a antibi6ticos. Por ejemplo, el pldsmido pBr 322 muy
comfin contiene genes de resistencia a la ampicilina y tetra-
ciclina (Fig. 3.3) y por ello, conferirdn resistencia a la
bacteria huésped frente a los dos antibiéticos.

Recientemente se ha publicado un ejemplo magnifico de
aplicacién de las técnicas de clonacién a la tecnologfa
enzimitica; se refiere a la quimosina de ternera. Una serie
de compaiifas de biotecnologfa han empleado las técnicas
del ADN recombinante y han logrado la expresién de la
quimosina de ternera en el E. Coli. Se trata de un primer
paso muy importante, pero en realidad un organismo esfé-
rico como e} E. Coli no es la fuente ideal para la obtencién
de una enzima para degradar alimentos. Sin embargo, una
relevante compaiifa holandesa de enzima ha anunciado re-
cientemente, que ha logrado expresar el gen de la quimosina
de ternera en la levadura Kluyveromices sp. Acoplando un
proceso de purificacién en un solo paso, la actividad de ex-
tracto es superior a la de preparaciones de quimosina
obtenidas por métodos tradicionales. La gran ventaja que
tiene clonar en Kluyveromices es que se trata de un organis-
mo ya aprobado por las autoridades reguladoras del uso de
productos alimenticios y, por ello, la aceptacién de la en-
zima clonada no supone obstdculo importante. Est4 claro
que este ejemplo no es sino uno de entre una serie cre-
ciente de preparaciones de enzimas clonadas aptas para uso
industrial.

Como conclusién a este punto podemos decir que las
técnicas de manipulacién genética permitirén en el futuro la
produccién de muchas nuevas actividades, teniendo este
aspecto un tremendo potencial, siendo de gran interés su
explotaci6n, e investigacién a gran escala. (2, 8, 36)
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Figura 3.3 . _ )
Mapa del pldsmido pBR 322. Se indican los genes de resistencia a
anubioticos, junto con una seleccion de sitios exclusivos para enzimas

de restriccion. (15)
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2.4 Unipap IV

INTRODUCCION

La extraccién y purificacién de una enzima presenta al
enzim6logo frente a una paradoja. Normalmente, es nece-
sario para aislar cada una de las enzimas, un proceso de
purificacién diferente; sin embargo, existen relativamente un
niimero escaso de técnicas que permiten la separacién de
protefnas. No obstante, mediante el uso secuencial de un
nimero de estas técnicas y para la explotacién de las utili-
dades implicadas en la metodologfa, ha sido posible aislar
un nimero elevado de enzimas en estado puro o pricticamente
puro. Una de las finalidades de esta unidad es ilustrar los
principios esenciales de la purificacién enzimética e indicar
algunas consideraciones sobre el proceso de cuantificar el
grado de pureza del producto final.

En este punto es necesario preguntarse cudndo existe
una necesidad para la purificacién completa de una enzima.
Esto ha llegado a ser casi axiomético en bioqufmica ya que
si una enzima presenta una elevada importancia entonces,
de entrada, ella deberfa ser purificada hasta homogeneidad.
Sin embargo para muchos propésitos biotecnolGgicos esto no
es necesario y una amplia variedad de procesos resultarfan
antieconémicos si la enzima fuese completamente pura. Para
la mayorfa de las aplicaciones probablemente es suficiente
un menor grado de purificaci6n.

En esta unidad en primer lugar serd considerada la ex-
traccién y purificacién a nivel laboratorio y posteriormente
se describiré el proceso a una escala superior. (27)
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2.4.1, ExrracciON EnzimATICA

En primer lugar y como més importante se debe obtener
un extracto adecuado del tejido que contiene la enzima. En
el caso de muchas enzimas hidrolfticas sencillas de origen
microbiano, la protefna se libera en el medio de cultivo y se
separa de las células mediante centrifugacién siendo ésta la
Unica etapa necesaria. Esta técnica es particularmente
adecuada para trabajos con bacterias gram + tales como el
Basillus Subtilis (productor de la proteasa, subtilisina) y en
menor grado para organismos gram - como la Klebsiella
pneumomae (productora de la a -1-G glucosidasa). Sin em-
bargo, la presencia de una membrana externa en organismo
gram - puede conducir a complicaciones y quizés solamente
se libere parcialmente la enzima en el medio.

En algunos microorganismos eucari6ticos, como en el ca-
so de la levadura kluyveromices marxianus, la enzima puede
localizarse en la parte externa de la membrana celular pero
no se libera en el medio de crecimiento. Frecuentemente, la
liberacién de la enzima implica una destruccién parcial o
total de la célula.

Para la obtencién de enzimas intracelulares a partir de
microorganismos se pueden producir problemas mayores
que los descritos anteriormente. Las técnicas de lisis celular
como es el caso de las disrupcién mecénica (p.e. presion
celular, molido con alumina), sonicacién tratamiento con
detergentes y choque osmético, son entre otros, los que se
han utilizado como més adecuados para liberar las enzimas
intracelulares. En particular, las células bacterianas lisadas
liberan cantidades superiores de 4cidos miicleicos, por ello
una de las primeras etapas en los procesos de purificacién
estdn encaminados a la eliminaci6n de este contaminante.
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Las técnicas que se usan para la extraccién de enzimas a
partir de tejidos de animales son, en conjunto, similares a
las empleadas para la obtenci6én de enzimas intracelulares
de microorganismos eucariotes (p.e. levaduras). La homoge-
neizacién del tejido seleccionado en una solucién tampén
adecuada, es la técnica més ampliamente utilizada. Como
segundo paso se utiliza, a menudo, la centrifugacién diferen-
cial, para seleccionar la subfraccién celular o el organelo
apropiado. El aislamiento de un orgénelo especifico, puede
que por sf mismo, proporcione una purificacién considerable
de la enzima, aunque a gran escala esto no pueda realizarse
de manera préctica.

La extraccién de la enzima a partir de tejidos vegetales
presenta un nuevo conjunto de problemas y el niimero com-
parativamente pequefio que han sido aisladas es en parte un
reflejo de las dificultades que se van a presentar. Las pa-
redes celulares vegetales son un reto importante para el
enzimélogo. Las fuerzas necesarias para destruir esta ba-
rrera celular son tan elevadas como para provocar general-
mente, durante todos los procesos, la desnaturalizacién de
las enzimas deseadas. Sin embargo, existen diversos ejem-
plos de enzimas ftiles que han sido obtenidas a partir de
plantas por métodos sencillos mediante procesos biotecnol6-
gicos, p.e. las proteasas bromelina (pifia) y papafna (papaya).

El pH, la fuerza i6nica y la composicién del medio que
se utiliza para la extraccién de una enzima son de gran im-
portancia en este proceso y en las etapas posteriores de la
purificacién. En el diagrdma de flujo 4.1 se ilustran las
etapas que se deben seguir para extraer una enzima de al-
guna de sus fuentes naturales.
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Etapas necesarias para la extraccién de una enzima

Céluiu de Plan-
tas o Animales
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microblana

Latex de Plantas

Enzimas
Intracelulares

Enzimas
extracolulares

l
[

Separacién solido/liquido

!
]

solidos

L Desintegracién celuiar

|

r Separacién solldo/liquido l

solidos liquidos
Remocién de Acidos
Desacho néoleicos
Purificacién

~

Ilquidos

Concontracion e

!

Producto final

Diagréma 4.1

{Tomado de Chaplin y Bucke 1991)
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2.4.2. PURIFICACION ENZIMATICA

Es probable que la enzima que uno desea se encuentre
presente en el medio de extraccién solamente en una pro-
porcién minima frente al total de protefnas (generalmente
0.01-19%). Por ello, en las primeras etapas de la purificacién
enzimdtica deberfan encaminarse a la eliminacién de gran
parte de sus protefnas contaminantes, tanto como sea
posible y de la forma mas facil. Idealmente, podrfa efec-
tuarse sacando partido de alguna faceta particular de la es-
tabilidad de la enzima bajo condiciones adversas. En la tabla
4.1 se muestra el efecto del numero de etapas sobre la ren-
tabilidad y costo de un proceso tfpico de purificacién enzi-
mética.

Tabla 4.1

1.000 100 1 1.00 1 1.00
1 0.250 75 3 1.10 4 1.47
2 0.083 58 9 1.20 19 213
3 0.016 42 r 130 83 3.08
4 0.004 32 81 1.40 358 4.92
5 0.001 24 243 1.50 1536 6.32

(Tomado de Chaplin and C. Bucks, 1990.)
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A continuacién se describirédn brevemente las principales
técnicas de purificacién de enzimas.

FRACCIONAMIENTO

Puede ser muy efectivo el calentar la muestra o ajustar a
valores extremos el pH. Por ejemplo, la aspartato amino-
transferasa puede aislarse a partir de corazén de cerdo
mediante calentamiento breve (20 minutos), del medio de
extraccién a 72°C en presencia del sustrato a-oxoglutarato y
del inhibidor competitivo, el succinato. Otro ejemplo es el
de la enzima Hialuronidasa, que es de interés farmacéutico,
Ia cual, se obtiene de forma adecuada a partir de testiculos
de buey, utilizando una mezcla de 4cido clorhfdrico a pH de
2.1. Una gran parte de las protefnas contaminantes, inclu-
yendo a la f-galactosidasa, son desnaturalizadas y preci-
pitadas mediante la aplicaci6n de esta metodologfa.

El fraccionamiento con sulfato amoénico es una etapa ex-
tremadamente efectiva en la purificacién proteica. La téc-
nica tiene la ventaja adicional que reduce el volumen de
material, lo cual, es normalmente un punto importante a
considerar a este nivel,

El método tiene dos inconvenientes. El sulfato am6nico’
contiene trazas de metales pesados que pueden ser sufi-
cientes para inactivar a una enzima; (problema que se evita
usando sulfato aménico de gran pureza). La otra desventaja
es que la preparacién enzimitica contiene una elevada con-
centracién de sulfato aménico y normalmente esta sal debe
eliminarse mediante di4lisis, ultrafiltracién o columnas de
desalado antes de continuar con las siguiente etapa de pu-
rificacién.
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Una alternativa al fraccionamiento con sulfato aménico
es la utilizacién de solventes orgénicos, particularmente
acetona o alcoholes, para fraccionar protefnas. Los solventes
deberfan ser usados solamente a temperaturas bajas (0°C),
de otra manera la mayorfa de las enzimas se desnaturaliza-
rfan ripidamente.

Para enzimas intracelulares de origen bacteriano, es bas-
tante aconsejable eliminar los 4cidos nucléicos en esta
etapa, Estos compuestos pueden ser precipitados con sulfato
de protamina o, alternativamente, por 1a unién a una colum-
na de intercambio ani6nico, (p.e. DEAE-celulosa), quedando
la enzima libre en la soluci6n.

Cromatoararia DE INTERcAMBIO [ONICO

La separaci6n de protelnas sobre la base de cargas,
caracterfsticas mediante cromatografia de intercambio i6nico,
es uno de los métodos de purificacién méis empleados. Los
intercambiadores i6nicos estdn formados por un polfmero
précticamente inherte, normalmente poliestireno o celulosa.
Los intercambiadores i6nicos con celulosa se emplean
preferentemente para la mayorfa de las purificaciones pues-
to que este polfmero tiene una densidad de carga més bajay
tiende a formar menos interacciones no especificas con las
protefnas. Las resinas intercambiadoras i6nicas pueden ser
utilizadas bien en porcién o en columnas cromatogréficas.
La primera posibilidad tiende a ser empleada con soluciones
proteicas muy impurificadas mientras que la metodologfa en
columna es més utilizada y se suele aplicar a la resolucién
de mezclas complejas en las etapas finales de la purificacién.

En general, las protefnas se aplican a una columna en
unas condiciones que faciliten al méximo las uniones y asf se
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eluirdn selectivamente mediante cambios en las condiciones
i6nicas. De este modo, para un intercambiador cati6nico,
p.e. CM-celulosa, la fuerza i6nica baja y un pH=35 son unas
condiciones ideales para fijar las protefnas en la resina,

En la cromatograffa de intercambio i6nico la mezcla
proteica cruda se aplica a la columna a baja fuerza i6nica y
a un pH aproximadamente de 8. Las enzimas se eluyen
secuencialmente incrementando !a fuerza i6nica, disminuyen-
do el pH, o combinando ambos métodos. La cromatograffa
de intercambio i6nico tiene la ventaja adicional de que los
4cidos niicleicos pueden ser ligados al DEAE-celulosa y asi
eliminarse de la solucién enzimética. Es importante aclarar
que para emplear un intercambiador iénico de forma total-
mente ventajosa es importante que la solucién enzimética
purificada se adicione a la columna en un tamp6n de baja
fuerza i6nica y preferentemente en el mismo amortiguador
que ha sido utilizado para equilibrar la columna.

CROMATOENFOQUE

Una variante de la cromatograffa de intercambio i6nico
particularmente Wtil y eficaz, es la técnica de cromatoenfo-
que. Las protefnas son eluidas de una columna de inter-
cambio i6nico utilizando un amortiguador cuidadosamente
seleccionado, y como el propio nombre del método indica
un efecto de enfoque tiene lugar, de un modo bastante
prometedor, es concentrada la enzima de.interés. En el
cromatoenfoque la columna se equilibra con un tampén y
ahora, después de la aplicacién de la muestra, se utiliza un
segundo amortiguador de pH diferente para la elucién. Esta
metodologfa produce unas separaciones altamente resoluti-
vas aunque presenta desventajas, ya que para operaciones a
gran escala es un proceso caro. Sin embargo, es cierto que
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el efecto de enfoque permite una carga superior de la colum-
na si lo comparamos con el intercambiador i6nico comercial.

CromaToaRAFA DE FiLTRACION EN GEL

Una de las fases finales en el proceso de purificacién de
una enzima es frecuentemente la separacién de acuerdo con
el tamaiio molecular, Las esferas de polisac4ridos con en-
laces cruzados tales como el Sephadex (polimeros de dextra-
nos) y Sepharosa (polfmero de agarosa), son los materiales
empleados con mayor frecuencia en la cromatograffa de
filtracién en gel. El método estd basado en la capacidad de
una molécula determinada para penetrar en los poros de las
particulas del gel.

Compuestos con un tamafio molecular elevado no pue-
den penetrar en los poros y seran elufdos ripidamente en la
fase movil. Las moléculas de menor tamafio pueden
penetrar en las particulas del gel, teniendo acceso a la fase
estacionaria, siendo elufdas de la columna més tarde. Por
ello, las moléculas proteicas se eluyen de la columna en
orden decreciente de su tamafio molecular. Con cuidado,
esta metodologfa puede permitir etapas de purificacién en
donde el porcentaje de recuperacién de la actividad enzi-
maética sea del 100%.

Aunque la filtraci6én a través de geles utilizando Sephadex
o compuestos relacionados es una técnica extremadamente
1til, existen una serie de desventajas que deben ser consi-
deradas como son. La cantidad de muestra que puede
aplicarse al gel estd limitada generalmente a un 1-2% del
volumen total de la columna. El Sephadex y la Sepharosa
tiende a empaquetarse, por ello, se debe cuidar el no ex-
ceder la presién hidrostética méxima de la columna.
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CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Una técnica més reciente para la purificacién de prote-
fnas es la cromatograffa de afinidad. Este método utiliza la
interaccién especffica entre una enzima y un ligando ade-
cuado inmovilizado como puede ser el propio sustrato, el
producto, la coenzima o algin otro compuesto, p.e. ciertos
colorantes orgémicos.

Mediante la cromatograffa de afinidad serfa posible, en
circunstancias ideales, retener solamente una enzima espe-
cifica por el paso de un extracto proteico crudo a través de
una columna conteniendo un ligando. Posteriormente, la en-
zima ligada podrfa elufrse utilizando concentraciones de
sustrato bajas, coenzima o alguna otra molécula adecuada.

Una modificacién de la cromatograffa de afinidad es el
fraccionamiento de enzimas sobre inmunoabsorventes. Esto
es posible, empleando anticuerpos suficientes para la enzima
y fijandolos a una matriz adecuada. La gran afinidad entre el
anticuerpo y el antfgeno (la enzima en este caso), permitird
el que tenga lugar la uni6n selectiva de la enzima especffica.

No obstante, esta es una técnica cara para la purificacién
de enzimas y se han limitado bastante sus posibles aplica-
ciones. (8, 15, 27)
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2.4.3. ExTRACCION Y PURIFicacion A GraN EscaLa

La mayor parte de los principios que han sido descritos
para el aislamiento y purificacién de enzimas, pueden adap-
tarse para operar a gran escala, aunque la metodologia
detallada anteriormente en algunos casos puede ser bastante
diferente. Algunos problemas de ingenierfa tales como el
flujo de fluidos, transferencia de masa y de calor, que no
presentan consecuencias en el laboratorio pueden presentar
una importancia en el caso de procesos a gran escala.

La liberacién de enzimas intracelulares por medios me-
cénicos, estd bastante restringida al uso de molino de bolas
y a homogeneizadores de alta presi6n. ( fig. 4.1 ).

La centrifugacién de los materiales también presenta un
problema en los procesos a gran escala. Las velocidades de
centrifugacién altas son impracticables cuando la fuerza de
gravedad es elevada, lo cual podrfa representar un peligro
para la utilizacién de esta técnica a escala industrial. En este
sentido, se ha puesto a prueba la utilizacién de centrffugas de
rotores tubulares y centrifugas con rotores de disco (fig. 4.2).

La diélisis y la concentracién de soluciones dilufdas de
enzima son llevadas a cabo més adecunadamente empleando
aparatos de ultrafiltracién.
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Un método que puede servir y ser de utilidad para la
obtencién y purificacién de enzimas a gran escala es la ex-
traccién lfquida en sistemas de fase acuosa. Generalmente,
las fases del sistema pueden ser producidas utilizando com-
binaciones diversas bien de polietilenglicol/fosfato potésico
o polietilenglicol/dextrano crudo. La técnica separa los res-
tos celulares protefnas contaminantes, icidos nucléicos y
polisacaridos sin tener que usar equipos de centrifugacién o
filtracion ( figura 4.3 ).

Es diffcil generalizar sobre los métodos a gran escala, ya
que cada proceso presentar4 sus propios inconvenientes. Sin
embargo, la mayorfa de las técnicas disponibles para la
purificacién de protefnas pueden ser adaptadas de alguna
manera a la produccién a gran escala. (8)

2.4.4. ESPECIFICACIONES

Se han producido algunas enzimas para usos comerciales
de acuerdo a ciertas especificaciones. En particular existen
regulaciones rigurosas sobre la fuente, y uso de enzimas en
las industrias farmacéuticas y de alimentos. Ademds cada
pafs tiene su conjunto de regulaciones, muchas de las cuales
son incompatibles con las de otras naciones.

Para preparaciones de enzimas relativamente impurifi-
cadas es suficiente indicar la fuente garantizando un mfnimo
de actividad especffica. Adem4s, a menudo es util conocer
las actividades de protefnas contaminantes que pueden
mostrar un efecto perjudicial sobre la aplicacion indicada.
Naturalmente, la mayorfa de las casas comerciales que dis-
ponen de enzimas aportan bastantes més datos superando
las especificaciones m(nimas. (15)
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‘Torta

Figura 4.3

Disefio bdsico de un filtro rotatorio.(s)
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2.5 Unipap V

VROPIEDADES Cmér;c,qs v Dis
o _pE_REAcronEs

2.5.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Los estudios cinéticos representan uno de los instrumen-
tos empleables por el bioqufmico en la investigacién de la
estructura y funcién de las enzimas, de tal forma que han
podido desarrollarse una gran variedad de modelos meca-
nfsticos. Sin embargo, cuando se considera la aplicacién
tecnolégica de las enzimas, los objetivos estdn muy clara-
mente definidos y es a menudo suficiente limitarse al exa-
men de los efectos netos de la accién de una enzima mis
que llevar a cabo un detallado estudio cinético.

Al estudiar la aplicabilidad comercial de un catalizador
enzimdtico existen tres puntos principales que deben ser
tomados en cuenta:

1. La velocidad de reacci6n (actividad catalftica)
2. La extensi6n de la reaccién (constante de equilibrio)
3. La duraci6n de la actividad (estabilidad)

La importancia relativa de estos puntos depende de la
aplicacién deseada. Por ejemplo, en un sensor serfa necesa-
ria una enzima estable, mientras que la extensi6én de la
reaccién podrfa no ser critica; sin embargo, en un sistema de

produccién los tres factores deben ser considerados. En
cualquier caso, el costo seré un factor primordial. (15)
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2.5.2. VeLocipap DE REACCION

Las enzimas, como catalizadores que son, aceleran las reac-
ciones quimicas, pero ellas mismas no resultan irreversible-
mente modificadas. El aumento de la velocidad se atribuye
al descenso de la energfa de activacién de la reaccién. Par-
tiendo de lo anterior podemos proponer el esquema de
reaccion siguiente:

Enzima + Sustrato .= Complejo = Enzima+ Producto
[E] [s] {Es] [E] b

La etapa de formacién del complejo se considera rever-
sible, ya que el compiejo tiene un estado energético seme-
jante a la mezcla enzima-sustrato. La rotura subsiguiente del
complejo para rendir los productos se considera exotérmica,
esta etapa puede ser pricticamente irreversible en muchos
casos. La expresién de velocidad para este tipo de reaccién
se obtiene usualmente empleando una hipé6tesis de estado
estacionario, esto es, la concentracién del complejo per-
manece constante.

Ki Kz
[E]+{s] o= (ES] &= (E]+[P]
K

Aceptando la hip6tesis del estado estacionario tenemos:

d[ES)/dt =K [E] [S] - (K1+Kz) [ES]=0
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Por lo tanto,
K1 [E] [S]=(K1+Ka) [ES]

Para que esta hip6tesis sea védlida, la velocidad de reac-
ci6én debe ser lineal, por lo tanto, se determina usualmente
tan préxima al tiempo cero como sea posible, antes de que
la concentraci6n cambie apreciablemente (velocidad inicial),

La ecuaci6n anterior puede ser reordenada para dar:
[E] [SVIES]=[(K.1 +K2)/K1] =Km 69
Km = constante de Michaelis.

La ley de la conservacién de la masa requiere que la
concentracién de enzima (Eo) no cambia.

[Ee] = [£S] + [E]
Por lo tanto
[E] =[Ec]-[ES] @
Sustituyendo [E] en la ecuacién (1) y reordenando queda

(e8] = ([Bo] [S])/(Km +[S]) @
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Las dimensiones de esta expresi6n son unidades de
concentracién. La constante de velocidad K; es de primer
orden y tiene unidades de tiempo™. Multiplicando ambos
miembros de la ecuacién (3) por X; obtendremos la veloci-
dad de cambio de la concentracién de producto con el
tiempo en funcién de la velocidad méxima posible, la cons-
tante de Michaelis y 1a concentracién del sustrato.

dP/dt =X; [ES] = (K: [Eo] [S])/(Km +[S])
Que usualmente se escribe como
v =(Vméx [s])/(Km +[S]) 1a ec. de Michaelis-Menten (4)

Para predecir el comportamiento de un sistema enzimé-
tico es necesario determinar vmdéx y Km para la enzima
particular empleada. Esto puede hacerse midiendo la velo-
cidad inicial de la reacci6én en un rango de concentraciones
de sustrato. La ecuaci6n (4), muestra que a valores de [S]
mucho menores que Km la expresién puede simplificarse a:

V= (Vmdx [S])/Km primer orden, ya que Km+ [S] =Km

A valores de [S] mucho mayores que Km, la ecuacién (4)
se aproxima a:

Vv ={(Vméx [S])/[S] orden 0
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2.5.3. EXTeENSION DE 1A REACCION

En la prictica, no todas las reacciones catalizadas por
enzimas son irreversibles, y por lo tanto, en algunos casos
debemos determinar el punto de equilibrio de la reaccién.
Considerando el caso de una reaccién reversible con forma-
ci6n de un complejo intermedio, tenemos

K1 K2
[E]+[s] = [ES] &= [E]+[F]
Ki

En el equilibrio, las velocidades en ambas direcciones
son iguales, por lo tanto

Ki[E] [s] =K. [ES]
K [E] [P]=K; [ES]
reordenando:
[ES)/[E] = (Ky/K1) [S] = (K2/K2)[P]
La constante de equilibrio Keq es ignal:

[PY[S] = (KiK2)/(K1K2)
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Ya que las constantes de velocidad individuales no pueden
ser determiandas con facilidad, la constante de equilibrio debe
ser expresada en funcién de Vméx y Km en ambas direcciones.

Reaccién directa Reaccién inversa
vmix (f) =X;[Eo] vméx (b) =K [Eo]
Por lo tanto,
(vméx (f))/(vméx (b)) = (K2 [Eo})/(K-1 [Eo])
Como anteriormente,
Km (f) = (K1 +Kz2)/K1
De forma similar
Km (b) = (K1 +Kz2)/K2
Por lo tanto,
Km (b)/Km (f) = [(K2 +K.1) -Ki1)/[K2 -(K2-K-1)]

Y entonces,

Keq = [Vmdx (f) Km(b))/[Vmax(bh) Km ()] /g reaccién de
Haldane (15,12,46)
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2.5.4. AspPectos DEL DiseNo DE REACTORES
EnziMATICOS

Por ser este tipo de reactores tinicos en cuanto a sus
caracterfsticas y en virtud de que la ingenierfa de enzimas
inmovilizadas aun se encuentra en sus inicios, es muy diffcil
establecer generalizaciones, pues en el mayor de los casos,
la experiencia es limitada. El tipo de reactor, su compor-
tamiento cinético y la transferencia de masa son factores
que afectan y determinan el proceso enzimético y su ope-
racién. (17)

Los reactores enzimdticos son de varios tipos siendo los
principales:

a) Reactor batch (tanque agitado).
b) Reactor continuo agitado.

¢) Reactor de lecho fijo.

d) Reactor de lecho fluidizado.

Estos cuatro tipos de reactores ( fig. 5.1 ) pueden ser
clasificados dentro de dos grandes grupos debido a su prin-
cipio de funcionamiento, estos dos grandes grupos son:
reactores de flujo tap6n (¢, d) y de retromezclado (a, b) ba-
sdndonos en estos dos grupos y tomando el volimen del
reactor {(Vr) como parimetro primordial de disefio a conti-
nuacién explicaremos los principales aspectos de disefio de
reactores enziméticos.
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F"’:‘ e
o ® e
0 .. . '.0
Continuo agitado
e F
F P
Locho Lacho
fluidizedo empacado

Pigura 5.1 Tipos de reactores enziméticos. (37)
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REACTOR DE RETROMEZCLADO

Para disefiar un reactor lo primero que debe hacerse es
establecer una ecuacién bésica del balance de materia del
sustrato o del producto que entran al reactor. En general:

Alimentacién-Salida = Acumulacién + Reaccién (1)

Para esta derivacién se considera que el reactor opera en
estado estacionario, con un volumen constante; por lo tanto,
el término acumulacién desaparece.

Alimentaclién Reacclén

L1V

0——0

I—-D Salida F, Sy

Donde:

F =Flujo

So=Concentracién de entrada
S1=Concentracién de salida

Vr=Volumen de reactor

147



DESARROLLO DE LOS FUNDAMENTOS BASICOS DEL CURsO TEGRICO

El balance de materia para el sustrato es el siguiente:
Alimentacién =F So 2
Salida=Fs; 3)

El término reaccién depende de la cinética y puede ex-
presarse como:

Reaccién = (velocidad) (volumen) =vv,

En este caso se considerard que la velocidad de reaccién
§€ expresa como:

V=(vméx [S])/(Km + [S]) = (K ES)/(Km +[S])  (4)

Donde:

v =Velocidad de reacci6n

S =Concentraci6n del sustrato
K =Nimero de recambio

E =Concentracién de la enzima

Km=Constante de Michaelis-Menten
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R AN T PO

Aplicando (2), (3) y (4) a (1) se obtiene:
~FSo-FSl =(KESy/KmS1)Vr )
F(So-S1) = (KESy/Km + ;) Vr (6)

Si definimos X como la fraccién del sustrato convertida
en producto:

X = (S0-51)/So @
A=FSoX (8)

Y sustituyendo en (6) y rearreglando
vr=A/kE {1+Km/So(1-X)} 9

. La ecvuacién (9) expresa el volumen del reactor de

retromezclado en funcién del flujo de operacién, de la
concentracién de entrada, de la concentracién de enzima y
del grado de conversién. (11)
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Reactor DE FLudo Tap6N

Para poder comparar ambos casos es necesario que la
columna empacada tenga las siguientes caracteristicas:

a) La enzima puede ser inmovilizadas en un soporte ade-
cuado para empacar la torre, y

b) La concentracién de la enzima debe ser la misma en
ambos casos.

Para la columna empacada

F, So ___l

s
L 7/// A dz
S +ds
L— Fs

Torre con un didmetro o, hrea de {lujo Ao y con una velocidad de flujo Vo
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R R A S I A D R

Balance en el elemento dz:

Entrada=Fs (10)
Salida=F (S +dS) (11)
Acumulacién =0 (12)

Reaccién = Ao dz (KES/Km +8) (13)

Rearreglando se obtiene
-Fds =Aodz ( K[ES)/Km +)S (14)
(dS Km+S8)/S =(-A0/F) dz KE (15)
Integrando de Soa S;yzZ=0az=L
Km Ln (S1/S0) + (51-S0) = -Vp(KE/F) (16)
Utilizando (7) y (8) de nuevo
Km/So Ln (1-X)-X=( -VF x KE)/F 17
Despejando VF

VF=A/KE {1-(Km/SoX) Ln (1-X)} (18)
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La ecuaci6n (18) expresa el volumen de un reactor ideal
de flujo tap6n con los mismos términos que el reactor de
retromezclado.

Para comparar ambos sistemas debe dividirse la ecuacién
(9) por la (18) obteniendose:

v 1-(Rm/ScX)Ln(1-X )
V' Km/So(1-X) 19)

Al analizar ambos casos observamos gue cuanto mayor
es el grado de conversi6bn y menor la concentracién de
entrada, més eficiente es el reactor de tipo tapén.

Las reacciones de orden mayor y los sistemas con inhi-
bicién por producto se beneficiardn atin mds con el reactor
de flujo tap6n. Es frecuente que en el caso de las columnas
empacadas el tamafio de la partfcula sea un factor impor-
tante; debe hacerse, pues, una evaluacién entre las
limitaciones por difusién que disminuiran con partfculas
pequefias y el aumento en la cafda de presiébn que causaran
las mismas. (37)

CoMPORTAMIENTO DE REACTORES ENZIMATICOS

Se puede anticipar el comportamiento de reactores idea-
les conociendo la cinética de la reaccién y el modo de ope-
racién del reactor. Ya han sido considerados dos tipos de
reactores, solo resta por analizar el "batch". Los otros reac-
tores, no ideales, generalmente se comportan en regiones
delimitadas por los casos ideales.
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Para un reactor batch, considerando una cinética de tipo
Michaelis-Menten, se puede obtener la ecuacién integrada
entre el tiempo cero al tiempo t:

KEt/Vs =SoX-Km Ln(1-X) (20)

Donde t= tiempo para alcanzar la conversi6n X, y
vs=volumen de la solucién del sustrato.

TRANSFERENCIA DE Masa

Los efectos de las limitaciones por transferencia de masa
externa se observan en las velocidades de reacci6én y pueden
determinarse por varios métodos.

La velocidad de transferencia de masa del seno de la so-
lucién a la superficie puede expresarse como:

V=Km am (S'0-Ss) (21)

Donde:

S’0 = concentracién de enzima en el seno de la soluci6n
Ss =concentraci6n del sustrato en la superficie

am = 4rea superficial por unidad de volumen

Km= coeficiente de transferencia de masa (longitud/tiem
po)
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En el estado estacionario esta velocidad de transferencia
de masa debe ser igual a la velocidad de reaccién en la su-
perficie o a la velocidad aparente de reaccién dentro del
s6lido. Por lo tanto, cuando las limitaciones por difusi6n in-
terna no son significativas y se emplea una cinética del tipo
Michaelis-Menten, se obtiene la siguiente expresién en el
caso de régimen estacionario:

V=Km am(8§’0-8s) = (KESs)/(Km + Ss) (22)

Si resolvemos la ecuacién (21) para Ss, sustituimos dicha
solucién en la ecuacién (22) y ademds rearreglamos en la
forma de Lineweaver-Burk obtendremos:

1/v=(1/Vméx) + ((Km)/vmax)((1)/s'o) (1)/(1/-V)/(S'o(l§1;)am)

Donde vméx =KE

Si §’0 tiende al infinito, entonces v tiende a vmdx, y la
ecuacién (23) se aproxima a:

1/v = (1/vméx) + (Km/Vméx)( 1/s'0) (24)

Cuando So tiende a ser 0, la ecuacién (23) se convierte
en:

1/v=(1/Km am + Km/Vmaéx) 1/S'0 (25)
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No se debe olvidar que ademds de los efectos por limi-
taciébn de transferencia de masa, deben considerarse los
efectos electrostéticos de mezclado, de temperatura, de es-
tabilidad, etcétera, que hacen que la interpretacién de la
cinética de las enzimas inmovilizadas colocadas dentro de
reactores bioldgicos, sea un aspecto diffcil y complicado
aunque interesante, y estimulante para la imaginacién, por
lo que se refiere a tomar en cuenta todas las limitaciones
que puedan aparecer en los casos préicticos. (37)
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NOMENCLATURA
Sfmbolo Interpretacién _Unidades
A Cte. d8 Arthenius
D Tasa de dilucién s
€ Volumen de exclusién del lecho
E Energla de Activacién KJ Kgmoal!
E) Concentracién de enzima activa
=] Concentraci6n total de la enzima activa  Kgmolm™
(Et) Concentracién de la anzima activa Kgmol m3
después del tiempo t
(ESS) Concentracién del complejo enzima- Kgmol m™
sustrato inactivo
[EP} Concontracién del complejo producto-  Kgmol m™
enzima inactivo
Ky Cta. de veiocidad de 20. orden Kgmol m?
K.y Cte. de velocidad de 10. oiden st
Kz Cte. de velocidad de 1o. orden Kgmol m™
Kz Cte. de velocidad de 1o. orden st
Kd Cte. de Inactivacién de primer orden s
Km Constante ds Michaclls Kgmol m™
Ki Constante de Inhiblcién Kgmol m.a
Keq Constante de equilibrio
P} Concentracion del producto Kgmot m-
Q Caudal volumétrico m3s!
S} Concentraci6n del sustrato Kgmol m™
T Temperatura
Velocidad observada de ia reaccién Kgmol m™®
\Y Volumen del reactor m?
X Conversién fraccional
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2.6.1. InTRODUCCION

En cualquier valoracién de los pros y los contras de un
sistema biol6égico en un contexto tecnolégico, los problemas
de su estabilidad limitada alcanza su médxima expresién. Est4
claro que la estabilidad est4 inexplicablemente unida a los
costos del proceso y, como tal, es un factor central que debe
ser considerado en cualquier valoracién de factibilidad. Para
un bioqufmico «puro» la estabilidad es quizds un concepto
artificial; mientras que es importante en contexto de los
procedimientos experimentales. Es diffcil, si no imposible,
relacionar la estabilidad "in vivo" con la observada "in vitro".
Sin embargo, el biotecn6logo estd mis interesado en los
métodos de utilizacién que en las condiciones que tienen
relevancia bioldgica y asf es capaz de investigar una extensa
gama de aproximaciones que puedan modificar la estabili-
dad o inestabilidad aparente de la enzima en cuesti6n. (15,37)

2.6.2. EstaBiLipap EnziMATICA

La estabilidad de una enzima dada, es funcién compleja
de las condiciones ambientales utilizadas. La estabilidad
varfa con el pH, la [S] y la presencia de agentes desesta-
bilizantes. Generalmente, la inactivacién enzimética es atri-
buida a efectos térmicos, siendo la velocidad de primer
orden y reflejando las propiedades de la enzima en su entor-
no local.

d[E}/dt = -Kd[Eo]
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Pz

Esta ecuaci6n puede integrarse para obtener la concen-
tracién de enzima activa en el tiempo t ({Eto]):

[Eto] = [E°0] exp (-Kd.t)

Para que una enzima sea apropiada en una aplicacién
comercial, su estabilidad debe ser suficiente para dicha
aplicacién. En el caso de un reactor la estabilidad vendrd
cuantificada en términos del beneficio obtenido del produc-
to formado durante el tiempo de vida del catalizador enzi-
mético. Para un sensor basado en enzimas el criterio estarfa
basado generalmente en la necesidad de una respuesta li-
neal a lo largo de un periodo de tiempo. Ademés la esta-
bilidad operacional debe considerarse la facilidad y el costo
de almacenaje.

La valoracién de la estabilidad, tanto para el almacenaje
como para la operaci6én, se hace generalmente en términos
de vida media, o sea el tiempo requerido para disminuir a la
mitad la actividad enzimatica.

[Et] =[Eo)/2 por lo tanto [Eo] exp (-Kd.t)
Por lo tanto,
Ln (0.5)=-Kdt y tv» =0.693/Kd

Como ya se menciono, la estabilidad de una enzima no
es igual durante el almacenaje que cuando esta se transfiere
y se incluye en el proceso de produccién, por esta razén las
formas de evaluar la estabilidad de una enzima son diferen-
tes en cada caso, siendo necesario hablar de ello por se-
parado.
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ESTABILIZACION PARA EL ALMACENAJE

Debe hacerse una distincién entre la estabilidad para el
almacenaje y la estabilidad para la operacién. En el caso de
un reactor enzimitico de alto rendimiento, los factores de
costo pueden excluir la adicién continua de un estabilizador,
el cual, puede ser conveniente utilizar durante el almacenaje.

La mayorfa de las enzimas han demostrado ser modera-
damente estables en el intervalo de 0-4°C. Durante el alma-
cenaje, cuando la actividad catalitica no es importante, ese
serfa el rango ideal de temperatura. En algunos casos la presen-
cia de estabilizantes, e.g. glicoles y compuestos sulfhfdrilo,
ha demostrado ser altamente beneficiosa. La presencia de
reactivos o andlogos de reactivo ha demostrado también
tener un efecto estabilizante sobre muchas enzimas. Se cree
que esto es el resultado de cambios conformacionales que
conducen a una mayor rigidez de la estructura después del
ligamento. Otros agentes que muestran tener efectos esta-
bilizantes son los polfmeros orginicos, los antioxidantes y
los agentes quelantes.

EstaBilzActoN Para La Unuizacion

Los métodos de abordar el problema de la estabilidad
operacional pueden dividirse en cinco categorfas:

1) Bisqueda de enzimas estables en la naturaleza.
2) Adici6n de estabilizantes.
3) Modificacién quimica.

4) Inmovilizaci6n.
5) Ingenierfa de las protefnas.
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Intrfnsecamente, las enzimas estables se encuentran ge-
neralmente en organismos adaptados a vivir en condiciones
hostiles. Actualmente, hay un gran interés en las enzimas de
organismos adaptados a vivir en fuentes termales (Termé6-
filos) y medios altamente salinos (hal6filos), y se han reali-
zado gran cantidad de estudios sobre la relacién estructura-
estabilidad de las enzimas procedentes de organismos termofilos.

El uso de aditivos estabilizantes debe ser cuidadosa-
mente considerado con respecto a los costos de operaci6n.
Sin embargo, en muchos casos la concentracién de reactivo
puede influir significativamente en la estabilidad enzimaética,
y de esta manera, la concentracién de reactivo operacional
elegida puede restringir la eleccién de las condiciones y la
configuracién del reactor. La utilizacién de las bajas con-
centraciones de agentes quelantes ejemplo EDTA, inhibi-
dores del crecimiento microbiano (azidas), y protectores de
tioles (sulfuro de hidr6geno) pueden ser beneficiosas, aun-
que en muchos casos estos aditivos sean ‘inaceptables por
razones de salud y seguridad. (15)

La modificacién quimica de enzimas comprende la aci-
lacién, alquilaci6n, reacciones con derivados de aminoédcidos
y otros sustituyentes diversos. Esta es una 4rea complicada
donde es diffcil predecir efectos sobre una base a priori. De
nuevo en este aspecto se debe sopesar el costo de la
modificaci6én con las ventajas. (15)

Las enzimas inmovilizadas pueden presentar mayor es-
tabilidad como resultado del acoplamiento a un soporte in-
soluble, aunque esto no puede darse por sentado. En la
préctica, es posible mejorar la estabilidad por ce-inmoviliza-
cién de residucs quimicos especificos (ejemplo grupos sul-
fhidrilo, albumina) con la enzima. La protecci6n frente a la
accién de enzimas proteolfticas y la degradacién microbiana
puede llevarse a cabo utilizando métodos de atrapamiento.
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La ingeunierfa proteica es la aproximaci6n mis reciente al
mejoramiento de la estabilidad enzimitica. Los métodos
utilizados se derivan de los avances en técnicas de ingenierfa
genética y de gréficos de computadora unidos a un mayor
conocimiento de la estructura proteica. (8,15,37)

2.6.3. INMGVILIZACION

Considerando las propiedades de las enzimas, es también
importante examinar las implicaciones de cualquier modifi-
cacion hecha en la estructura enzimdtica, Desde el punto de
vista de un proceso, puede ser deseable «inmovilizar» la en-
zima para permitir su retencién en un reactor. Esta inmovi-
lizacion est4 dirigida a inducir cambios en las propiedades
observadas. El tipo y la magnitud de estos cambios de-
penderd de la enzima y del método de inmovilizacién
utilizado. (15)

A partir de 1972 surgi6 toda una serie de metodologfas
que condujeron a hacer una clasificacién de los métodos de
inmovilizacién que son:

a) Adsorcién.

b) Uni6n covalente.

¢) Microencapsulacién.

d) Reticulacién o Encapsulaci6n.

e) Entrecruzamiento.

En este manual se suministrar4 una breve descripci6n de
los principales tipos de inmovilizacién (fig.6.1). Aclarando

que para un andlisis méas detallado, el lector debe remitirse
a Trevan (1980). (42)
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ADSORCION
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MICROENCAPSULACION
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ENTRECRUZAMIENTO
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ATRAPAMIENTO
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INTERCAMBIO IONICO
enzima
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ADSORCION Y ENTRECRUZAMIENTO

enzims
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P 1aed

para la inmovilizac

Figura 6.1 Rep
de enzimas, (37)
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ADSORCION

Las enzimas pueden ser adsorbidas sobre la superficie de
un soporte. Este proceso de interacciones fisicas més que
qufmicas (efectos de carga e interacciones hidrofébicas), y la
flexibilidad de este tipo de inmovilizacién, reduce al m{nimo
las posibilidades de distorsién estructural de la enzima. Se
considera que la adsorci6n es andloga a lo que ocurre en las
enzimas unidas a membranas in vivo. La naturaleza de las in-
teracciones es tal, que la adsorci6n es generalmente un proceso
reversible, y cambios en las condiciones del proceso, pH y fuer-
za i6nica, pueden causar desorcién. A pesar de este incon-
veniente la adsorcién ha sido utilizada para algunos procesos
industriales (la glucosa isémerasa en DEAE-celulosa se ha
utilizado comercialmente). (8,15,37,46)

Uni6n CovaLenTE

La uni6n covalente de enzimas solubles a un soporte in-
soluble es el método m4s comiin para la inmovilizacién de
enzimas habiéndose utilizado una amplia gama de técnicas y
soportes para este proposito. Aunque parte de la actividad
pueda perderse durante el proceso de acoplamiento es im-
probable la lixiviacién (separacién) de la enzima del mate-
rial catalftico. (8,15,37,46)

ATRAPAMIENTO

En este caso la enzima permanece en un estado sin mo-
dificar, pero es atrapada en una gotita de disolvente dentro
de una matriz polimérica. En caso de atrapamiento la en-
zima serd dispersada por todas las partes de una preparacién
polimérica como poliacrilamida. (15)
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ReTicuLACION 0 ENCAPSULAMIENTO

Para la reticulacién o encapsulamiento se lleva a cabo
una aproximacién més controlada y la enzima es atrapada en
pequefias cdpsulas. Un método que ha sido utilizado es la
polimerizacién interfacial de una membrana de nylon alre-
dedor de una gotita que contenga a la enzima. Los inconve-
nientes de estas aproximaciones son los efectos del polfmero
sobre la disponibilidad del reactivo. Esto impide Ia utiliza-
cién de enzimas atrapadas con reactivos de alto peso
molecular. Sin embargo, parece que el polimero protege a la
enzima bajo alguna circunstancia. (1,12,46)

ENTRECRUZAMIENTO

Se han polimerizado enzimas por entrecruzamiento con
agentes bifuncionales tales como benzidina, disotiocinatos,
glutaraldehido, etc. En general, el producto es gelatinoso y
no se puede manejar con facilidad. (37)

Aunque han sido estudiados otros métodos de inmovili-
zacién (membranas ultrafiltrantes), la adsorcién y la uni6n
covalente representan las principales metodologfas. Revi-
siones mis detalladas de los métodos de inmovilizacién han
sido presentadas por otros autores, (30,36)

Erectos DE LA INMOVILIZACION SOBRE tA AcTiviap ENziMATICA

Cuando una enzima es inmovilizada la actividad de la
preparacién es siempre diferente a la de 1a forma natural.
Las razones para ello son muchas pero es posible identificar
las tres principales influencias, a saber, efectos confor-
macionales de partici6n y difusionales. (16)
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La inmovilizacién puede causar perturbaciones estruc-
turales en la protefna, reduciendo la eficacia catalitica de la
enzima. Adem4s, la inmovilizacién puede limitar el acceso
del reactivo al centro activo de la enzima, reduciendo nue-
vamente la actividad. Ambos fen6émenos pueden ser descritos
como efectos conformacionales.

Los efectos de particién ocurren cuando las concen-
traciones de reactivo o de otros compuestos relacionados
con la actividad de la enzima pueden ser diferentes en la su-
perficie del soporte matriz de las observadas en el grueso de
la solucién. Estos efectos pueden surgir por interacciones
electrostdticas o hidrofébicas, y dependiendo de el(los) com-
ponente(s) implicado(s), los efectos de particién pueden
intensificar o rebajar la velocidad de la reaccién observada.

Los efectos difusionales o de transferencia de masa pue-
den ser de dos tipos internos o externos (19). La resistencia
externa proviene de la presencia de una pelicula de liquido
inmévil alrededor de la partfcula de enzima inmovilizada.
La resistencia interna a la transferencia de masa surge cuan-
do las enzimas quedan atrapadas en polfmeros.

Los cambios conformaciones son mds dificiles de evaluar
y no han sido tan bien descritos como los efectos de parti-
ci6én y de transferencia de masa. Ademds los efectos confor-
macionales variardn con la enzima, el método de acoplamien-
to y el soporte utilizado. Algunas de las consecuencias
adversas de la inmovilizaci6én sobre la actividad enzimética
son ilustradas en la figura 6.2.
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Figura 6.2

Consecuencias de la inmovilizacién de enzimas:

(a) enzima libre; (b) enzima activa inmovilizada;
(c) enzima inactiva inmovilizada (cambio conformacio-
nal; (d) enzima inactiva inmovilizada (impedimento

estérico). (15)
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Una de las implicaciones mds significativas de los efectos
de particién es la capacidad para controlar el pH en la
proximidad de la enzima independientemente del pH del
grueso de la soluci6n. Si una enzima es inmovilizada en un
soporte cargado e.g. una resina cambiadora de iones, la
diferencia en las concentraciones de los componentes car-
gados entre la superficie y la fase mayoritaria puede ser
descrita por coeficiente de particién (P).

P =Cs/Cb (1)

Donde:

Cs = concentracién en la superficie

Cb =concentracién en el grueso de la soluci6n

En el caso de iones H*, estos efectos han sido corre-
lacionados con una distribucién tipo Boltzmann

Hs*=Hb* exp(-ep /KT) )

Donde:
Hs* =concentraci6n de ion hidr6geno en la superficie

Hb* = concentraci6n de ion hidr6geno en el grueso de la
solucién.

e = carga electrénica
¢ = potencia electrénica
K = constante Boltzmann

T = temperatura absoluta
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Esto puede ser expresado en términos de un coeficiente
de particién dividiendo por Hb*

PH* =exp(ep /KT) 3)

El cambio del pH puede calcularse a partir de la ecua-
cién (2) dividiendo por Hb* y tomando logaritmos en ambos
lados.

Ln{Hs*/Hb} = (-e¢ /KT)
2.303 log{Hs*/Hb} = (ep /KT)
pH =0.43 (e¢ /KT)

Los efectos de resistencia externa de transferencia de masa
pueden ser representados considerando un gradiente lineal de
concentraciones de reactivo através de la capa limitante inmévil.
Esto conduce a unos valores de Km y vmax modificados.

-d[sV/dt = (Vméx[s])/([S] + Km)

Donde:
Vmiéx = velocidad méxima observada

[S] =concentracién del sustrato
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K’'m = Vmaxo/Ds

Donde:

Ds = difusividad del reactivo

o =espesor de la capa lfmite

Como el espesor de la capa limitante es un concepto
abstracto del modelo y carece de significado ffsico, se ex-
presa generalmente en términos de una resistencia de
transferencia de masa (Ks)

Ks =Ds/o

Esto puede ser calculado a partir del nimero de Sher-
wood (Sh)

sh=Kksdp/Ds
Donde:
dp =didmetro de la particula.

E! nimero de Sherwood puede también ser calculado
utilizando correlaciones con la dindmica del fluido del sis-
tema.

sh=cRre?Sc®
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Donde:
a, b y ¢ son constantes, cuyos valores dependen del valor
del niimero de Reynolds (Re)

Sc¢=Namero de Schmidt

Para valores del nimero de Reynolds (20 <Re <120),
pueden utilizarse las siguientes constantes, a=b=0.33 y
c=4.6.

Los niimeros de Reynolds se definen de acuerdo al tipo
de reactor. Asf, para lechos fijos

Re = (vdpp)/u
y para recipientes con agitaci6n
-~ Rei =[(ndi)dip]/s

Donde:

di =didmetro del impulsor

v =velocidad del liquido

dp =didmetro de la particula
p = densidad del liquido

4 =viscosidad dindmica

n=velocidad del agitador
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El nimero de Schmidt es la razén de la difusividad fren-
te a la viscosidad.

Sc=Dsp/u

Asf, el niimero de Sherwood puede ser calculado para las
condiciones experimentales utilizadas, y resuelto para la pro-
porcién de transferencia de masa. Esto puede ser utilizado
junto con la vmix medida para cuantificar la expresi6n
cinética. (15,46)

El efecto de la transferencia de masa interna sobre la
velocidad de reaccién observada resulta nuevamente de una
reduccién en la concentracién de sustrato disponible. En la
préctica, los efectos de transferencia de masa interna usual-
mente son calculados utilizando gréficos (gréfica 6.1) gene-
ralizados del factor de eficacia, donde la raz6n vméx (obser-
vada)/vmdax (tebrica) frente a Km/[So], en donde (So) es la
concentracién de sustrato que penetra en el reactor, para
diferentes valores del médulo de Thiele (@) adimencional.
El médulo de Thiele es de la forma

@ =L v (Vméx)/(Km Dc)

Donde:

L. =espesor medio de la partfcula para la transferencia
limitada de masa externa de la enzima inmovilizada

Dc=difusividad del reactivo a través de la matriz de
inmovilizacién.

171



DESARROLLO DE LOS FUNDAMENTOS BAsicos pEL CURsO TEGRICO
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Grafica 6.1 m' S0

El grifico del mddulo de Thiele para !a resistencia interna a la transferen-
cia de masa. Los grdficos de la velocidad global de reaccién en una membrana
enzimdtica, Vritax, normalizada a Vmax, frente a la concentracién adimensional de
sustrato en la superficie.Kn/So  para diferentes valores del mddulo de Thicle, @,
(El efecto de las limitaciones de difusién aumenta con valores crecientes de @, y
produce un descenso de la velocidad controlada cinéticamente, la cual se obtiene
para@=0. .

{Tomado de Horvath y Engasser, 1974}
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Las implicaciones de la transferencia de masa interna
sobre la enzima cargada sugieren que debe haber un com-
promiso entre una preparacién altamente activa que mues-
tre un factor de efectividad baja y una preparacién de baja
actividad que muestra un factor de efectividad alto.

Aunque la transferencia de masa interna sea general-
mente, indeseable, ya que conduce a una disminuci6n de la
concentracién efectiva de reactivo, se ha visto que en sis-
temas que muestran inhibicién de reactivo, puede ofrecer
alguna ventaja. (5)

Erectos DE LA INMOVILIZACION SOBRE LA ESTABILIDAD

El incremento de la estabilidad-es a menudo citado como’
una ventaja de la inmovilizacién enzimdtica. De un examen
superficial de la literatura relativa en enzimas inmovilizadas,
es fécil concluir que la inmovilizacién conduce casi invaria-
blemente a la estabilizacién. Sin embargo, se ha sugerido
que los ejemplos de estabilizacién son los preferentemente
narrados y pueden conducir a una imagen deformada de la
verdadera situaci6n. (15)

Aunque es imposible deducir expresién matemética para
el efecto de la inmovilizacién sobre la estabilidad, pueden
verse ciertas tendencias. En el caso de enzimas proteoliticas
se observa a menudo un efecto estabilizante, pudiendo ser
atribuido generalmente a una reducci6n en el grado de au-
t6lisis.(18) Pero esto no es una generalidad, se ha compro-
bado que hay enzimas que al ser'inmovilizadas no aumentan
su estabilidad y hay otras que su estabilidad baja cuando son
inmovilizadas. Por lo dicho anteriormente concluimos que la
estabilidad de una enzima inmovilizada no puede ser deter-
minada «apriori». La complejidad global de los factores que
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afectan a la estabilidad enzimética sugiere que, en el pre-
sente, la Unica aproximacién factible es el obtener datos
experimentales bajo las condiciones a utilizar en el proceso
de producci6n, (17)
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NOMENCLATURA
Simbolo Interpratacion Unidadas.
ab.c, Conastantes
Cb Concentracién en la solucién Kgmol m™
Cs Concentraclén on 1a superficlo Kgmol m™3
di Didmaetro ds! impulsor m
dp Diametro de 1a particula m
De Difusividad del séluto a través de la
matriz de inmoviiizaclén
Ds Ditusividad de! s8luto en [a solucién ms?
[} . Carga olectrénica
Concentracién de enzima activa Kgmot m3
Eo Concentracién de onzima activs en el Kgmal m™
tiempo cero
Bt Concentracién de enzima activa en el Kgmol m?
tiempo t
Hb* Conceniracién de ion hidrégeno en la Kgmol m™@
N solucion
Hs* o i6n ds fon hidrégeno en | su-  Kgmola m™3
porficla -
K " Constante de Boltzmann
Kd Velocldad de desaparicién de la s .
Km AConstnnla de Michaelis . Kgmol m'®
Ks Coeficlente de transferencia de masa ms*
L Espesar de la particula ‘m
P Coeficients de particlpacién '
Re . NGmero de Reynolds
Sh Nidmero de Sharwood
Sc Namero de Schmidt
t Tiempo S
T Temperatura absoluta
Vméx - . Velocidad méxima Kgmol m™®
o Espasor de fa capa limitants m
[ Potenclal elactrénico Volts
P Densidad Kgm™ -
] Viscosidad : mst
%] Modulo de Thiele
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2.7 Unioap VI

INTRODUCCION

Una de las primeras dreas de aplicacién de las enzimas
fue en el campo del anélisis. Muchos compuestos no pueden
ser determinados directamente y por lo tanto es necesario
convertirlos a otros productos cuyos niveles si pueden ser
cuantificados. El andlisis enzimdtico se ha venido empleando
durante muchos aiios, y 1a tendencia va en aumento, como
consecuencia de la mayor disponibilidad de enzimas alta-
mente purificadas. Hoy dfa existe un manual completo de
andlisis enzimético editado por Bergmeyer. (5)

A continuacién de hablar4 a grandes rasgos de los prin-
cipales sensores basados en enzimas que existen.

2.7.1. Enzimas INMOVILIZADAS

Los- progresos en las técnicas de inmovilizacién de en-
zimas han realizado una contribucién significativa al campo
de los sensores enzimditicos. Las ventajas de las enzimas in-
movilizadas en el anilisis se pueden resumir como sigue:(6)

1) Mayor estabilidad

2) El catalizador reutilizable

3) La muestra se puede separar de la enzima para anélisis
posteriores

4) Curvas de inactivacién predecibles.
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El uso de enzimas inmovilizadas en los sistemas analiti-
cos se puede dividir en dos grupos. Primero, se puede
construir un reactor enzimitico que produzca uno o mis
productos detectables por métodos estdndar (por ejemplo,
por cambios de absorbancia). En segundo lugar, se puede
inmovilizar la enzima alrededor o sobre un transductor que
es capaz de detectar los cambios fisicos o qufmicos en su en-
torno inmediato. (15)

2.7.2 REACTORES ANALITICOS

Estos reactores pueden considerarse como ejemplos de
andlisis por inyecci6én en flujo. Bisicamente el sistema es
similar a la cromatograffa liquida pero sin etapa de separa-
cién. (figura 7.1) (34)

Estos reactores pueden ser normalmente de dos tipos:

(1) Reacvor pe LecHo EmpaqueTADO

La enzima se inmoviliza en un soporte particulado que
se empaqueta en una columna. El liquido conteniendo la
muestra, se hace pasar a través de la columna, permmendo
que tenga lugar la reaccién. La ventaja de este sistema es
que existe una gran 4rea para la 1nmov1hzac16n, por lo que
es posible una gran carga de enzima. El inconveniente de
este tipo de reactor, es que causa la dilucién de la mues-
tra/producto, y por lo tanto, tiende a reducir la sensibilidad
del ensayo. Por lo tanto, podemos decir que mientras los sis-
temas de lecho empaquetado ofrecen una mayor actividad
para la monitorizacién continua, tiene algunos inconvenien-
tes para ensayos que tienen que realizarse sobre un gran
niimero de muestras discretas. (15)
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(1) Reacrores TuBuLARES ABIERTOS.

La enzima se inmoviliza en el interior de una porcién de
tubo, tipicamente con un didmetro interno de mm. La mues-
tra se pasa entonces a través de esta porcién de tubo, que sirve
como reactor. La desventaja es que hay una 4rea relativa-
mente pequefia para la inmovilizacidn, siempre que la longitud
del tubo se mantenga en limites razonables ( <10 mm). Aun-
que la escasa superficie es un problema potencial, los
estudios sobre reactores tubulares de nylon han mostrado
que éste es compensado por la mayor tasa de transferencia
de masa obtenida con los reactores tubulares.

Los reactores enziméticos analfticos se han venido usan-
do en una amplia gama de determinaciones desde 1976 en
los EE.UU. (15)

2.7.3. Enzimas Licapas A TRANSDUCTORES

Aunque ampliamente utilizados, los analizadores basados
en reactores enzimiticos son aparatos complejos y costosos.
Una alternativa consiste en combinar la enzima con el de-
tector para simplificar la operacién. El objetivo es producir
un sensor robusto y barato capaz de dar salida continua. En
el caso ideal tal sensor no requerirfa reactantes internos dis-
tintos a los sustratos y serfa tan poco destructivo como fuera
posible, esto es, afectando s6lo a una pequeiia fraccién del
sustrato.

La forma m4s sencilla de un sensor enzima-transductor
es el denominado electrodo enzimético (fig 7.2). En este
caso la enzima se une a un electrodo ion-selectivo que
detectard la presencia del sustrato o del producto de la
reacci6n enziméatica, Un ejemplo de esta aproximacion serfa
la asociacién de ureasa con una sonda de amonio, de tal
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forma, que la concentracién de una solucién de urea puede
determinarse a partir del amonio liberado al hidrolizarse la
urea.(11)

Un gran niimero de eclectrodos enziméticos se han ba-
sado en un electrodo de oxfgeno combinado con reacciones
redox enziméticas. Un ejemplo de ello, es la detecci6n de
glucosa con la enzima glucosa-oxidasa. (15)

Las sondas sensoras empleadas en los electrodos enzimé-
ticos son de dos tipos: potenciométricas y amperiométricas.
Las sondas potenciométricas por ejemplo el electrodo de
vidrio-pH, determina el potencial entre un electrodo de re-
ferencia y el electrodo sensor ( figura 7.3) (44)

E! sistema constituye una célula eléctrica donde el poten-
cial observado es la suma de tres componentes:

1) Elelectrodo de referencia interno
2) El potencial de asimetrfa

3) El potencial debido a la diferente concentracién de
iones hidrégeno a ambos lados de la membrana.

Los dos primeros componentes son constantes para cada
electrodo, dejando la concentracién de iones hidrGgeno
como una variable, que se cree que resulta bien de la trans-
ferencia de hidrogeniones a través del vidrio, o bien de un
proceso de cambio i6nico. La segunda categorfa de elec-
trodos es la de tipo amperométrico. El ejemplo mds comin
de esta clase de sonda es ¢l electrodo de oxfgeno de Clark. -
Est4 basado en un cétodo de platino y un 4nodo de plata
sumergidos en la misma solucién del cloruro potésico, pero
separados de la soluciébn problema por una membrana de
poli-tetra-fluoroetileno (PTFE).
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Sonda

Enzima

A7

“®— Membrana

Sustrato
Productos

Figura 7.2  Un electrodo enzimatico sencillo.(15)
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-

M _: AglagCl
Electrodo interno
-
Solucion del puente
Electrodo de T salino
referencia |
externo

Unién liquida

HCl \
(0.1 mol dm -3 Membrana de vidrio
K Electrodo
{b)  Electrodo de referencia Solucién como de referen-
interno en solucion Membrana § de pH des- puente cia (Calo-
{AgIAQCIQ, 1mol dm =3 HCIY | de vidrio conocido salino melanos)

Figura 7.3 (a) Estructura de una sonda de pH combinada. (b) Reacciones de
semicélula en una sonda combinada. (15)
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Aunque las sondas enzimdticas se han empleado con éxito,
es necesario decir que su desarrollo ha sido ensombresido
por los avances de otras dreas de desarrollo de sensores. Su
principal ventaja radica en su naturaleza relativamente
robusta, facilidad de fabricacién y simplicidad del equipo
asociado. (15,46)

2.7.4. TERMISTORES ENzIMATICOS

Esta técnica se ha desarrollado a partir de la investi-
gacién en microcalorimetrfa. Los primeros sistemas eran
4nalogos al reactor enzimético discutido previamente. En
este caso, una reaccién exotérmica es catalizada por una en-
zima inmovilizada y el calor desarrollado se determina
midiendo el cambio de temperatura del fluido de reaccién.
Estos sensores eran muy sensibles pero tenian una respuesta
lenta. El desarrollo de los termisores basados en materiales
semiconductores que presentan un gran cambio de resisten-
cia al variar la temperatura ha permitido la miniaturizacién
de microcalorfmetros basados en enzimas y ha conducido al
concepto de termistor enzimético. (31) En estos aparatos se
construye una columna de enzima inmovilizada bien aislada
y se monta un transmisor en el centro del material de empa-
quetamiento de la columna. Este transductor es sensible a
cambios de temperatura extremadamente pequefios que se
reflejan en cambios de impedancia. Normalmente se ob-
tienen cambios entre 0.004°C y 1.0°C; que caen dentro del
rango de sensibilidad del detector. Los disefios tipicos del
comportamiento del sensor se pueden ver en la figura 7.4,
que se muestra tanto un instrumento sencillo de termistor
unico, como un sistema que emplea un termistor de referen-
cia. El mayor problema experimental asociado con el uso de
termisores enzimdticos es la necesidad de minimizar las
fluctuaciones de la temperatura externa. El empleo de baiios
de agua y recubrimientos aislantes es frecuentemente sufi-
ciente para evitar este problema.
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Figura 7.4 (a) Disposicién de un termistor enzimdtico usando un Gnico termistor
sensor. (b) Esquema de un sistema de doble termistor.
(Tomado de Mosbach y Danielun, 1981).
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La respuesta de un termistor a un cambio de tempera-
tura se puede describir por

R2=R; exp(B/T2 - B/T})

Donde:

B =constante caracterfstica de temperatura
T1, T2 =temperatura del termistor
Ri=resistencia del termistor a Ty

R2 =resistencia del termistor a Tz

Por lo tanto, el cambio de temperatura del termistor se
puede calcular de su cambio de resistencia.

Se han hecho muchos intentos de usar termisores enzi-
méticos, pero uno de los usos que mis éxito ha tenido; es
todo un sistema que usa un termistor enziméitico para detec-
tar los cambios en la concentracién del afluente y controlar
la bomba de alimentacién en un reactor de enzima inmo-
vilizada para la hidrélisis de lactosa a D-glucosa y D-galac-
tosa. (12) . ’

2.7.5. InTERACCIONES DIRECTAS DE ENzIMA-ELECTRODO

Las interacciones directas enzima-electrodo surgen del
concepto de célula de combustible. En este sistema la
oxidacién enzimdtica de un compuesto se emplea en generar
flujo de electrones por un circuito externo. Un ejemplo sen-
cillo es la oxidaci6on del metanol a formaldehido usando
metanol-deshidrogenasa. (35) La estequiometrfa de la reac-
ci6én se puede escribir como:
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CH3OH +1/2 O3 m—p CH20 + H20
metanol formaldehido

La organizacién de una célula de combustible (figura 7.5)
incluye una membrana de cambio iénico para separar los
dos compartimientos. En la préctica, la transferencia directa
de electrones de la enzima al electrodo todavia no se ha lo-
grado, por lo que es necesario un mediador. Este mediador
es usualmente un colorante redox que puede ser reducido
por la enzima y oxidado en el electrodo. Un mediador muy
comiin es el colorante etanosulfanato (PES).

Es importante mencionar, que aunque no se espera que
las células combustible ofrezcan una posibilidad real de
produccién de energfa en un futuro préximo, pueden ofrecer
algunas soluciones a problemas especificos (por ejemplo,
para impulsar in vivo los marcapasos cardfacos) y en algunas
aplicaciones militares, particularmente en la alimentacién de
dispositivos de comunicaciones.

Los desarrolios futuros se espera que permitan el aco-
plamiento directo de la enzima al electrodo, eliminando de
este modo la necesidad de un compuesto mediador. Este
concepto es fundamental para el desarrollo de "biochips". (43)
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2.7.6. OTROS DisposiTIivoS SENSORES

Ademids de los sensores mencionados anteriormente, se
ha logrado la creacién de algunos otros dispositivos que fun-
cionan como sensores, los cuales, se mencionaran a conti-
nuacién:

Se ha logrado la determinacién de albimina sérica hu-
mana (HSA) empleando un electrodo de afinidad. Se cons-
truyeron dos electrodos idénticos de di6xido de titanio y uno
de ellos se modifico por la adicién del tinte textil reactivo
Cibacrom Blue F36-1A (28). Este tinte tiene una alta afi-
nidad por la HSA y se puede emplear en separaciones por
afinidad.

Otra aproximacién a la deteccién biol6gica es el sensor
opto-electrénico: el cambio en la concentracién de un com-
ponente provoca el cambio de color de un tinte. Empla-
zando la cAmara de reacci6n entre un diodo emisor de luz y
una fotocélula, la concentracién se puede determinar a par-
tir del cambio de absorbancia.

Es evidente que existe cierto nimero de estrategias
empleables en el desarrollo de sensores basados en enzimas
(23). Sin embargo, las vias de desarrollo de biosensores dis-
cutidas en esta unidad no son necesariamente excluyentes.
Mientras que la facilidad potencial con que pueden inte-
grarse los sensores bio-electroquimicos con los circuitos de
monitorizacién, los hace muy atractivos, no son adecuados
para todos los reactivos, siendo esto la principal limitante
para el desarrollo a gran escala de estos biosensores. (15)
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2.8 Unioap VI

" APROXIMACIONES A LA MODIFICACION
. e Enzimas

INTRODUCCION

Se considera normalmente que las propiedades y espe-
cificidad de las enzimas han ido evolucionando conforme lo
han hecho sus organismos hospedadores. Sin embargo serfa
posible mejorar ciertas propiedades de las enzimas con la
finalidad de obtener aun més ventajas de ellas. Por ejemplo,
puede resultar ventajoso aumentar la estabilidad al calor o
alterar el pH 6ptimo de una enzima, y con ello, mejorar la
eficiencia de un proceso definido. Alternativamente, puede
resultar conveniente aumentar la actividad de la enzima
hacia un sustrato particular.

Se han desarrollado numerosos métodos para la modifi-
cacién de enzimas, que van desde los mas simples hasta los
més complejos. El objetivo de esta unidad es describir al-
gunas de las diferentes aproximaciones experimentales que
se han seguido para mejorar el funcionamiento de las en-
zimas y evaluar el potencial de estos métodos (15)

2.8.1. SELECCION DE LA FUENTE APROPIADA

Inicialmente, y antes de pensar en un procedimiento de
modificacién de una enzima, vale la pena considerar si la
fuente de dicha enzima es la m4s adecuada. A menudo, se
pueden encontrar enzimas que catalizan la misma reaccién
en organismos diferentes; por ejemplo, se pueden aislar
a-amilasa de animales, plantas o microorganismos y cada
una presenta diferentes propiedades, particularmente con
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respecto a su termoestabilidad. Esta termoestabilidad es im-
portante para el proceso de hidrélisis enzimética del almid6n
que es donde interviene la a-amilasa. Con las enzimas
menos estables la hidr6lisis parcial tiene lugar en estadios
separados en el proceso global, cosa que 1o hace ineficiente,
a diferencia de usar a-amilasa de Bacillus, licheniformis, con
la cual, debido a su termoestabilidad elevada se logra la
hidrélisis en un solo paso. Por tanto, en algunos casos es
posible mejorar significativamente un proceso sin necesidad
de modificar las enzimas en absoluto. Por otro lado, la selec-
cién de la fuente més adecuada de una enzima puede ser sola-
mente un requisito para los procedimientos de modificacién (8,15)

2.8.2. Sustitucion pe lones MetALicos UNipos

Muchas enzimas contienen iones metélicos unidos que
son esenciales para su actividad. Considerando que la elimi-
nacién del ion metélico conduce a una pérdida total de actividad,
es posible, a menudo, la sustitucién por otro catién, con in-
teresantes resultados. Un ejemplo particularmente ilustrativo
de este fenémeno lo muestran las D-glucosa isomerasas.

La glucosa isémerasa de la bacteria Bacillus Coagulans
cepa HN-88 tiene interesantes propiedades en presencia de
diferentes iones metdlicos, que son aplicables a la mayorfa
de enzimas de este grupo. En ausencia de iones metalicos
afiadidos, la enzima purificada muestra una especificidad
de sustrato para D-xilosa, sin actividad hacia D-glucosa o
D-ribosa. La adicién de Cl;Mn 10 mn aumenta la actividad
absoluta de la enzima, y aunque la D-xilosa es todavia el
sustrato preferente, se produce algo de isomerizaci6én de
D-glucosa y D-ribosa. Si se utiliza Cl2Co 10 mM en lugar de
la sal de Mn, entonces la especificidad de la enzima para el
sustrato se altera totalmente. D-glucosa y D-ribosa son
ahora los sustratos presentes y la actividad hacia D-xilosa es
relativamente menor. La adici6én de agentes quelantes de
iones metdlicos como EDTA elimina totalmente la actividad
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hacia los tres sustratos potenciales. El efecto del cati6n es
causar un cambio conformacional en la estructura proteica
que resulta en una alteracién de la uni6n especifica del
sustrato. Por tanto, incluso técnicas relativamente simples,
tales como la sustitucién de un cofactor metdlico por otro,
pueden ejercer profundos cambios en la especificidad del
enzima por el sustrato. (8,15)

2.8.3. MobiricaciON COVALENTE. DE ENZIMAS

La modificacién qufmica de protefnas se ha utilizado
ampliamente como una herramienta para dilucidar el meca-
nismo de accién de las enzimas. Sin embargo, la modifica-
ci6n qufmica también puede emplearse para cambiar las
propiedades fisicas, la especificidad por un sustrato o incluso
el tipo de reacci6n catalizada por una enzima particular, y
son algunos de estos aspectos los que van a ser ampliados
aquf. La inmovilizacién de enzimas, por cualquier método,
deberfa también ser considerada como un medio de alterar
ciertas propiedades enziméticas, pero como este aspecto de
la modificacién de enzimas se ha tratado ya con anterioridad
no va a ser considerado en esta unidad.

Mobiricacion Quimica pe AMminoacipos EspeciFicos

Este método de basa en el principio de que las modifica-
ciones covalente de un AMINOACIDO. especifico alterar4 las
propiedades catalfticas o de unién especifica de una enzima
(23). Para interpretar correctamente estos experimentos se
requiere un conocimiento fntimo de la estructura de la
protefna bajo estudio, y por esta razén la mayor parte de los
trabajos realizados se han centrado en proteasas bien carac-
terizadas. Normalmente se han realizado intentos para alte-
rar el pH 6ptimo o la especificidad por el sustrato de una
enzima, y son ejemplos de estas clases de modificaciones los
que se van a describir a continuaci6n.
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La papafna es una cistein-proteasa que requiere de un
grupo tiol reducido en el centro activo y residuos triptéfano
no funcionales. La modificacién de la papafna con hidro-
xietil-disulfuro para proteger los grupos sulfhfdrilo, seguida
de la reacci6n con N-bromosuccinamida, produce oxidacién
de uno de los cinco residuos triptéfano disponibles (Trp-67
o ambos Trp-67 y Trp-177). Solamente la modificacién de
Trp-67 produce una enzima modificada que tiene el mismo
valor de pKa para la dependencia del pH de la Kcat y de la
raz6n Kcat/Km que la papafna nativa. Sin embargo, la oxida-
cién de los residuos Trp-67 y Tpr-177 produce un aumento
de aproximadamente una unidad para los valores de pKa de
ambas Kcat y Kcat/Km, Se ha postulado que la modificacién
del Trp-177 puede producir un cambio en la hidrofobicidad
del centro activo de la papafna, con resultado de un efecto
de pH en las constantes cinéticas.

Es posible la modificacién selectiva de amino4cidos para
alterar la actividad catalitica relativa de una proteasa hacia
proteinas y sustratos ésteres de peso molecular pequeiio.
Por ejemplo, 1a modificacién de la subtilisina Carlsberg, una
Serin-proteasa, con tetranitrometano, produce la nitrogena-
ci6n de un dnico aminoidcido Tyr-104. Esto conlleva un
aumento de 6 veces la actividad proteolitica hacia sustratos
macromoleculares cargados positivamente (clupeina), pero
no aumenta la degradacién de protefnas neutras (caseina).
Sin embargo, y sorprendentemente, no se observa diferencia
en las velocidades relativas de hidr6lisis de los ésteres, éster
metilico de p-tolueno sulfonil-L-arginina (cargado positiva-
mente) ni éster etflico de benzoiltirosina (sustrato neutro).

Si bien la modificacién quimica de AMINOACIDOS, espe-
cificos puede producir efectos profundos en la actividad de
las enzimas, 1a técnica es bastante limitada. La mayorfa de los
agentes de modificacién no son absolutamente especificos
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para ciertos aminodcidos y es diffcil, a menudo, limitar la
extensién de la reaccién. Consecuentemente, este método
no ha encontrado amplia aplicacién en un contexto indus-
trial, si bien tiene la ventaja de su simplicidad y bajo costo.
(8,15,46)

2.8.4. MoobiFicacion ENziMATICA DE ENZIMAS

En principio es posible alterar las propiedades de una
enzima por tratamiento con proteasa o glucanchidrolasas.
La proteolisis limitada también puede usarse para modificar
la actividad de una enzima, y es este aspecto el que se va a
desarrollar aquf.

La modificacién proteolftica ocurre con frecuencia «in
vivo» y es a menudo un prerequisito para la formacién de
una enzima activa. Hay un ejemplo excelente del empleo de
una proteasa para modificar una enzima de uso comercial.
La DNA polimerasa dependiente de Escherichia Coli puede
sintetizar DNA bajo ciertas condiciones estrechamente con-
troladas. Paradéjicamente, la misma enzima es capaz de
degradar DNA y posee ambas actividades 5’ 3' y 3’ 5’ exonu-
cledsica. Aunque estas propiedades aparentemente en
conflicto pueden reconciliarse en términos de la conocida
funcién de la DNA polimerasa "in vivo" la actividad exonu-
cleédsica (particularmente la 5’ 3°), representa una desventaja
durante la sfntesis de DNA polimerasa en el sentido de que
no esté presente la actividad 5’ 3’ exonucledsica puede ser
de considerable interés.

La eliminacién de la actividad 5’ 3’ exonucledsica se
puede conseguir simplemente con una proteolisis limitada
de la DNA polimerasa (21). El tratamiento de esta enzima
con subtilina Carlsberg produce la generacién de dos frag-
mentos que pueden separarse por cromatograffa de hidro-
xiapatito. El fragmento mdés largo, conocido como enzima
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"Klenow", posee las actividades polimerisica y 3’ 5* exonu-
cledsica, mientras que el fragmento N-terminal, mas peque-
fio, tiene solo la actividad 5' 3’ exonucleésica.

Es interesante sefalar como las técnicas de manufactu-
racién han avanzado. Varias compaiiias ofrecen ahora una
preparacién de la enzima "Klenow" que se ha eleborado con
tecnologfa de DNA recombinante, obviando, por tanto, la
necesidad de un paso proteolitico. Sin embargo y debido a
la proteccién de patentes, la mayorfa de las compaiiias toda-
via producen la enzima "Klenow", por el procedimiento tra-
dicional. (8,15,46)

2.8.5. CompLEsoS ENZIMA-COENZIMA

La explotacién comercial hasta el presente se ha restrin-
gido en su mayor parte a las hidrolasas simples, mientras
que los beneficios que se podrian derivar de utilizar deshi-
drogenasas y quinasas para reacciones biosistéticas no se
han Ilevado a cabo todavia. En parte, esto se debe a que el
empleo de coenzimas tales como ATP y NAD* es prohibitiva-
mente caro a menos que se disponga de algin método para
regresar y reciclar estos enzimas. Se han desarrollado una
serie de técnicas para la retencién de coenzimas dentro de
sistemas de reactores enzimdticos por inmovilizacién en
matrices solubles e insolubles. Sin embargo, una de las ideas
mdés excitantes es la posibilidad de unir covalentemente la
coenzima al centro activo de la enzima. (23) Hay que con-
siderar una serie de aspectos que los principales investiga-
dores en este campo han resumido en cinco reglas para
aumentar las oportunidades de éxitos.
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1) El enzima debe estar disponible altamente purificado y
en cantidad.

2) Se debe conocer la estructura por Rayos X de la en-
zima.

3) Debe haber un amino4cido reactivo en una cadena cer-
cana al centro activo.

4) La Uni6n del cofactor debe causar un cambio profundo
en la actividad de la enzima.

5) No se debe impedir el acceso de sustratos potenciales
al centro activo.

El trabajo m4s importante en esta 4rea ha sido el desa-
rrollo de flavopapaina semi-sintéticas. Estas derivan de la
unién covalente de andlogos de flavina a la cistefna del cen-
tro activo (Cys-25) de la enzima proteolftica papafna. Como
la Cys-25 es ecencial para la actividad hidrolftica normal de
fa papafna, una sustitucién en esta posici6bn produce in-
capacidad para hidrolizar protefnas. Esta propiedad resulta
1itil ya que la pérdida de actividad proteolftica se puede usar
para monitorizar como progresa la sustitucién con el cofac-
tor, y también serd més fdcilmente observable cualquier
nueva actividad que Se pueda generar.

Las flavo-papafnas demuestran claramente que es facti-
ble el cambio total de la reacién catalizada por una enzima.
En particular, el gran potencial que supone el poder utilizar
proteinas obtenidas por un procedimiento fécil y barato,
tales como papafnas, para generar actividades catalfticas
asociadsa normalmente con enzimas més caras. Aunque las
flavoproteinas representan el ejemplo mis ampliamente es-
tudiado de enzimas semisintéticas, también se han desa-
rrollado otros modelos. Esta es un drea de investigacién que
estd claramente madura para su desarrollo. (15)
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2.8.6. Muracénesis No EspeciFica

Se han usado varios métodos de mutegénesis "in vivo"
para producir nuevas actividades enziméticas las cuales se
basan en seleccionar mutantes especificos de bacterias por
crecimiento de los organismos en medios con sustratos
pobres o no matabolizables. A esta técnica se los conoce
con el nombre de evolucién microbiana. (10) En escencia,
en una poblacién de bacterias existe una proporcién que es
capaz de adaptarse para crecer en un nuevo componente.
En algunos casos, esto conlleva la produccién de una forma
mutante de una enzima mientras, que en otras circunstan-
cias, el fenotipo alterado es consecuencia de un cambio en
la regulacién genética. Se han documentado varios ejemplos
de evolucién microbiana bien caracterizados.

La bacteria Klebsiella aerogenes crece solamente en pre-
sencia de la pentosa D-arabinosa. Sin embargo, es posible
seleccionar mutantes con una velocidad aumentada de cre-
cimiento.

En estos mutantes la L-fucosa isomerasa, que tiene una
mfnima actividad hacia D-arabinosa, no estd regulada y la
enzima se produce constitutivamente. En consecuencia, la
nueva enzima constitutiva, que se produce en cantidades
muy aumentadas, es capaz de arreglarselas, aunque inefi-
cientemente, con la isomerizaci6n de la D-arabinosa, incluso
cuando no ha habido una mutacién o en un gen estructural.
Con posterioridad, es posible aislar mutantes que sufran un
cambio en un gen estructural, tal como la L-fucosa isome-
rasa, que tenga una afinidad aumentada para la D-arabinosa.
Por tanto gracias al rdpido crecimiento y division de los
microorganismos, es posible generar nuevas actividades en-
ziméticas en un tiempo relativamente corto.
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Si bien la técnica de seleccionar mutantes sélo es facil-
mente aplicable a microorganismos, supone un cambio de
obtencién de enzimas que son activas para determinar sus-
tratos, sin necesidad de conocer los mecanismos enzimé-
ticos. (8,15)

2.8.7. MuraGgenesis pe SiTio Especirico

Aunque las radiaciones (por ejemplo, la luz ultravioleta)
y las sustancias qufmicas (por ejemplo, la hidroxilamida) se
han utilizado para producir mutaciones al azar en el DNA,
ahora es posible utilizar procedimientos que son mucho més
especfficos para producir mutaciones (40). Estas técnicas,
utilizadas en conjuncién con la tecnologfa del DNA recom-
binante, crean mutaciones en lugares especfficos dentro de
la molécula de DNA, ocasionando cambios predecibles en las
propiedades de la enzima codificada por el mismo.

Muvagenesis Quimica

Ciertas sustancias qufmicas pueden alterar la estructura
de bases seleccionadas dentro de la molécula de DNA. Una
de las técnicas m4s utilizadas consiste en desaminar cifosina
para producir uracilo, por tratamiento del DNA con bisulfato,
pero actia de un modo equivalente a la timina. Este cambio,
es mutagénico porque durante la siguiente replicacién del
DNA "in vivo", la citosina podr4 ser el molde para la incorpo-
racién de guanina, mientras que el uracilo aparecerd con la
base adenina (figura 8.1). Es ecencial que estos experimen-
tos se realicen con cepas de E. Coli deficiente en el meca-
nismo de reparacion del DNA uracilo- N-glucosidasa, de otro
modo, el urasilo, serd eliminado y reemplazado por la base
correcta.
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Figura 8.1 Efecto dela desaminacion de la citosina en la replicacién del DNA, (15)
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La belleza del método del bisulfito sédico radica en que
la desaminacién puede estar limitada. La citosina es desa-
minada eficientemente por el bisulfito sédico sélo cuando
estd presente un DNA de banda simple. Por esta razén, usando
endo y exonucleasas especificas para cortar una parte peque-
fna de banda de DNA que es normalmente de banda Joble,
es posible predeterminar el sitio donde va a tener lugar la
mutagénesis. La principal desventaja de este método es que
s6lo es posible realizar la transicién citosina auracilo. Aun-
que otros agentes qufmicos son capaces de generar mutacio-
nes en otras bases estos métodos son todavia de limitada
aplicaci6n. (8,46)

Muracénesis b OLIGONUCLESGTIDOS

Uno de los mayores avances en la tecnologfa de enzimas
durante los iltimos afios ha sido el desarrollo de la muta-
génesis de oligonuclétidos. En un principio el método
permite realizar un cambio predeterminado en una proteina
por medio de una mutacién especifica en el gen que
codifica. Esta técnica se ha simplificado mucho gracias al
avance espectacular que ha experimentado la sfntesis
qufmica de oligonucle6tidos, y a la caracterizacién y empleo
de fagos filamentosos, como por ejemplo, el M13 (figura 8.2)

Las técnicas de mutagénesis de oligonucle6tidos (figura 8.3
y 8.4) se han desarrollado muy rdpidamente durante los iltimos
afios y ahora se dispone, comercialmente de los equipos
adecuados para realizarlas. Esto abre las puertas a los enzimé-
logos, para modificar especificamente enzimas utilizando
técnicas sofisticadas, sin necesidad de grupos de investiga-
ci6n altamente especializados en biologfa molecualr. Verda-
deramente la mutagénesis de oligonucle6tidos estd convir-
tiendose répidamente en una de las herramientas mas importantes
de las que dispone el enzimdélogo y experimetardn un gran
crecimiento durante los préximos afios. (15,46)
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Inleceion de una célula de Elcoli

y

El DNA de banda simple de-
rivado del fago M13 se desig-

DNA de banda simple de un
|
na como hebra positiva

fago M3

4 Sintesis de la cadena comple-

mentaria hebra negativa
Forma RF de DNA banda
doble

Replicacion dentro de la cé-
luta para producir aproxima-
damente de 100-200 copias
de la forma RF de DNA

Replicacion de la forma RF de DNA. Cada molécula

RF de DNA produce muchas copias de DNA de banda
simple de fa hebra positiva

C)CPC)

Las hebras positivas se empaquelan segln son sintetizadas en particu-
las viricas y a continuacion son liberadas de la célula de £. coli

Figura 8.2 Ciclo de vida del fago filamentoso M13.(15)
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Eco Rl
Sma |
BamHI
Sall
Pstl
Hind {11

lacZ gene

Derivado M13 mpy con el wen lae Z insertado, £} gen ke Z codihi-
v pard fa B-gatactosidase s lambién contiene ung serie ide fugares
de restriceion unicos.

Cortarel DNA que saaser clonado y ¢l M1 mp9 con la misma endonu-
vleasa de restriccian. Utitizar la DNA ligasa para unir el inserto de DNA
extrafio el vector M13 mpY.

Transformar una cepa de £ coli deficiente en B-galactosidasa con 1a
mezcla y plaquear en agar que contenga isopropil-B-D-galactopiranosa
(un inductor de la B-galactosidasa) y X-gal (un sustrato cromogénico
para la B-galactosidasa).

Los derivados M 13 mp9 que contengan [ragmentos de DNA insertados
en el gen lac Z no expresaran la B—galactosidasa finactivacion por inser-
¢ion) y producirdn placas blancas. Los derivados de M13 mpY no recom-
binantes producirin placas a2ules como resultado de 1a expresion del gen

lae Z intacto.

Seleccionar las placas blancas, aislar el DNA del fago, y secuenciar desde
el tugar Hind [11 para determinar 1a orientacion def inserto.

Figura 8.3 Secleccion de fagos M13 que contienen DNA recombinante, (15}
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Aularel DNA de banda simple de un [4go recombinante que conticne ¢ gen que va a ser mutado.

4

Afiadir un oligonucledudo con apareamicento de bases errénco. Este oligo-
nucledtido apareard {13 excepcion de‘- mutacion) con la hebra positiva.

+

Atadit la enzima “Kienow y s DNA ligssa gara completar la sintesis de 1a hebra negativa “in vitro™
+

fi deficiente en

Ti unacepade £

Produccién de multiples formas RE de DNA; algunas contendrin lz mu-
Lacién (aproximadamente ¢f 45 %) y otras no.

Transfectar £. coli fresca a bajotitulo y analizar en placas individuales la
presencis de mutantes, usando sondas de oligonucledtidos marcadas o

bien por secuenciacidn desde el lugar Hind 11l ded M13 mpd.
Seieccionar ¢l M13 mp que contiene Ia mutacidn buscada,

Clonar ¢l gen que contiene 1a Mutacion €n un organismo hospedador adecusds,

Expresar ia prolcina mutante.
como vectores fagos M13, ( 15)

Figura 8.4 \
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2.9 Unipap IX

ApLicaciones DE Las EnziMas EN LA
- INDUSTRIA ALIMENTARIA

2.9.1. INTRODUCCION

Los catalizadores biol6gicos (enzimas) son capaces de
generar cambios en los alimentos, estos cambios pueden ser
deseables o indeseables, y debe ser un prop6sito de los
profesionales relacionados con los alimentos, el control de
estos cambios en uno o en otro sentido.

Dentro de los cambios deseables, resaltan aquéllos que
se llevan a cabo gracias a la aplicacién de enzimas comer-
ciales en los distintos procesos de industrializaci6n de ali-
mentos, esto ademds, ofrece ventajas con respecto a la versa-
tilidad, precisién, eficiencia y economfa del mismo proceso. (1)

Desde hace varias décadas la industria agroalimentaria
ha utilizado a las enzimas para mejorar y transformar las
propiedades de algunas materias primas. Al principio algu-
nas aplicaciones —en las que se emplean bésicamente
enzimas de origen vegetal, animal o de fermentaciones con-
troladas— fueron extremadamente empfricas y dificiles de
reproducir. La aplicacién en escala industrial de la catélisis
enzimética es el resultado de la elucidaci6én de los principios
fundamentales de esta 4rea de la bioquimica y de la posi-
bilidad de producir enzimas a gran escala, principalmente a
partir de cultivos microbianos. En la actualidad hay una cre-
ciente tendencia a usar enzimas de origen microbiano en
lugar de la de origen vegetal o animal, tanto porque aqué-
llas son de mdés ficil obtencibn como porque poseen
propiedades mds adecuadas de termoestabilidad, resisten
mis las fluctuaciones de pH, etcétera. (27)
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En esta unidad se revisarén las principales aplicaciones
de las enzimas en la industria de los alimentos.

2.9.2. ConsIDERACIONES EconOMicAs

El ahorro conseguido al usar enzimas puede lograrse
mediante la sustituci6bn de una parte de un proceso o bien
mediante el reemplazo total del mismo. Por otro lado, al
volverse més eficientes los procesos, también se ahorra
dinero de varias maneras; operaciones como el mezclado, la
filtracién y la evaporacién pueden alcanzar rendimientos
mayores; esto €s, una mayor cantidad de material, puede ser
procesado con el mismo equipo, usando menos energfa. Los
rendimientos de algunas operaciones como la extraccién
pueden aumentarse considerablemente con el uso adecuado
de enzimas aiadidas. El conferir propiedades funcionales
deseables a una materia prima o a un producto, también
representa ventajas desde el punto de vista econémico. Las
ventajas econfmicas mencionadas anteriormente, se ubican
adecuadamente en cada una de las industrias en donde sean
aplicables estos conceptos. (1)

2.9.3. InpusTRIAS QUE UtiLizan ENzivas

En esta unidad se pretende que los alumnos conozcan las
diversas industrias de alimentos donde se involucran las en-
zimas exégenas, es decir, las que se afiaden con un propdsito
determinado dentro de los procesos de produccién. (1)

La intenci6n en esta unidad, y en este punto en par-
ticular, es que los alumnos de! P.T. preparen seminarios
donde se incluya: una pequeia introduccién, un listado de
enzimas, mencionando el punto de proceso donde inter-
vienen, asf como las acciones y cambios que se generan con
su aplicacién en cada una de las industrias que se men-
cionan en el programa teé6rico. Con el objeto de hacer més
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claro lo que se pretende, a continuacion se presentard un
ejemplo de cémo debe ser preparado el seminario. Para este
fin usaremos como modelo a la industria de jugos.

INDUSTRIA DE JuGos

La industria de jugos abarca la produccién de jugos,
néctares, purés y papillas a partir de frutas o vegetales. Por
la diversidad de productos finales y de materias primas, no
es diffcil imaginar las miltiples aplicaciones de enzimas
ex6genas, para conseguir las caracterfsticas finales buscadas.
El tipo de enzimas que mds se involucran en esta industria
son sin duda alguna las pectinasas, cuyas aplicaciones gene-
rales son las siguientes:

¢ Clarificacién de jugos de frutas

e Tratamiento enzimético de pulpa

e Maceraci6n de frutas y vegetales

o Licuefaccion de frutas y vegetales

e Aplicaciones especiales (agentes de turbidez)

Durante el procesamiento de los alimentos que contie-
nen pectinas pueden suceder muchos cambios causados por
varias enzimas naturales que actiian sobre estos polisacs-
ridos. Las enzimas pécticas se encuentra en diferentes
plantas y en frutas y ademis son sintetizadas por varios
microorganismos.
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La aplicacién de enzimas antes del prensado en el pro-
cesamiento de uvas, manzanas, peras, fresas, zarzamoras y
frambuesas, es hoy en dia, un proceso estdndar en casi todos
los paises del mundo. La despectinizacién de jugos después
del- prensado, se necesita siempre que se deseen jugos cla-
rificados. Si el objetivo es la produccién de concentrados de
jugos de frutas, la despectinizacién es necesaria para
prevenir la gelificacién de los mismos. (33)

Las preparaciones de enzimas pectoliticas también son
usadas en la industria de cftricos. En el proceso de lavado
de la pulpa, las enzimas se afiaden para reducir la viscosi-
dad de manera que se prevenga la gelificacién durante la
concentracién.

La aplicacién de enzimas en el procesamiento de di-
ferentes frutas es muy amplia; existen industrias que atn no
aprovechan las ventajas que su uso ofrece, sin embargo,
existen estudios donde se indican las ventajas de su uso en
productos tan abundantes en México como los platanos y el
mango. (32)

Se ha elegido un proceso representativo de produccién
de jugo, el cual utiliza una fruta como materia prima. Como
se ha mencionado, existen diversos procesos para las dife-
rentes variedades de frutas; por lo que es importante
mencionar que solo se tratardn los aspectos principales de la
elaboracién de jugo de manzana ya que nosotros conside-
ramos que este proceso ejemplifica de manera adecuada,
algunos de los puntos antes mencionados.
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Jugo pe Manzana

Dentro de la industria de jugos, el de manzana ocupa un
lugar importante por su alto volumen de producci6én y con-
sumo a nivel nacional. En su proceso de fabricacién se re-
quiere eliminar pectina y otros polisacaridos (clarificacién)
para que el aspecto final sea més atractivo, lo que lo hace
comercialmente més aceptable. Este proceso se ilustra en el
diagrama 9.1:

Lavado Inspeccion Molido
E ]
¥
Tangue E o
1530C | Ppronsado s c"""'f_“;:fr“s‘ ¢
30-60 min. i
i
¥
Racuperacidn de [— Filtracién Evaporacion
aromas
1
I
Enfrlamiento del
concentrado
Diagréama 9.1
€ = Enzima

(Tomado de Alvarez y Arrallo, 1991.)

Los paridmetros que afectan la clarificacién son el pH, la
temperatura, el tiempo de contacto y la concentracién de
enzimas. La variedad y 1a madurez de la fruta influyen en el
pH del jugo de manzana, un jugo con menor pH clarifica
més fécilmente que uno con un pH mis alto. Un defecto
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que puede aparecer en el jugo de manzana es el llamado
turbidez de almid6n que se desarrolla cuando el jugo es
preparado con manzanas inmaduras que contienen hasta el
15% de almid6n. El almid6n puede ser removido por ami-
lasas fungales (diastasa) anadidos al jugo con previo calenta-
miento a 77°C, para gelatinizar el almidoén enfriado a 52°C
antes de la adicién de la diastasa. (24)

En la fruta inmadura la pectina estd presente en forma
insoluble, algunas veces llamada protopectina que es respon-
sable de la dureza de la fruta. Debido a esta solubilidad par-
cial en esta ctapa, parte de la pectina pasa a formar parte
del jugo durante el prensado, lo cual conduce a un incre-
mento de la viscosidad y dificulta obtener rendimientos
6ptimos en la extraccién del jugo. Las dificultades antes
mencionadas, pueden superarse tratando la pulpa de fruta
con una preparacién de enzimas pectoliticas antes del pren-
sado. Una buena clarificaci6n y filtracién del jugo prensado
se consigue con una completa despectinizaci6én por medio
de una preparaci6én de pectinasas. (1)

EnziMAas QUE DespoBiLan EL ALMIDON

‘AMILOGLUCOSIDASAS

El jugo de manzana frecuentemente contiene cantidades
considerables de almid6n. El almidén debe ser removido si
la intencién es producir jugos clarificados. La amiloglu-
cosidasa degrada el almid6n hasta glucosa. (32)

CELULASAS

La adicién de esta enzima conduce a altos rendimientos
y a mejores colores en la extraccién. (32)
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ARABANASA

El polisacdrido arabano puede causar turbidez en los
jugos concentrados. Las preparaciones comerciales de pecti-
nasas contienen suficiente actividad de arabanasas para
prevenir esta turbidez. (32)

Dinstasas

Se han empleado para eliminar el almidén de los jugos
de frutas no maduras, con lo cual se elimina la turbidez in-
deseable. (38)

2.9.4. EnziMaS INDESEABLES EN ALIMENTOS

Las enzimas indeseables en alimentos en general son
aquellas que causan reacciones de oscurecimiento o pardea-
miento, este tipo de reaccién es muy comfn en frutas y
vegetales que han sufrido dafos fisicos y exponen su tejido
interno al aire y a la luz; el hecho de que estas reacciones
no se efectiien en las células intactas indica que existe un
microambiente anaerébico dentro del fruto que inhibe los
mecanismos de oscurecimiento; la fruta se oscurece debido
a reacciones enzimaticas que dan como producto final pig-
mentos oscuros llamados melaninas. Las enzimas que efec-
tdan esta reaccién pertenecen al grupo de las oxidoreduc-
tasas, y son conocidas con diferentes nombres: fenoloxidasa,
tirosinasa, catecolasa, fenolasa, polifenoloxidasa y polifenolasa
(EC.1.10.3.1). Los sustratos més comunes para las enzimas
son compuestos insaturados como los monofenoles y o-dife-
noles, al igual que los flavonoides y los taninos, en los que
el oxfgeno actia como aceptor de los hidr6genos prove-
nientes de estas reacciones. Las enzimas mencionadas ante-
riormente también pueden utilizar como sustrato la tirosina
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(que se encuentra en las papas), la dihidroxifenilalanina, el
4cido cloragénico (en manzanas y peras) el 4cido gélico y
varias hidroquinonas. Algunas fenolasas requieren iones
cobre como contactor, sea en forma monovalente, como en
el caso de las fenolasas de champiiiones, o divalente, como
en el de las papas. (4,9)

Las fenolasas son abundantes en frutas como la manzana,
el albaricoque, el plitano, la pera, la fresa y otras, pero no
se encuentran en frutos 4cidos como la lima, toronja, naran-
ja, melén, tomate, por lo que en estos dltimos no existe el
problema de reacciones de oscurecimiento enzimético.

Generalmente, estas enzimas presentan dos tipos distin-
tos de actividad enzimética, por los cuales se efectGan las
reacciones de oscurecimiento; dicha actividad se ha dividido
en: a) fenol hidroxilasa o cresolasa, que hidroxila normal-
mente los anillos aromdticos en posicién "para" y forma
hidroxiquinonas; b) Polifenol oxidasa o catecolasa, que efec-
tda una oxidaci6én y produce una o-quinona.

Dada la poca aceptabilidad de los frutos o vegetales
dafiados por las reacciones de oscurecimiento es sumamente
importante el tratar de inhibirlas o sea tratar que estas reac-
ciones no se den, que es lo que hablaremos a continuacié6n.

ContRrol. DEL OscuReCIMIENTO ENziMATICO

La tecnologfa de alimentos ha logrado implementar al-
gunos métodos para controlar y evitar la influencia de las
enzimas que originan el oscurecimiento; sin embargo, en al-
gunos casos como en los jugos de manzana, se desea un
cierto oscurecimiento para impartirle un color adecuado al
producto. Los métodos comerciales més comunes para el
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control de las reacciones de oscurecimiento enzimdtico in-
cluyen el tratamiento térmico, el uso de sulfitos y 4cidos y la
eliminacién de oxfgeno. La intensidad del tratamiento
térmico necesario para inactivar las enzimas depende del
pH, la presencia de sales y el grado de aereacién; es nece-
sario considerar, que el calentamiento de los frutos y sus
derivados puede traer consigo que estos adquieran una tex-
tura poco deseada o perder algunos de sus nutrimentos.

4.9

La adici6n de sulfito y sus derivados es una prictica
comiin en la industria alimentaria para controlar las reac-
ciones de oscurecimiento; los principales compuestos que
pertenecen a este grupo son el anhfdrido sulfuroso y el sul-
fito, el bisulfito, el metasulfito y el tiosulfato de sodio. Estos
compuestos, ademds de evitar la accién de las fenolasas,
previenen la pérdida de vitamina C.

Por otra parte, los diferentes dcidos comerciales (mélico,
fosférico, cftrico y ascérbico), al igual que los jugos de limén
y de otros cftricos, también se emplean para evitar la acci6n
danina de las fenolasas. Los 4cidos ascérbico y citrico
pueden inhibir a las enzimas debido a su capacidad reduc-
tora, por una interaccién directa con la enzima.

El método de la eliminacién de oxfgeno resulta ver-
daderamente diffcil y en muchos casos muy poco ventajoso,
aunque se pueden usar varios tipos de empaque que evitan
el contacto con el aire y el alimento. La eliminacién com-
pleta del oxfgeno no es muy recomendable ya que esto hace
que el tejido vegetal adquiera caracterfsticas anaer6bicas
presentdndose reacciones metabélicas que pueden danar al
fruto. (4,9)
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2.9.5. EnzimAs USADAS COMO PARAMETROS DE
ControL be CALIDAD

La actividad enzimdtica residual en algunos alimentos
procesados térmicamente se¢ ha utilizado como pardametro de
control de calidad durante su elaboracidn; el tratamiento de
pasteurizacién de la leche tiene como finalidad la des-
truccién de la rickeficia Coxiella burneffii, causante de la
fiebre Q; sin embargo, dado que este calentamiento también
inactiva a la fosfatasa alcalina, se mide la actividad enzim4-
tica residual después de la pasteurizacién para determinar
en forma indirecta la eficiencia del proceso. Por otra parte,
la peroxidasa de la leche sobrevive a la pasteurizacién, pero
se destruye con tratamientos térmicos mds intensos; su
ausencia en la leche es indicio del empleo de calentamien-
tos muy fuertes. De igual forma, la determinacién de la
peroxidasa se usa como fndice de destruccion de la lipoxige-
nasa, la clorifilasa y otras enzimas en el escaldado de frutas
y vegetales. (4,9)

Las enzimas més importantes que se utilizan como indi-
ces para el contral de calidad de los alimentos se ilustran en
el siguiente cuadro:

Foaf: v AdBiata

f Ical 0us pamuﬂuclé
Catalas

 lafechs’
Mastitls en vacn g ’

Peroxidasa Intarisos yatamiant i delaleche

Peroxidasa y catalaza T(h\aimlanlos téri'nl_ )3 do frutos y v-netales enlatados

invertasa Pastaurlzaclbn ‘de la comu .

F Idasa y catalasa [ ici6n de hongos en !rutassecas
Deshidrog Cantaminaclén mictoblana en fechies 8
Amilasa Pastaurlznclﬁn de hievos
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2.9.6. Técnicas INDIRECTAS PARA DETERMINAR LA
AcTtivipap ENzIMATICA EN DIvERSOS PRoDUCTOS
ALIMENTICIOS

Cuando hablamos de técnicas indirectas, nos referimos a
aquellas técnicas que miden parimetros distintos a la propia
actividad enzimética, por ejemplo, evaluacién de turbidez,
color, indice de refraccién, etcétera, y que de esta manera,
se pueda conocer la presencia o bien los efectos de dicha
enzima. La finalidad del uso de técnicas indirectas es ofre-
cer métodos de andlisis sencillos que no requieran de una
infraestructura costosa y sofisticada, que puedan ser llevadas
a cabo por la mayorfa de los laboratorios de control de las
diferentes industrias, obteniendo asf, los beneficios que de
estas técnicas indirectas se derivan, (1)

En la informacién que se presenta a continuacién se men-
cionar4 la aplicacién, el principio, las ventajas y desventajas,
y el equipo necesario para llevar a cabo la aplicacién de una
técnica indirecta para determinar actividad enzimética.

MoniToreo DE PROTEASAS

La hidrélisis de un enlace peptfdico en una protefna
ofrece potencialmente varias maneras de monitorear el al-
cance de la reaccién. Por cada enlace peptidico hidrolizado
se genera un 4cido carboxilico y un grupo amino, el nimero
de moléculas se incrementa. Las pruebas que pueden
emplearse para los monitoreos del efecto de las proteasas
en los alimentos evaliia a los compuestos generados por la
hidrélisis dentro de estos podemos mencionar a los siguientes:
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Propiedades Reoldgicas de la Masa

Aplicacién. Las propiedades reol6gicas de la masa, deter-
minadas con instrumentos disefiados para valorar ciertos
atributos fisicos, constituyen fndices valiosos del efecto de
las enzimas sobre la masa para elaborar pan y galletas.

Principio. Los equipos utilizados para medir los cambios
experimentados por las masas después de la aplicacién de
enzimas son los siguientes:

+ Amasadoras con Registrador

Registran los cambios experimentados por las propie-
dades reol6gicas sobre la masa (tiempo pico, estabilidad,
evolucién del gluten, absorcién de agua, etc.)

+ Extensdgrafo o Alveégrafo

Registra la extensibilidad de la masa bajo una fraccién
uniforme. (1)

Andlisis de Nitrégeno Libre (Grupo Amino)

Aplicacién. Este método es usado principalmente para
determinar el grado absoluto de hidrélisis. Estos proce-
dimientos son complejos y tardados. Por su precisién estos
métodos se usan como estdndar para calibrar procedimien-
tos mds rédpidos para realizar en la linea de produccién.

214



DESARROLLO DE LOS FUNDAMENTOS BAsIcos DEL CURSO TESRICO

Principio. La hidrélisis de un enlace peptidico genera una
amina y un 4cido carboxflico. El grupo amino se considera
libre y puede reaccionar con compuestos qufmicos para
generar compuestos coloridos. Esto puede ser medido en un
espectrofotometro.

Ventajas y Desventajas. La ventaja de estos métodos es
que proporciona valores absolutos. Son los métodos in-
dicados para determinar el grado absoluto de hidrélisis. Las
desventajas son la complicada preparacién de las muestras,
asf como el tiempo requerido para ello; requiriéndose mano
de obra calificada.

Egquipo. El método del TNBS (4cido trinitrobencen sulf6-
nico) requiere un bafio de temperatura constante (60°C), un
espectrofotémetro y un potenciémetro.

Andlisis por Viscosimetria (47,48)

Aplicacién. Este método puede ser usado siempre que se
observe un cambio de viscosidad durante la hidrélisis. Los
cambios de viscosidad son més draméticos en las primeras
etapas de Ia hidrélisis, lo que hace que este método sea més
atil para el monitoreo de bajos grados de hidrélisis. Puede
ser usado para hacer mediciones en lfneas de proceso.

Principio. La viscosidad o la resistencia al flujo de un
material tiene la ventaja de poderse relacionar con la hidr6-
lisis de una suspensién proteica. Una disminucién de la
viscosidad, dentro de ciertos Ifmites, puede correlacionarse
con una disminucién en el peso molecular. Este fenémeno
ha sido utilizado como una forma de describir varias en-
zimas hidrolfticas.
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Ventajas y Desventajas. Monitorear una prote6lisis me-
diante una reduccién de viscosidad puede ser un método
rdpido; es un método de fécil adaptacién para pruebas en
Ifnea de proceso. Un problema es que los cambios mds
draméticos y mds facilmente medibles en la disminucién de
la viscosidad se observan en las primeras etapas de hidré-
lisis, mientras que los cambios en viscosidad tienden a ser
menores en las Gltimas etapas de hidr6lisis donde los cam-
bios son més diffciles de medir.

Equipo. Existen diferentes equipos regidos bajo diferen-
tes principios para medir la viscosidad, estos principios
incluyen, la rotacién, la flotacién y flujo capilar.

Andlisis por Osmometria (14,18)

Aplicacién. Esta técnica es ideal para monitorear pro-
cesos proteolfticos. Es rdpida y se recomienda para procesos
que duren 1-2 horas.

Principio. El niimero de moléculas en una solucién deter-
mina la presién osmética, el punto de congelacién y la pre-
sién de vapor de la muestra. Conforme cambian las molé-
culas en una solucién debido a la accién enzimética, estas
propiedades también cambian. Los osmémetros estdn cali-
brados para leer presién osmética.

Ventajas y Desventajas. Una medida puede llevarse a cabo
en menos de cinco minutos. Su tinica desventaja es el decre-
mento de la presién osmética, el punto de congelacién y la
presién de vapor, este ultimo aspecto pueden no ser sig-
nificativo en algunas sustancias; puede ser necesario corre-
lacionar este método con el TNBS. Este método no es efec-
tivo en presencia de grandes cantidades de sal.
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Equipo. Existen dos tipos de osmémetros, los que miden
el punto de congelacién y los que miden el punto de va-
porizaci6n. (1)

Andlisis de Cambios de pH (2)

Aplicacién. Esta técnica se adapta mejor a procesos de
hidrélisis proteica que se lleven a pH’s mayores de 6.5 con
resultados 6ptimos entre pH 7.5-9.0. Debe ser considerado
cuando se requiera una hidrélisis muy precisa.

Principio. Conforme una proteasa rompe enlaces pep-
tfdicos, se producen grupos que pueden ser titulados. En
pH'’s neutros o débilmente alcalinos, esto tiende a desplazar
el pH hacia el lado 4cido. El pH de la reacci6n puede man-
tenerse adicionando hidréxido de sodio. La cantidad de
dicha base (NaOH), adicionada para mantener un pH cons-
tante puede relacionarse con la actividad proteica; con la
relaci6n signiente:

GH=[ BXN/M] (1) [1/h ] x 100%

Donde:

GH: grado de hidrélisis. Porcentaje de enlaces peptfdicos
desprendidos por la proteasa

B: volumen de la base afiadida (il)
N: normalidad de la base (mea/ml)
M: masa de protefna en reaccién {(gramos)

1/ y 1/h: constantes disponibles en la bibliografia
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Ventajas y Desventajas. Esta técnica de seguimiento de
pH constante, es un método simple y preciso para
monitorear la actividad proteica. Es independiente de la
variaci6bn de sus-trato de la dosis de enzima y de la
temperatura de reaccién.

La dnica desventaja de este método es la adicién de
minerales al producto. Para productos que no deban tener
un alto contenido de cenizas se puede usar la técnica de
cafda de pH. Conforme actfa la proteasa en la protefna el
pH decrece. El pH de la reaccién se estabiliza en algtn
valor del rango 4cido (pH de 5 para protefna de soya). Con-
forme el pH se aleja del pH 6ptimo de la enzima la acti-
vidad enzimética también decrece.

Equipo. El equipo requerido para esta técnica es un
potenciémetro y un mezclador. (1)

Al igual que se han descrito algunas técnicas indirectas
para monitorear profeasas, existen otras técnicas indirectas
para poder monitorear otras enzimas como: carbohidrasas,
lipasas, etcétera, de las cuales ya no se hablard aquf
recomendando al estudiante recurrir a la referencia 2 si estd
inte- resado en saber qué otras técnicas indirectas existen
para monitorear enzimas.
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2.10 Unipap X

oecTivas Fururas'

INTRODUCCION

Los tdltimos veinticinco afios, aproximadamente, han su-
puesto una notable expansi6n en la industria enzimética. Sin
embargo, no todo se ha desarrollado sin incidentes desafor-
tunados, recuerdese el desastre de los iltimos afios de la
década de los setenta cuando fueron consideradas perjudi-
ciales las enzimas contenidas en polvos de lavar, resultando
de ello un retroceso en el mercado. La prediccién del
crecimiento del mercado enzimético para los préximos vein-
ticinco afos y la identificacién de futuras aplicaciones
presentan dificultades y quizds no sea apropiado tratar
dichas cuestiones en el contexto de este manual. Por esta
razén, en esta unidad pretendemos subrayar algunos de los
que consideramos los principales retos para el enzimologista
en los pr6ximos afios, cada uno de los cuales, una vez
resueltos, significarfan progresos en el apuntalamiento cien-
tifico.

En esta unidad hemos escogido discutir dos 4reas de
investigacién: prediccién del plegamento/estructura de las
enzimas y utilizacién de enzimas en solventes orgénicos.
Cada una puede ser identificada como un problema funda-
mental dentro del cual los avances en nuestro conocimiento
bisico fomentara el desarrollo de nuevas operaciones. Esta
seleccién de dos puntos intenta ilustrar el futuro potencial
de la ingenierfa enzimética y no es, de ningiin modo, ex-
clusiva de otras posibilidades.
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2.10.1. PReDICCION DEL PLEGAMIENTO/ESTRUCTURA
DE LA EnzIMA

Experimentos llevados a cabo hace més de 25 afios deja-
ron establecido que en la secuencia primaria de la cadena
de polipéptido estaba contenida toda la informacién nece-
saria para el correcto plegamiento de una protefna. Sin
embargo, aunque se disponga de la secuencia de aminod-
cidos de una nueva cadena polipeptidica, los bioqufmicos no
son capaces aun de predecir exactamente la pauta de
plegamientos que seguird. Es por esto, que es cada vez més
importante ser capaz de determinar la estructura tridimen-
sional de una enzima en particular si se utiliza la técnica de
mutagénesis dirigida para modificar propiedades. Clara-
mente, se necesita conocer la posicién y el tipo de cambio
en la estructura de aminodcido que deberfa hacerse para ob-
tener unos resultados efectivos. En otras palabras, tiene que
existir un mecanismo racional si los cambios son hechos de
otra manera que no sea aleatoria.

Para ser capaz de determinar la estructura tridimensional
de una enzima es necesario conocer la secuencia primaria.
Los métodos para conocer la estructura primaria polipepti-
dica han avanzado enormemente. (20) Las protefnas pueden
ser secuenciadas directamente utilizando variaciones en el
procedimiento de degradacién de Edman (figura 10.1), en la
préctica, con equipo y reactivos de buena calidad, es posible
secuenciar de treinta a sesenta residuos de amino4cidos en
un {nico proceso antes que las pérdidas y las reacciones
laterales lleguen a ser prohibitivas. Se dispone de métodos
manuales y autométicos. Pero hoy en dfa, a menudo es
preferible determinar la secuencia primaria de una protefna
indirectamente, por secuenciacién del gen (39).
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Pigura 10.1 Secuenciacién de polipéptidos utilizando el reactivo de Edman. (15)
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El aislamiento y la clonacién de la porcién apropiada de
ADN seguido de la secuenciacién, utilizando el sistema del
fago M13, con el método de Sanger de terminacién de la
cadena con dideoxinucle6tidos es frecuentemente mds répi-
do y mds exacto que trabajar directamente sobre la protefna.

La prediccién exacta de la estructura tridimensional de
una enzima, a partir inicamente de la secuencia de amino-
4cidos no es aun posible a pesar del desarrollo de algorit-
mos y del advenimiento de las supercomputadoras. (42)

Los métodos actuales para determinar la estructura y
dimensién de las protefnas, se limita al andlisis de difraccién
de rayos X. Convencionalmente, los cristales son bombar-
deados con rayos X y se anélizan los protones de difraccién.
La limitacién de esta difraccién convencional de rayos X es
que, si bien las posiciones de los 4tomos mayores pueden
ser determinadas con precisién, 1a localizacién precisa de los
protones es menos clara. M4s recientemente, se han utili-
zado fuentes de rayos Z de sincrotrén, los cuales han permi-
tido que se puedan obtener los datos con miés rapidez. (15)

Un problema con la difraccién de rayos X es que la
protefna debe estar cristalizada y esto realmente suscita la
cuestién de la cual pudiera ser su estructura en soluci6n.
Una técnica que ha mostrado una gran potencia es la
resonancia magnética nuclear bidimensional de prot6n. Con
el advenimiento de imanes superconductores que producen
campos magnéticos de alta consideracién, en conjuncién con
la espectroscopia nuclear bidimensional Overhauser, es ya
posible hacer asignaciones individuales para la mayorfa de
las Ifneas de resonancia de aspecto 1H-NMR de una protefna.
Ademis, de la informaci6n semicuantitativa sobre distancia
protén-protén puede ser obtenida al nivel de 2a 5 A.
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La elucidacién de la estructura proteica tridimensional es
todavia uno de los aspectos que mds tiempo consume en la
tecnologfa enzimética y cualquier avance en esta 4rea
producird probablemente un gran impacto. (15,46)

2.10.2 UniLizacioN De ENZIMAS EN SOLVENTES
ORraAnicos

Muchos procesos convencionales en la industria estdn
basados en sistemas que utilizan disolventes orgdnicos y
compuestos hidrofébicos. No obstante, en el pasado se con-
sider6 que las enzimas no toleraban soluciones no acuosas y
que por consiguiente resultarfan inadecuadas como
catalizadores en dichas circunstancias. Estas ideas estaban
basadas en antiguas observaciones; disolventes orgénicos
miscibles tales como la acetona por ejemplo, habfan sido
utilizados para la precipitacién selectiva de protefnas du-
rante los procedimientos de purificacién, Ademéss, en
aquellos casos donde se encontr6 que las enzimas podfan
funcionar en un sistema no acuoso, los pardmetros cinéticos
resultaban, a menudo, adversamente afectados. Una obser-
vaci6én tfpica es la realizada en la hidrélisis del benzoil
arginina etil éster catalizada por tripsina en mezclas
dioxano-agua. En este caso, el valor de Km aumenta de 1,000
a 5,000 veces en diaxano al 80% (N/v) comparado con am-
biante totalmente acuoso. Este cambio en la Km fue atribuido
a un incremento en la repulsién de largo alcance entre la
tripsina cargada positivamente y las moléculas de sustrato, la
cual aumenta, al disminuir la constante dieléctrica.

Cierto ndmero de transformaciones catalizadas por en-
zimas han sido estudiadas en disolventes orgénicos particu-
larmente aquellas reacciones que incluyen sustrato(s) y/o
producto(s) que son particularmente insolubles en agua
(25). Es importante diferenciar el funcionamiento enzim4-
tico en disolventes miscibles y no miscibles con agua. Los
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experimentos establecieron rdpidamente que una vez que la
concentracién de un disolvente orgénico miscible con agua
excediera alrededor del 509 (N/V), todas las enzimas excep-
to las mds resistentes, quedaban inactivadas. Desafortu-
nadamente, esta concentracién es a menudo insuficiente
para solubilizar efectivamente a un sustrato o producto no
soluble en agua. Esta observaci6én condujo a la falsa premisa
de que un disolvente inmisible con agua serfa incluso mds
activo desnaturalizando enzimas. Sin embargo, no se ha
probado que esto sea asf, por lo que el uso de los disolven-
tes inmiscible con agua ofrece muchas més posibilidades de
lo inicialmente estimado. Estos sistemas inmiscibles en agua
serdn considerados aqui con un mayor detalle.

La proporcién de agua presente en el sistema global en
un conjunto es una consideracién importante. Si el con-
tenido de agua es lo suficientemente alto, entonces se forma
una microemulsién de agua en aceite con la enzima con-
tenida en la fase acuosa. Sin embargo, si el contenido de
agua es reducido, entonces, en presencia de un sulfactante
apropiado, se forman micelas inversas (figura 10.2). En la
préctica, es diffcil decidir entre lo que es una micela inversa
y lo que es una emulsién de agua en aceite; utilizandose a
menudo cuando el contenido de agua es incluso més bajo,
entonces la enzima forma particulas insolubles en un disol-
vente orgénico y el resultado es un sistema de catélisis hete-
rogénea.
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Fase orgdnica

Enzimaen la

fase acuosa Monocapa de moléculas

de surfactante

B

Sustrato Producto

(concentracion alta en la fase orgini- (concentracion alta en la fase organi-
ca concentracién baja en la fase ca concentracion baja en la fase
acuosa) acuosa)

Figura 10.2 catglisis mediada por enzimas en micelas inversas - (15)
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Cada una de las tres variaciones antes mencionadas han
sido utilizadas y cada una de ellas tiene sus ventajas en cada
caso en particular. Por ejemplo, la conversién de colesterol
a colesterona ha sido estudiada en micelas inversas y en sis-
temas pobres en agua. La velocidad de la reaccién y la
estabilidad operacional de la enzima en micelas inversas
fueron mis altas que en medio acuoso. Sin embargo, se ob-
tuvieron mejores resultados cuando células enteras de
Nocardia (que tienen colesterol oxidasa) fueron utilizadas
en disolventes orgénicos secos.

Aunque, la mayor parte de los avances se han hecho
utilizando enzimas en disolventes inmiscibles con el agua,
hay ejemplos de aplicaciones Gtiles en sistemas miscibles.
Por ejemplo, se utilizan disolventes miscibles en la reso-
lucién 6ptica de 4cidos orgdnicos y en la sfntesis de péptidos
utilizando proteinasas.

La posibilidad de utilizar enzimas en disolventes orgé-
nicos claramente es una 4rea lista para desarrollar. La
capacidad de modificar moléculas hidrof6bicas de utilidad
en la industria qufmica y la introduccién de nuevas reac-
ciones conduciri a toda una serie de nuevas aplicaciones de
las enzimas. (8,15).
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AuToEVALUACION

A continuacién se presenta una serie de preguntas
y ejercicios que el alumno debe ser capaz de resol-
ver sin dificultad alguna, después del estudio y
discusién de cada unidad del curso tedrico, de lo
contrario debe reforzar sus conocimientos en
aquellas dreas que no domine.

Unipab |

1. Mencionar brevemente cuales fueron los origenes his-
téricos de la tecnologfa enzimética.

2. iCudles son las principales ventajas del uso de Bio-
catalizadores o catalizadores biolégicos, en deter-
minados procesos de produccién?

3. Mencione cuales son las cuatro fuentes de donde es
posible obtener a los biocatalizadores.

4. Explicar breve de las ventajas y desventajas que
ofrecen cada una de la fuentes de obtencién de los
biocatalizadores.

5. Tlustrar las 4reas dénde los biocatalizadores presentan
riesgos potenciales de efectos nocivos.

6. Esbozar cuéles fueron los 5 grupos en los que clasi-

ficaron a las enzimas, bas4ndose en la conveniencia
para utilizarlas en la industria alimentaria.
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7. Citar un panorama general del desarrollo de la in-

dustria enzimdtica a través de los afios.

Mencione ejemplos que ilustren la importancia de la
tecnologfa enzimédtica en aspectos relevantes de la
ciencia.

Unipap 1

1.

Explique por qué hoy en dfa es incorrecto decir que
todas las enzimas son de naturaleza proteica estricta-
mente.

2. Mencione cudles son las caracterfsticas mas relevantes

de las enzimas de naturaleza proteica.

3. Estime por qué la "ESPECIFICIDAD" es uno de los atri-

butos més sobresalientes de las enzimas, mencionando
las ventajas de este atributo.

4. Enliste las seis clases que la "UIB" recomienda para la

nomenclatura de enzimas.

5. Cite ejemplos de nomenclatura enzimética para cada

Juno de los seis grupos anteriores, incluyendo la confi-
guracién o estructura de las enzimas, de sus ejemplos.

6. Muestre la deduccién completa de la ecuacién de

Michaelis-Menten.

7. Mencione cuéles son los principales pardmetros que

afectan la cinética enzima4tica, y describa brevemente
de que forma lo hacen.

229



AUTOEVALUACION

8. Infiera sobre cuéles son las principales formas de es-
tablecer la actividad que posee una enzima, y en que
casos se utiliza cada una de esas formas.

9. Enuncie cuéles son los tipos de inhibicién que puede
sufrir una enzima?

10. Explique las diferencias que existen entre cada uno de
los tipos de inhibici6n enzimética.

11, Mencione los factores principales que intervienen en la
sfntesis de enzimas.

12. Tlustre en cuantas etapas se lleva a cabo la sfntesis en-
zim4tica, explicando brevemente que ocurre en cada
una de ellas, sefdalando los requerimientos principales
por etapa.

13. Explique que es el c6digo Genético y cudles son sus
principales caracterfsticas.

14. Esquematice cémo se lleva a cabo el control de la

Sintesis de enzimas, ayud4ndose para ello del ejemplo
del oper6n de lactosa.

Unipao ill

1. Explique en d6nde pueden tener origen las enzimas.

2. Cite 2 ejemplos de enzimas obtenidas de cada uno de
los posibles orfgenes.

3. Explique las diferencias entre enzimas intracelulares y

extracelulares, especificando cudl de los dos tipos
ofrece maés ventajas.
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4. Explique cémo se lleva a cabo el control de la pro-
duccién microbiana de enzimas.

5. Mencione el principio en el cuél se basan las técnicas
de manipulacién genética.

6. Tlustre qué es una enzima de restriccién,

7. Comente brevemente como ayudan las Técnicas de
Ingenierfa genética a la produccién de enzimas,

Unipap IV

1. Mencione cuiles son las técnicas principales utilizadas
para la extraccién de enzimas.

2. Cite cudles son los métodos mds utilizados para la
purificacién de enzimas, mencionando sus principios
de funcionamiento.

3. Explique brevemente como se lleva a cabo la puri-
ficacién a gran escala y mencione cuéles son los prin-
cipales problemas que se presentan en este tipo de
purificacién.

4. Ejemplifique brevemente las especificaciones minimas
que debe tener una enzima para poder ser usada a
nivel industrial.
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Unipap V

. Cite los tres puntos principales que deben ser tomados

en cuenta al estudiar la aplicabilidad comercial de un
biocatalizador?

. Explicar brevemente c6mo se lleva a cabo la deter-

minacién de la velocidad y la extensién de la reaccién
de un biocatalizador, ayudandose si es necesario, de
deducciones matemaéticas.

Basdndose en su principio de funcionamiento, diga
como se clasifican los reactores enziméticos.

Ilustre cudles son los principales tipos de reactores
existentes, ubicdndolos en alguno de los tipos sefiala-
dos en la pregunta anterior.

. Establezca las diferencias principales que hay entre un

reactor de retromezclado y uno de flujo tap6n.

. Valiie en qué casos es méis conveniente el uso del reac-

tor de flujo tapén en vez de retromezclado y explique
ipor qué?

. Describa la reaccién de "Haldane" explicando el signi-

ficado ffsico de cada una de las literales que en e¢lla
aparescan.

Ilustre brevemente cudl es el comportamiento de los
reactores enziméaticos.
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Unipap VI

1. Tlustre cuél es el efecto que sufren las enzimas en su
"ESTABILIDAD" al ser inmovilizadas?

2. Estime en funcién de qué pardmetros puede variar la
estabilidad de una enzima,

3. Explique qué es lo que se persigue en la estabilidad de
almacenaje y qué se busca con la estabilidad ope-
racional.

4. Mencione cudles son las categorfas en las que se puede
dividir el problema de la bisqueda de la estabilidad
operacional.

5. Explique en pocas palabras en que se basa cada una de
las categorfas de la pregunta anterior.

6. Enumere los principales métodos de inmovilizacién
enzimética, especificando el principio de funciona-
miento de cada uno de ellos.

7. Tustre brevemente los efectos de la inmovilizacién
sobre la actividad catalftica de una enzima.

8. Compile los principales niimeros adimencionales qiti-
les para explicar el efecto de la inmovilizacién sobre la
actividad de una enzima, explicando el significado
fisico de cada una de las variables que ahf aparezcan.

233



AUTOEVALUACION

Unipap VII

1. Especiffque las ventajas que ofrece el uso de enzimas
inmovilizadas en el andlisis, al ser utilizadas como sen-
sores.

2. Explique el principio de funcionamiento de los Reac-
tores Analfticos.

3. Tlustre en qué se basa el funcionamiento de un sensor
que tiene a una enzima ligada a un transductor.

4. Cite qué es y c6mo funciona un TERMISTOR énzimético.

5. Determine cémo se llevan a cabo las interacciones
directas de ENZIMA-ELECTRODO?

6. Mencione la actividad y el uso de algunos otros dispo-
sitivos sensores que usted conozca.
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Unipap VI

1.

Ilustre qué se pretende al hacer una selecci6n
apropiada de la fuente de obtenci6n de una enzima?

2. Determine el principio de funcionamiento, la utilidad y

el mecanismo en el que se basan las siguientes técnicas
de modificacién de enzimas:

a) Sustitucién de iones metélicos unidos

b) Modificacién covalente de enzimas

¢) Modificaci6n enzimadtica de enzimas

d) Complejos enzima-coenzima

e) Mutagénesis no especffica

f) Mutagénesis de sitio especifico.

Cite ejemplos de enzimas que hayan sido modificadas

con éxito por alguna de las técnicas mencionadas en la
pregunta anterior.

Unibap IX

1.

3

Explique por qué es importante la aplicacién de en-
zimas en la industria alimentaria.

Econémicamente écudles son las ventajas que se ob-
tienen al usar enzimas en los procesos de produccién
de alimentos?

Mencione todas las industrias de alimentos que poten-
cialmente podrfan utilizar enzimas en sus procesos de
produccién, aclarando para qué las utilizarfan y que
tipo especifico de enzima serfa adecuado a su proceso.
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4. Mencione las principales enzimas indeseables en
alimentos diciendo por qué razén son indeseables y
cudl es el procedimiento mds comiin para controlarlas.

5. Sintetice cudles son las enzimas que mdés se utilizan
como pardmetros de control de calidad?

6. Evalie c6mo funcionan algunas enzimas que se utilizan
para pruebas de control de calidad.

7. Cuando se habla de técnicas indirectas para determinar
actividad enzimética, exactamente {a qué nos estamos
refiriendo?

8. Explique la finalidad o el objetivo que se persigue al
utilizar las técnicas indirectas?

9. llustre las ventajas y desventajas (si es que las hay) de
usar las técnicas indirectas?

10. Mencione la aplicaci6n, el principio, las ventajas, des-
ventajas y el equipo necesario para la aplicacién de por
lo menos dos técnicas indirectas en la determinacién de
actividad enzimatica.

Unimwabp X

1. Valore cudles son en general las perspectivas futuras
que tiene hoy en dfa la tecnologfa enzimética?

2. Explique la utilidad potencial que tiene el hecho de

poder predecir el plegamiento/estructura de una en-
zima,
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3. llustre en qué se basa la utilizacién de enzimas en sol-
ventes orgénicos y qué utilidad real podrfa tener en la
industria alimentaria,
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RecomenpacioNes RENERALES

Es de vital importancia hacer saber al alumno de este
paquete que el presente manual puede ser un valioso
apoyo para su aprendizaje en la asignatura pero no lo es
todo, debido a ésto se recomienda a los estudiantes que
una vez revisado y discutido algin tema en particular del
curso dicho tema sea complementado y profundizado
recurriendo a otras fuentes de informacién logrando con
esto una mejor formacién académica.

Es importante aclarar que éste manual se enfoca con
mayor interés y dedicacién a la parte teérica del curso,
haciendo s6lo un esbozo muy general de lo que es la
parte prictica o experimental, por lo cual se recomienda
al alumno profundizar mucho més en ésta parte, acudien-
do a informacién més profunda y completa sobre este
aspecto.

Se recomienda al alumno revisar y analizar éste docu-
mento antes de iniciar formalmente el curso de P.T. de
enzimas de uso alimentario, con la finalidad de que logre
saber perfectamente que es éste paquete las partes que
lo constituyen, la forma en que se trabaja, los temas que
se discuten y la forma en que se evalda, todo esto con la
finalidad de que el alumno pueda hacer una adecuada
planificacién y organizacién de su trabajo a lo largo del
semestre, llevando todo esto a la obtencién de mejores
resultados, tanto académicos como personales.

238
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Se recomienda a los estudiantes de éste paquete terminal
contestar correctamente las preguntas y ejercicios de la
autoevaluacién antes de presentar el examen de cada
unidad con el objetivo de que puedan darse cuenta de
los aspectos en los cuales sus conocimientos no estan
s6lidamente cimentados, debiendo repasar o estudiar
m4s sobre cllos, con lo cual lograran obtener mejores
calificaciones en cada evaluaci6én parcial y por consi-
guiente en el curso en general.



CoONCLUSIONES

Se considera que el presente trabajo ha logrado cumplir
el objetivo general para el cual fué planeado, ya que en
este documento ha sido posible englobar los aspectos
fundamentales del P.T. de enzimas, y creemos que puede
ser un material de gran apoyo, tanto para los estudiantes
de la asignatura como para los profesores de la misma.

Se piensa que al elaborar éste trabajo se ha creado una
excelente guia de estudios para la parte teérica del paque-
te, ya que de éste manual los alumnos pueden obtener
las bases fundamentales para lograr un mejor aprovecha-
miento académico del curso teérico.

Se cree que el hecho de presentar al alumno una
complilacién de preguntas y ejercicios de los aspectos
principales de cada unidad a manera de autoevaluacién
serd de gran utilidad y valfa para ellos, ya que podrin
jusgar previo a una evaluacién formal cual es su grado de
conocimientos y dominio de los temas, pudiendo hacer
una recapacitacién personal.

Se considera que el presente trabajo puede resultar una
buena ayuda para aquelios estudiantes de la carrera de
Ingenierfa en Alimentos que no tengan clara la desici6én
por algiin paquete terminal de los que se ofrecen en la
FESC ya que por medio del conocimiento y anélisis de
este documento, pueden saber claramente que es y como

240



CONCLUSIONES

funciona el P.T. de enzimas y decidir si éste paquete ter-
minal es el mis adecuado para sus inquietudes y aspira-
ciones profesionales.

Se piensa que éste documento puede llegar a tener apli-
caci6n tanto para otras asignaturas de la carrera de Inge-
nierfa en Alimentos (Bioquimica, Microbiologfa, Quimica
de Aimentos, Tecnologfa de Alimentos IV) como para
otras carreras que se imparten en la FESC (1.Q., Q.F.B))
ya que los temas que se discuten en éste manual no son
de aplicaci6én exclusiva para el paquete terminal de en-
zimas, habiendo 4reas y conceptos comunes con las otras
carreras profesionales.
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