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Resumen 

La achicoria (Chicorium intybus) es una planta herbácea perenne, de la familia de las 

Asteráceas. Puede alcanzar un metro de altura y tiene una raíz profunda cónica, gruesa y 

pivotante. Sus raíces son una fuente de inulina, en donde se encuentra en una 

concentración de 15-18% aproximadamente. Estas raíces son la principal fuente de materia 

prima para la producción de inulina a nivel mundial. 

La inulina está constituida por moléculas de fructosa unidas por enlaces β-(2→1) fructosil- 

fructosa. Las cadenas de fructosa terminan en una unidad de glucosa unida por un enlace 

α-(1,2) (residuo –D-glucopiranosil), pero el monómero terminal de la cadena también 

puede corresponder a un residuo β-D-fructopiranosil. 

Los derivados de inulina con mayor potencial a nivel industrial además de ésta son; la 

fructosa, para la producción de jarabes de alta fructosa, ya que el proceso tradicional a 

partir de almidón involucra, altas temperaturas y al menos dos pasos enzimáticos para su 

producción obteniéndose rendimientos menores al 50%. Mientras que el proceso a partir 

de inulina sólo involucra un paso enzimático, temperaturas moderadas y se obtienen 

rendimientos superiores al 90%. Otro derivado de la inulina son los fructooligosacáridos 

(FOS), estos se caracterizan por poseer un enlace β-(2-1), un grado de polimerización de 2 

a 10 unidades y presentan una estructura predominantemente lineal. Los 

fructooligosacáridos se consideran como prebióticos debido a que son hidrolizados por las 

bacterias presentes en la parte inferior del tracto intestinal y aportan un contenido calórico 

reducido (1,5 Kcal/g). 

La mezcla de inulinasas 960 de NOVOZYME proveniente de Aspergillus Niger son enzimas 

que pertenecen a la familia de las fructosil hidrolasas, encargada de hidrolizar los enlaces 

β-(2-1) fructosil-fructosa en la inulina generando fructosa y glucosa como productos, estas 

enzimas pueden tener una funcionalidad de exo o endo hidrolasas. 

El objetivo del presente proyecto es inmovilizar mediante atrapamiento en sol-gel a la 

inulinasa de NOVO 960, para llevar a cabo la hidrólisis de inulina de chicoria, y determinar 

las mejores condiciones a las cuales se debe llevar a cabo la hidrólisis. 

La inmovilización se llevó a cabo utilizando el proceso del sol gel el cual implica una solución 

coloidal (sol) que actúa como precursor de una red de polímeros reticulados. 

Este sol es un alcóxido formado a partir de tetrametilortosilicato. En esta técnica la 
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inulinasa de NOVO 960 es colocada en el precursor para posteriormente iniciar la 

polimerización y atrapar a la enzima en la red polimérica, obteniendo un material sólido el 

cual es adecuado para llevar a cabo la hidrólisis de la inulina de chicoria y permitiendo su 

reutilización. 

 

 

Antecedentes 

1. Fructanos 
Los fructanos son carbohidratos no reductores formados por unidades fructosil-fructosa 

generalmente con una unidad terminal de glucosa (Wang, et. al., 1999). Se clasifican en cinco 

grupos: inulinas, levanas, graminanos, neoseries de inulina y neoseries de levana. Las 

inulinas consisten en cadenas lineales de unidades de fructosa unidas por un enlace β-(2- 

1); las levanas consisten en unidades de fructosa unidas por enlaces β-(2-6); los graminanos 

son polisacáridos generalmente ramificados con enlaces β-(2-1) y β-(2-6) con un residuo 

inicial de glucosa; las neoseries de inulina presentan una estructura lineal con enlaces β-2- 

1 y además contienen un residuo de glucosa intermedio con enlaces en el carbono 1 y 6 y 

las neoseries de levana son estructuras lineales con enlaces β-(2-1) y β-(2-6) donde en cada 

extremo de una molécula de sacarosa central hay un residuo fructofuranosil (Figura 1). 

(López, et. al. 2007: Ritsema y Smeekens, 2003; Waleckx, et. al, 2008) 

 
 

Además de la clasificación descrita anteriormente, existe un sexto grupo de fructanos 

denominado Agavinas, las cuales en realidad son una mezcla de graminanos y neofructanos. 

Este tipo de fructanos se encuentran predominantemente en plantas del género Agave, el 

cual se localiza principalmente en México, país que es considerado el centro de origen y 

diversidad biológica del Agave debido a la diversidad taxonómica de esta especie, ya que se 

han localizado en el país 272 de las 310 especies reportadas en este país (Sosa-Herrera, et 

al., 2016). Mancilla-Margalli y López (2006) proponen tres tipos de fructanos para las 

especies de Agave y Dasylirion pertenecientes a la familia Agavaceae: los graminanos y los 

neofructanos (Agavinas) y los subdividen en tres grupos donde n1-n4≥0 y n depende la 

especie y las condiciones ambientales. (Figura 2). 
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Figura 1. Tipos de fructanos: i) Inulina ii) levano iii) graminanos iv) neo-inulina y v) neo-levana 

(Adaptado de Waleckx y col., 2008). 
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Figura 2. Estructuras propuestas para las especies Agave y Dasylirion, en base a la estructura 

molecular se presentan tres grupos y dos tipos de fructanos. (A Gaminanos y B Agavinas) 

(Mancilla-Margalli y López, 2006). 

 
Después del almidón, los fructanos son los polisácaridos más abundantes no estructurales 

presentes en la naturaleza (Sosa-Herrera, et al., 2016). Son sintetizados por plantas y 

bacterias; la función de los fructanos en las plantas es actuar como carbohidratos de reserva, 

regular la concentración de sacarosa en la vacuola y ayudar a resistir el estrés por sequía o 

frío (Vijn y Smeekens, 1999); los fructanos producidos por bacterias, los cuales han sido 
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descritos como extracelulares, brindan protección contra la desecación, la fagocitosis, la 

depredación por protozoos, el ataque de fagos, antibióticos, toxinas y estrés osmótico (Sosa- 

Herrera, et al., 2016). 

A nivel industrial las principales fuentes de fructanos son, la chicoria (Cichorium intybus) y la 

alcachofa de Jerusalem (Helianthus tuberosus) (Carabin y Flam, 1999). Estos son utilizados como 

ingrediente alimenticio de bajo nivel calórico además de funcionar como edulcorantes o como 

sustitutos de grasas; también han demostrado propiedades prebióticas como son inhibir el 

desarrollo de cáncer de colón y la disminución de triglicéridos y colesterol en la sangre (Vijn y 

Smeekens, 1999). 

 

1.1 Inulina 
La inulina es un carbohidrato de reserva producido por plantas vegetales y cereales. Es 

encontrado en aproximadamente 36,000 especies de plantas pertenecientes a las familias 

de las asteráceas (ej. girasol, achicoria, caléndula, etc.), campanuláceas (ej. Campanilla, 

lobelia, flor de globo, etc.), gramíneas (ej. Caña de azúcar, trigo, arroz, bambú, etc.) y 

liliáceas (ej. Tulipán, Lirio y Azucena) (Marchetti, 1993). Las especies con mayor contenido 

de inulina la almacenan en la parte subterránea de la planta como un carbohidrato de 

reserva que permite a la planta resistir condiciones de estrés; en la tabla 1 se observa el 

contenido de inulina en algunas plantas comestibles. 

 
Tabla 1. Contenido promedio de inulina en diferentes especies vegetales. 

Especie vegetal 
Inulina 

(g/100g base seca) 

Pataca (Helianthus tuberosus) 89 

Achicoria (Cichorium intybus) 79 

Raíz de Dalia (Dahlia spp.) 59 

Cebolla (Allium cepa L.) 48 

Ajoporro (Allium porrum L.) 37 

Ajo (Allium sativum) 29 

Yacón (Smallanthus sonchifolius) 27 

Espárrago (Asparragus officinalis L.) 4 

Cambur (Musa cavendishii) 2 

Centeno (Secale cereale) 1 

(Madrigal y Sangronis, 2007) 
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La inulina fue aislada por primera vez en 1804 por un científico alemán de apellido Rose, a 

partir de la Inula Helenium; este compuesto se caracteriza por ser una estructura lineal 

formada por moléculas de fructosa unidas por enlaces β-(2-1) fructosil-fructosa con un 

residuo terminal de glucosa unido por un enlace α-(1-2) (Figura 3.) 
 

Figura 3. Estructura de la inulina. (Olvera, Castillo y López-Munguía2007). 
 

 

Dependiendo de la cantidad de unidades de fructosa unidas al residuo terminal será el grado 

de polimerización de la molécula, por lo general en el caso de la inulina este varía de 2 a 60 

unidades (Singh, et.al., 2016). La inulina y los derivados provenientes de su hidrólisis se 

clasifican GRAS (Generally Reagarded as Safe) por la FDA. Esta designación se otorga a las 

sustancias adicionadas a los alimentos las cuales según los expertos son seguras y están 

exentas de los requerimientos usuales para los aditivos de alimentos, debido a sus 

propiedades nutricionales, así como sus cualidades prebióticas, ya que funge como 

alimento para la microbiota presente en el intestino grueso, lo que reduce los triglicéridos 

y colesterol (Davidson, et al., 1998). También confiere un incremento significativo en la 

absorción de calcio y magnesio en el intestino y aporta un bajo nivel calórico (Roberfroid, 

1999). A escala industrial la inulina se extrae principalmente de la dalia, la alcachofa y la 

chicoria, siendo esta última la más común (Singh, et al.,2016), el producto se maneja como 

un polvo blanco, sin olor y con sabor neutral. 

Entre las características fisicoquímicas de la inulina encontramos que en su forma nativa 
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(mezcla de cadenas largas y cortas) contiene azúcares libres (glucosa, fructosa y sacarosa) 

que le confieren dulzor (10% del dulzor de la sacarosa) (Franck, 2002). La inulina de cadenas 

largas o de alta pureza (HP) mejora la estabilidad de emulsiones y espumas, por lo que se 

usa como estabilizante, debido a que aporta una mayor viscosidad. También se le atribuye 

la capacidad de formar geles, mediante un mecanismo en el cual las moléculas del 

polisacárido de inulina se agrupan induciendo la formación de agregados cuando se 

encuentran dispersas en agua (Kim, et al., 2001). La oligofructosa, un derivado de la inulina 

se obtiene como un jarabe viscoso (75% materia seca) e incoloro, que posee una mayor 

solubilidad y dulzor que la inulina, y demuestra propiedades tecnológicas similares a la 

sacarosa y al jarabe de glucosa (Roberfroid, M. 2005; Crittenden, R. 1996). 

 

 

1.2 Fructooligosacáridos 
Los fructooligosacáridos (FOS) son carbohidratos de reserva considerados como uno de los 

principales grupos de prebióticos debido a sus propiedades bifidogénicas (Singh, et al., 

2016). Los FOS estimulan el crecimiento de bifidobacterias y Lactobacillus sp. en el colón; 

como resultado de su degradación se producen ácidos grasos de cadena corta como el 

ácetico, el propionico y el butírico los cuales disminuyen el pH del colón y mejoran la 

absorción de minerales (Ca2+ y Mg2+) (Scholz-Ahrens, et al., 2007; Tazoe y Kaji, 2008). Los 

FOS poseen menor intensidad de dulzor, aproximadamente un tercio del dulzor de la 

sacarosa, lo que los convierte en un buen endulzante para los pacientes diabéticos 

(Sangeetha, et. al. 2005), también poseen bajo valor calórico (1.5 Kcal/g) comparados con 

los carbohidratos comúnmente utilizados (4 Kcal/g); y se han reportado propiedades 

hipocolesterolémicas e hipolipidémicas, así como no generar caries (Katapodis, et. al., 

2004). 

Los FOS se encuentran en varias plantas, frutas y cereales como la cebolla, el ajo, el plátano 

y algunos cereales. Su estructura depende de la fuente que se obtengan, y pueden ser tres: 

extracción de plantas ricas en inulina, por síntesis enzimática a partir de la sacarosa y por 

hidrólisis enzimática de la inulina (Rastall,2010; Panesar, et. al, 2014). La estructura general 

de los FOS puede representarse de la forma GFn o Fn, donde G y F se refieren a la glucosa y 

fructosa respectivamente y n al número de unidades fructosilo (Figura 4) (Singh y Singh, 

2010; Crittenden y Playne, 1996). Los FOS obtenidos a partir de la inulina poseen enlaces β- 
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(2-1) como la 1-kestosa, la nistosa, y la fructofuranosil nistosa, en cambio aquellos 

obtenidos a partir de la sacarosa (neo-FOS) presentan enlaces β-(2-6) como la neokestosa 

(Mabel, et al., 2008). Los FOS obtenidos a partir de la inulina presentan un alto grado de 

polimerización (DP<9) en comparación a los obtenidos de la sacarosa (DP<4) (Singh, et.al., 

2016). En la tabla 2 se muestra una comparación entre fructooligosacáridos obtenidos a 

partir de inulina y de sacarosa y se puede observar las diferencias entre grado de 

polimerización. 

Tabla 2. Comparación entre inulina, oligofructosa y fructooligosacáridos. Tabla 
modificada de Madrigal, L. y Sangronis E. (2007). 

 

Origen 

 

Inulina de chicoría 
Oligofructosa a partir 

de hidrólisis 
enzimática de inulina 

FOS a partir de 
transfructosilación 

de sacarosa 

Grado de 
polimerización 

2-60 2-9 2-4 

Estructura química Lineal 

(1-2% ramificación) 
Lineal Lineal 
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Figura 4. Estructuras generalizadas de algunos fructooligosacáridos. Montani, M. 2004. 
 
 

Debido a las características mencionadas anteriormente la importancia de los 

oligofructanos a nivel industrial ha ido en aumento y se exploran nuevas formas de síntesis 

que disminuyan costos y al mismo tiempo arrojen mayores rendimientos. 

 

 

2. Chicoria como fuente de inulina 
El género cichorium (Asteraceae) consiste en seis especies distribuidas en diferentes áreas 

de Europa y Asia (Bais y Ravishankar, 2001). La chicoria (cichorium intybus) es una hierba 

erguida perenne bastante leñosa, con una altura aproximada de un metro, una raíz 

pivotante carnosa de hasta 75 cm de largo y hojas basales grandes (Bais, et. al., 2001; van 

Wyck, et al., 1997). Su nombre proviene del griego y latín, Cichorium que significa “campo” 

e intybus que significa “cortar”, este significado es debido a las hojas y en parte a la raíz 

latina tubus para indicar “tallo hueco” (EMA, 2013). La chicoria es una planta resistente que 

puede soportar temperaturas extremas durante sus fases vegetativas y reproductivas (Bais 

y Ravishankar, 2001). En las figuras 5 y 6 se observan imágenes de la chicoria. 
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Figura 5. Cichorium intybus. Anónimo. (10/16/2014). Cichorium intybus. 20/10/2017, de 

RE.HERBSitio web: http://www.reherb.eu/en/content/cichorium-intybus. 

 
Figura 6. Chicoria. Cichorium Intybus, L. Clark, George and Fletcher, James: “Farm Weeds” (1906) 

. 

En la antigüedad la chicoria era cosechada en Egipto como planta medicinal, para utilizarse 

como sustituto del café, como cultivo vegetal y ocasionalmente se utilizaba para forraje 

para animales (Wang y Cui, 2011). En la década de los años 70 se descubrió que la raíz de 

la chicoria contiene hasta un 40% de inulina (Judzentiené y Budiené, 2008), la cual es 

considerada un ingrediente GRAS de los alimentos. Sus efectos fisiológicos y bioquímicos 

resultan en una mejora en la salud y en la reducción de muchas enfermedades (Kaur y Gupta, 

2002), en la actualidad la chicoria es cosechada para la producción industrial de inulina (van 

Arkel, et al., 2012). Es una planta muy versátil que se presta a la manipulación genética para 

obtener mayor rendimiento de inulina y otros compuestos de interés (Bais y Ravishankar, 

2001). 

 

 

http://www.reherb.eu/en/content/cichorium-intybus
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3. Inulinasas 
Las inulinasas pertenecen a la familia de las glucósil-hidrolasas; estas enzimas catalizan la 

hidrólisis de enlaces glucosídicos y se clasifican principalmente en dos grupos, exo y endo 

Inulinasas. Tienen como objetivo hidrolizar los enlaces β-(2-1) fructosil-fructosa de la 

inulina, generando fructooligosacáridos, fructosa y glucosa. (Singh, et. al., 2017). 

 
Las exoinulinasas hidrolizan las cadenas de inulina desde su extremo no reductor de forma 

secuencial, liberando unidades de fructosa. En cambio las endoinulinasas producen el 

rompimiento de los enlaces glucosídicos β-D-(2-1) de forma aleatoria produciendo una 

mezcla de fructooligosacáridos, los cuales pueden contener oligómeros del tipo β-D-Fru(2- 

1)-[β-D-Fru(2-1)]n donde n=1-9 y α-D-Glu(2-1)-[β-D-Fru(2-1)]n donde n=2-9, (Sangeetha et 

al., 2005; Prapulla et al.,2000); en la figura 6 se ejemplifican los productos obtenidos a partir 

de la acción de la endoinulinasa. 
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Figura 6. Síntesis enzimática de fructooligosacáridos usando endoinulinasa. (Singh, et. al., 2016). 
 

 
Las inulinasas se encuentran en el tracto digestivo de algunos animales, en plantas y 

también son producidas por microorganismos; a nivel industrial las plantas y los animales 

no son utilizados para obtener inulinasas debido a que se observan bajos rendimientos, en 

cambio son preferidos los hongos filamentosos, levaduras y bacterias. En la tabla 3 se 

muestran los microorganismos productores de inulinasas y sus actividades reportadas. 
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Tabla 3. Microorganismos productores de inulinasas. Neagu y Bahrim, G. 2011. Inulinases a 
versatile tool for biotechnology. 

Microorganismo Actividad máxima Referencia 

Hongos   

Aspergillus Niger 1.75 U/mL Gern et al., 2001 
 100 U/mL Ge and Zhag, 2005 
 52.5 IU/mL Kumar et al., 2005 

Aspergillus fumigatus No disponible Gill et al., 2006 

Aspergillus awamori No disponible Nagem et al., 2004 

Aspergillus ochraceus 108 Total U Guimaraes et al., 2007 

Aspergillus ficuum 193.6 U/gds Chen et al., 2011 

Aspergillus parasiticus 2.9 U/mL Ertan et al., 2003 

Geotrichum candidum 45.65 IU/mL Mughal et al., 2003 

Rhizoctonia solani 1.792 U/mL Ertan et al., 2003 

Chrysosporium pannorum 115 U/mL Xiao et al., 1988 

Bacterias   

Paenibacillus spp. 2.48 g/L Gern et al., 2001 

Streptomyces spp. 524 IU/L Sharma et al., 2006 
 89 U/gds Dilipkumar et al., 2011 

Bacillus spp. 42.36 U/mL Zherebtsov et al., 2002 

Pseudomonas spp. No disponible Kim et al., 1997 

Arthrobacter spp. No disponible Kang et al., 1998 

Levaduras   

Pichia guilliermondii 39.56 U/mL Gao et al., 2007 
 61.5 U/mL Chi et al., 2009 
 130.38 U/mL Yu et al., 2009 
 60.1 U/mL Gong et al., 2007 

Crytococcus aureus 52.37 U/mL Gao et al., 2007 
 85 U/mL Chi et al., 2009 
 436.2 U/gds Chi et al., 2009 

Yarrowia lipolitica 62.85 U/mL Gao et al., 2007 
 22.5 U/mg Liu et al., 2010 

Debaryomyces hansenii 52.52 U/mL Gao et al., 2007 

Candida kefyr 40 U/mL Pessoa and Vitolo, 1998 

Kluyveromyces marxianus 194.1 U/mL Kalil et al., 
 127 U/mL Kalil et al., 2001 
 176 IU/mL Santisteban et al., 2005 
 208 IU/mL Santisteban et al., 2009 

 262.9 U/mg Golunski et al., 2011 
 1294 U/mL Treichel et al., 2009 
 18743 U/mL Kushi et al., 2000 
 50.2 IU/mL Singh and Bhermi, 2008 
 47.1 IU/mL Singh et al., 2006 
 250 U/gds Mazutti et al., 2007 
 47.2 U/mL Mazutti et al., 2010 
 1317 U/mL Treichel et al., 2009 
 1139 U/mL Sguarezi et al., 2009 

*U, IU- Actividad expresada como unidades de actividad internacional 
**gds- gramos de sustrato seco 
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La ventaja de producir inulinasas a partir de bacterias se debe a su termoestablidad, sin 

embargo, los datos reportados en literatura son escasos y se refieren principalmente a 

endo-inulinasas. Una especie que demostró altos niveles de actividad inulinolítica fue la de 

Streptomyces spp. con 524 U/L utilizando ajo como sustrato. Así mismo se reportó que las 

especies Bacillus, Pseudomonas y Arthrobacter son buenas productoras de inulinasas 

(Neagu y Bahrim, 2011). Por otro lado, las levaduras son preferidas sobre las bacterias para 

la producción de inulinasas ya que son más fáciles de cultivar, poseen altas tasas de 

crecimiento y altos rendimientos enzimáticos en corto tiempo; entre las especies más 

sobresalientes encontramos Kluyveromyces spp., Pichia spp., Candida spp. y Crytococcus 

aureus (Singh, et al., 2017). 

 

Los hongos filamentosos productores de inulinasas han demostrado una mayor ventaja 

técnica sobre las levaduras y bacterias debido a su habilidad de desarrollarse en ambientes 

ácidos y altas temperaturas, lo que reduce las posibilidades de contaminación y previene la 

formación de productos secundarios y formación de color, además que pueden cultivarse 

con sustratos de bajo costo. Algunas especies de hongos que han demostrado altos niveles 

de actividad enzimática son Aspergillus sp. y Penicillium sp; y dentro de la especie de 

Aspergillus los más utilizados para producir inulinasas son A. Niger, A. Niveus, A. Ficuum, A. 

Tamari, A. Terreus y A. Tubingensis. (Singh, et. al., 2017). 

 

En 1978 Nakamura y colaboradores demostraron que la cepa de Aspergillus Niger 12 es 

capaz de producir tres tipos de inulinasas extracelulares, dos exo-inulinasas (PI y PII) y una 

endoinulinasa (PII) independientemente de la fuente de carbón utilizada. Es por esto que la 

empresa danesa Novozyme eligió esta cepa para elaborar la mezcla comercial Novozyme 

960 la cual consiste en una solución acuosa de inulinasa y glicerol (Nakamura ,et. al., 1995). 

La producción de FOS partir de endoinulinasas va en aumento a nivel industrial, ya sea 

utilizando la enzima libre en sistemas de producción por lotes o inmovilizando a la enzima 

para su uso en continuo, en la mayoría de los casos el intervalo de temperatura óptima es 

de 37-60 °C y un pH de 6-7 para la hidrólisis de inulina. En dichas condiciones se ha 

reportado un rendimiento de 60 a 80% de FOS (Singh, et. al., 2016). 
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Se tienen reportes del aprovechamiento de inulinasas comerciales para la producción de 

FOS, particularmente la mezcla comercial de Novozym 960 de Aspergillus Niger se ha 

empleado para la hidrólisis de inulina, reportándose una dosis de 60 U/ml con una 

temperatura óptima de 60°C y un pH de 6, lo cual produce mezclas de inulotriosas, 

inulotetrosas e inulopentosas después de 48 horas de incubación (Singh, et al., 2016). 

 

4. Inmovilización enzimática 

Para mejorar los procesos enzimáticos así como la estabilidad de las enzimas, por varios 

años se han llevado a cabo investigaciones sobre metodologías que permitan el uso 

continuo y la recuperación del biocatalizador. En este marco teórico, la inmovilización se 

presenta como una alternativa viable y se han desarrollado métodos para la inmovilización 

de enzimas, tales como encapsulación mediante el método sol-gel (Borole et al., 2004), 

entrecruzamiento de cristales enzimáticos (Ayala et al., 2002), conjugados enzima-polímero 

(Bakker et al., 2000; Lozinsky et al., 2003) así como la fijación física o covalente sobre 

soportes sólidos. Durante la inmovilización, las moléculas de proteína se fijan o se 

combinan, ya sea mediante interacciones electrostáticas o bien por enlaces químicos, con 

un material inerte formando una fase sólida en el medio de reacción. Los sustratos y los 

productos se pueden difundir entre las dos fases de tal manera que la enzima no forma 

parte del producto o del substrato por lo que puede ser recuperada y reutilizada. 

El soporte o matriz donde se inmoviliza a la enzima debe presentar características como 

resistencia física, estabilidad, regenerabilidad, ser inerte y reducir los problemas de 

transferencia de masa tanto de sustratos como de productos, no ser susceptible a la 

contaminación bacteriana (Singh, 2009). La inmovilización enzimática presenta las ventajas 

de poder reutilizar la enzima en un proceso continuo, lo que a su vez permite elevadas 

cargas de enzima durante un mayor tiempo dentro del reactor, esto sin que la enzima pierda 

estabilidad durante la reacción. Sin embargo, al momento de inmovilizar se corre el riesgo 

de que la proteína pierda su conformación nativa así como la pérdida de un porcentaje de 

su actividad total, además de que el costo de la enzima inmovilizada es mayor al de la 

enzima libre (Hartmeier, 1985; Mozhaev, et al., 1987). 

Finalmente, el desempeño de la enzima inmovilizada también depende de algunos 
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parámetros que no son catalíticos, tales como la resistencia mecánica y química, 

biodegradabilidad, capacidad de carga, retención de la enzima y re-uso. 

 

 

4.1 Técnicas de inmovilización enzimática 

Existen diferentes técnicas de inmovilización enzimática y cada una se adapta al tipo de 

enzima y sus características. A continuación se describe cada una y se mencionan algunos 

ejemplos. 

 
 

4.1.1 Adsorción 

La adsorción de una enzima en un material sólido es un proceso que resulta de las 

interacciones iónicas, hidrofóbicas, fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrógeno. La 

inmovilización se lleva a cabo por el simple contacto de la enzima con el soporte, mientras 

que la fuerza de la adhesión depende del tipo y cantidad de las interacciones físicas, las 

cuales son fuertemente influenciadas por las características de la enzima y del soporte. Por 

ejemplo: 

1. el pH del medio de reacción, que influye en el número y la naturaleza de las cargas que 

presenta la superficie de la proteína y del soporte, 

2. la fuerza iónica que al incrementarse produce la desorción de la enzima, porque los iones 

inorgánicos compiten con la proteína por la unión al soporte, 

3. el diámetro de poro y el área superficial específica del soporte, 

 
4. tiempo de incubación durante la adsorción 

 
5. temperatura de adsorción (Spahn y Minteer, 2008). 

 

 

Algunos ejemplos de soportes utilizados en inmovilización por adsorción son: fibras de coco 

ya que poseen una buena retención de agua, celulosa microcristalina con la capacidad de 

lograr uniones irreversibles, la caolinita que posee una alta retención enzimática por 

acetilación y materiales micro y mesoporosos que ofrecen una amplia área superficial (Dey 

et al. 2002; Rosales-Hernández, et al. 2007; Karagulyan, et al. 2008; Brígida, et al. 2010; 

Mitchell y Ramirez, 2011; Huang, et al. 2011). 
 



22 
 

 

4.1.2 Unión covalente 
 

La unión covalente de una enzima a un soporte inorgánico es quizá el método de 

inmovilización más interesante desde el punto de vista industrial. El método de la unión 

covalente se basa en la activación de grupos químicos del soporte para que reaccionen con 

residuos de aminoácidos de las proteínas. Entre los 20 aminoácidos diferentes que se 

encuentran en la estructura de las enzimas, los que intervienen en la formación de enlaces 

con el soporte son principalmente la lisina, la cisteína, la tirosina y la histidina y, en menor 

medida, la metionina, el triptófano, la arginina, el ácido aspártico y glutámico. El resto de 

aminoácidos, debido a su carácter hidrófobo no se encuentran expuestos sobre la superficie 

proteica, por lo que no intervienen en la unión covalente con el soporte. Este método 

presenta las siguientes ventajas: 

 

1. la manipulación de los derivados inmovilizados es sencilla, 

2. la carga de enzima permanece constante después de la inmovilización y 

3. se produce una mayor resistencia a la desactivación por el efecto de la temperatura, de 

los disolventes orgánicos o del pH al tener estabilizada su estructura terciaria (D’Souza 1999, 

Singh 2009). 

Generalmente, se observa un incremento de la estabilidad de las enzimas después de su 

inmovilización covalente, lo que se atribuye principalmente a las siguientes razones: 

 
• estabilización conformacional debido a la existencia de uniones multipuntuales 

enzima-soporte. La estructura terciaria de la enzima adquiere una mayor rigidez y se hace 

más resistente a la desactivación térmica o química, 

 

• evita la agregación intermolecular al mantener a las moléculas de enzima retenidas 

en una determinada región del espacio, 
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• alteración del microentorno de la enzima por efecto de la interacción de la enzima 

con el soporte. Por ejemplo, si una enzima sensible al oxígeno se sitúa sobre la superficie de 

un soporte con una carga superficial, la fuerza iónica efectiva en el microentorno de la 

enzima será muy alta y, como consecuencia, la concentración de oxígeno disuelto será 

mucho menor en esa zona que en el medio de reacción (Klibanov, 1978). En otros casos, el 

soporte tiene un efecto amortiguador, de tal manera que se mantiene el pH, donde la enzima 

presenta su máxima actividad, aunque en la disolución se produzcan cambios importantes 

de pH. Por otra parte, en aquellas reacciones catalizadas por enzimas inmovilizadas en 

presencia de disolventes orgánicos, la afinidad del soporte por el agua regula la actividad de 

la enzima (Reslow, 1988). Cuanto mayor es la afinidad del soporte por el agua, más agua se 

adsorbe y la enzima posee la cantidad necesaria de agua en su microentorno para mantener 

su conformación activa. 

 
Uno de los retos a enfrentar en la inmovilización por unión covalente es conservar la 

estructura y propiedades de la enzima; como ejemplo de un buen agente de 

entrecruzamiento se tiene al glutaraldehído debido a su capacidad de formar enlaces 

covalentes estables y ser soluble en solventes acuosos. Se ha reportado que los 

inmovilizados en soportes de sílica gel modificada por silanización con eliminación de 

grupos aldehído sin reaccionar presentan alta estabilidad y actividad catalítica, así como 

soportes porosos SBA (Santa Barbara Amorphous) rodeados de residuos de Si-OH (Lee, et 

al. 2006; Szymanska et al. 2009). Se ha reportado un incremento en el tiempo de vida medio 

y la estabilidad térmica por unión covalente con soportes como sílica mesoporosa, 

quitosano, etc. (Hsieh, et al. 2000; Ispas, et al. 2009). 

 

4.1.3 Inmovilización por afinidad 

Existen dos formas de inmovilización por afinidad. Por un lado se puede conjugar la matriz 

de soporte con un ligando que tenga afinidad por la enzima. Por otro, es la enzima la que 

se conjuga con un ligando que posea afinidad por la matriz (Sardar, et al., 2000). Los 

soportes con afinidad permiten albergar una mayor cantidad de enzima lo que da lugar a 

un incremento en actividad, eficiencia y estabilidad. Como ejemplo de estos soportes 

podemos mencionar esferas de silica porosa cubiertas de quitosano y agarosa cubierta con 

capas de concanavalin A (Shi, et al. 2003; Sardar y Gupta, 2005). 
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4.1.4 Atrapamiento 

La inmovilización por atrapamiento se logra mediante la polimerización de la matriz a partir 

de una solución que contiene el monómero y la enzima. Esto da como resultado el 

atrapamiento físico de la enzima dentro de la matriz y generalmente no compromete la 

estructura de la enzima. Sin embargo, puede ocurrir la desnaturalización debido a el 

contacto de la enzima con los precursores de la polimerización o a las condiciones en las 

que se realiza la polimerización. También puede ocurrir lixiviación si es que el poro de la 

matriz es mayor al tamaño de la enzima (David, et al., 2011). 

A la inmovilización por adsorción en materiales de silica se le han atribuido grandes áreas 

superficiales, distribución uniforme de poros y alta capacidad de adsorción (Ispas et al., 

2009). Sin embargo, las matrices de solgel con polímeros de calixareno utilizadas para 

atrapar a la lipasa C. rugosa, han permitido lograr una eficiencia de atrapamiento alta 

teniendo en cuenta sus capacidad de almacenamiento y sus enlaces selectivos (Erdermir y 

Yilmza, 2011). También se han reportado atrapamientos eficientes con alginato-grenetina y 

calcio, los cuales previene la lixiviación y proporcionan estabilidad a la enzima (Shen, et al., 

2011). 

 

4.1.5 Método de SOL-GEL 
El sol-gel es un método de preparación de materiales amorfos y policristalinos. Las 

estructuras únicas, micro estructuras y compuestos que pueden hacerse por este método 

abren muchas aplicaciones prácticas, como son la fabricación de componentes ópticos, 

recubrimientos dieléctricos, superconductores, nanopartículas y celdas solares, entre otras. 

(Castañeda-Contreras, 2006). 

El sol-gel se inicia por medio de una suspensión coloidal la cual al polimerizar dará paso a 

una condensación para formar un material sólido. Un coloide es una suspensión en la cual 

la fase dispersa es tan pequeña (1-1000 nm) que las fuerzas gravitacionales son 

insignificantes y las interacciones son dominadas por fuerzas como las de Van der Waals y 

atracciones entre superficies cargadas. Esto da paso a la definición de sol, la cual se refiere 

a una suspensión coloidal de partículas sólidas en un líquido, que generan polímeros o 
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partículas a partir de las cuales se puede fabricar un material cerámico. (Brinker, 1990) 

 
En el proceso del sol-gel los precursores de la polimerización consisten en un metal o 

metaloide rodeado por varios ligandos, los ligandos no incluyen a otros metales o 

metaloides. Los alcóxidos son los precursores más utilizados en la preparación de sol-gel y 

un ligando alcoxi se forma removiendo un protón del grupo OH de un alcohol (Ecuación 1). 

En la tabla 3 se muestra una lista de los ligandos alcoxi más comúnmente usados. 

 
 
 

Ec. 1 𝑀𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 𝐶𝐻3 − 𝑂𝐻 𝑀𝑒𝑡ó𝑥𝑖 (∗ 𝑂𝐶𝐻3) 
 
 
 

Alquil Fórmula Alcóxi Fórmula 

Metil *CH3 Metóxi *OCH3 

Etil *CH2CH3 Etóxi *OCH2CH3 

n-propil *CH2CH2CH3 n-propóxi *O(CH2)2CH3 

Iso-propil H3C(*C)HCH3 Iso-propóxi H3C(*O)CHCH3 

n-butil *CH2(CH2)2CH3 n-butóxi *O(CH2)3CH3 

Sec-butil H3C(*C)HCH2CH3 Sec-butóxi H3C(*O)CHCH2CH3 

Iso-butil *CH2CH(CH3)2 Iso-butóxi *OCH2CH(CH3)2 

Ter-butil *C(CH3)3 Ter-butóxi *OC(CH3)3 

Tabla 3. Ligandos alcoxi más comúnmente usados. 
 
 

 
Los alcóxidos metálicos son miembros de la familia de los compuestos metalorgánicos los 

cuales poseen un ligando orgánico unido a un metal o metaloide, por ejemplo, el 

tetrametoxisilano (CH3O)4Si (TMOS). No debe confundirse con los compuestos 

organometálicos, los cuales se definen por tener enlaces metal-carbón y no enlaces metal- 

oxígeno-carbón. Es así como los alcóxidos no se consideran organometálicos. Sin embargo, 

es común que se les de esta definición en la literatura. 

Los alcóxidos metálicos son los más utilizados como precursores para el sol-gel debido a su 

alta reactividad con el agua. La reacción es una hidrólisis, porque un radical hidroxilo (-OH) 

se une a un átomo metálico, ver ecuación 2. 
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𝐸𝑐. 2 𝑆𝑖(𝑂𝑅)4 + 𝐻2𝑂 → 𝐻𝑂 − 𝑆𝑖(𝑂𝑅)3 + 𝑅𝑂𝐻 
 
 

La R representa a un protón u otro ligando y ROH representa un alcohol. Dependiendo de 

la cantidad de agua y cantidad de catalizador presente puede ocurrir una hidrólisis completa 

o parcial (Ver ecuaciones 3 y 4). 

𝐸𝑐. 3 𝑆𝑖(𝑂𝑅)4 + 4 𝐻2𝑂 → 𝑆𝑖(𝑂𝐻)4 + 4𝑅𝑂𝐻 𝐻𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑡𝑎 

 
𝐸𝑐. 4                        𝑆𝑖(𝑂𝑅)4  + 4𝐻2𝑂 → 𝑆𝑖(𝑂𝑅)4−𝑛(𝑂𝐻)𝑛    𝐻𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑐𝑖𝑎𝑙 

 
Dos moléculas parcialmente hidrolizadas se pueden unir en una reacción de condensación, 

la cual por definición establece que se liberan pequeñas moléculas como agua o alcohol. Este 

proceso puede continuar hasta construir un polímero formado por moléculas de silicón, 

cabe mencionar que se entiende como polimerización el incremento en la conectividad de 

la red producida por las reacciones de condensación. 

La polimerización de un alcóxido de silicio da lugar a una compleja red polimérica, ya que el 

monómero [Si(OH)4] completamente hidrólizado es tetrafuncional (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Fractal polimérico hecho a partir de un monómero polifuncional (f>2). (Computer 

Simulationof two-dimensional aggregation by P. Meakin. 
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4.1.5 Inmovilización por atrapamiento en SOL-GEL 

 
El encapsulamiento de enzimas en sol-gel ofrece la ventaja de realizarse bajo condiciones 

moderadas de pH y temperatura, lo que previene la desnaturalización de la proteína, 

además de obtenerse materiales porosos con estructuras que permiten el transporte de 

masa a través de las redes que forman. 

 
Los precursores de polimerización más frecuentemente usados son el tetraetilortosilicato 

(TEOS) y el tetrametilortosilicato (TMOS). El método de encapsulación se lleva a cabo en 

dos etapas; en la primera ocurre la hidrólisis del precursor en condiciones ácidas o en 

presencia de un catalizador, para formar el sol, es decir, la solución coloidal; en la segunda 

etapa tiene lugar una condensación alcohólica a un pH neutro lo que resulta en la formación 

de la red. En esta etapa es donde se añade la enzima para ser encapsulada en la red que se 

forma. (Livage et. al, 2001; Pierre, 2004; Bhatia et. al, 2000). 

 
Dependiendo de las condiciones a las que se lleve a cabo la gelificación del sol-gel serán sus 

características estructurales. Se tienen tres tipos de geles los cuales son, xerogeles, 

aerogeles y ambigeles. Los xerogeles se obtienen al realizar la gelificación de sol-gel 

hidrofílicos a temperatura ambiente (25°C) lo que da como resultado que la red se 

comprima en un 70% aproximadamente (Pierre, 2004). Si se tiene un gel húmedo amorfo 

se tendrán poros con diámetros de 4-130nm, en cambio, si el gel se ha secado se tendrán 

poros de 1-10nm. Esto también se verá afectado por el pH del medio ya que, entre menor 

sea el pH menor será el tamaño del poro. Los aerogeles se obtienen secando el material 

con CO2 supercrítico y en este caso los diámetros de los poros no varían tanto. Se ha 

reportado que en un medio de pH 7 y condiciones supercríticas se obtienen poros de 2- 

80nm (Bhatia et. al, 2000). Los ambigeles se refieren a xerogeles hidrofóbicos que son 

secados a temperatura ambiente y poseen diámetros de poro similares a los xerogeles 

húmedos. 

Se ha reportado en encapsulaciones en sol-gel de α-quimotripsina, superoxidasa dismutasa 

y peroxidasa de rábano una retención de actividad de 11-76% respecto a la enzima libre. 

Después de un almacenamiento de diez meses en pH neutro se reportó una lixiviación de 

1-13% y una actividad del 86-99% respecto a la actividad inicial (Gil y Ballesteros, 1998).
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5. Hipótesis 
Al inmovilizar por atrapamiento en sol-gel a la inulinasa de NOVO 960 y determinar las 

mejores condiciones tanto para la maduración del material, así como para la hidrólisis de 

inulina de chicoria, se obtendrá un biocatalizador capaz de favorecer la actividad 

inulinolítica en un sistema que permita su reúso. 

 
 

 

6. Objetivo General 
Inmovilizar por atrapamiento en sol-gel a la inulinasa de NOVO 960 y caracterizar el material 

para obtener un biocatalizador estable y reusable. 

 

Objetivos particulares 
 Determinar la temperatura y pH óptimos para la reacción de hidrólisis de inulina 

mediante la enzima libre NOVO 960. 

 Inmovilizar a la inulinasa de NOVO 960 por atrapamiento en sol-gel. 

 

 Cuantificar la cantidad de proteína inmovilizada en sol-gel. 

 

 Determinar la temperatura y pH óptimos de la reacción de hidrólisis de inulina para 

la enzima inmovilizada. 

 Determinar el número de ciclos de reúso de la enzima inmovilizada. 

 

 Determinar el mejor tiempo de maduración de la enzima inmovilizada. 

 

 Determinar la termo-estabilidad del biocatalizador obtenido. 
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7. Materiales y métodos 

 
7.1. Materiales 

 
La mezcla enzimática de Novozym 960 solución acuosa en glicerol se compró a Novozyme 

América. 

Los reactivos Tetrametilortosilicato (TMEOS), la albúmina sérica bovina (BSA), fructosa, 

inulina de chicoria todos de lata pureza se adquirieron en Sigma Aldrich. La proteína verde 

fluorescente fue donada amablemente por el Dr. Ismael Bustos de la Facultad de Medicina 

de la UNAM. 

 

7.2. Métodos 
 

7.2.1 Determinación de la concentración de proteína 
Se utilizó el método de Bradford para determinar la concentración de proteína presente en 

la mezcla comercial NOVO 960 (Bradford, M. (1976) Analytical Biochemistry 72, 248-254). 

Se realizó una curva patrón con albúmina sérica bovina (BSA) en un intervalo de 

concentraciones de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/ml y se adicionó el reactivo de Bradford y 

se dejó reaccionar durante 5 min. 

La cantidad de enzima inmovilizada se determinó por diferencia entre la enzima inicial y la 

enzima remanente después de la inmovilización. 

 

7.2.2 Caracterización de la enzima libre Novozym 960 
Para la caracterización de la enzima libre se determinaron únicamente la temperatura y el 

pH a los cuales la enzima presentaba una máxima producción de fructosa. Esta 

determinación se llevó a cabo cuantificando la actividad enzimática global (U), la cual se 

define como la cantidad de enzima que produce un μmol de producto por minuto. 

 

7.2.2.1 Efecto de la temperatura sobre la actividad de Novo 960 en la 
hidrólisis de inulina 

La reacción se llevó a cabo en tubos de Eppendorf en un volumen de 1 mL con una disolución 
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de inulina de chicoria al 0.5% m/v en buffer de acetatos pH 5, 100 mM, 2 μl (3.359 mg de 

proteína/mL de mezcla comercial) de inulinasa Novozym 960, a 500 rpm durante 10 min. 

Las reacciones de hidrólisis se llevaron a cabo a las siguientes temperaturas: 30, 40, 50, 60, 

70 y 80°C, tomando una alícuota de 100 μl cada 2 minutos. Se cuantificó la cantidad de 

azucares reductores producidos mediante el método de ácido 3,5 dinitrosalisílico (DNS) 

(Miller, 1959). 

Se realizó una curva patrón de concentración de fructosa con las siguientes 

concentraciones: 0, 2, 3, 5, 7 y 10 mg/mL. El método de DNS es un método colorimétrico, 

el cual determina la presencia de azúcares reductores mediante su oxidación por medio del 

ácido 3,5 dinitrosalicílico. Este compuesto por sí solo posee un color amarillo, el cual se 

torna marrón oscuro en proporción a la cantidad de azúcares reductores presentes en la 

solución. 

Para la determinación de azúcares reductores se emplearon 100 μl de muestra, se 

agregaron 200 μl de buffer de acetatos pH 5, 100 mM y 600 μl de DNS. La muestra se calentó 

a 80ºC por 5 min y posteriormente la reacción se detuvo en un baño de hielo y agregaron 4 

mL de agua, la lectura de las muestras se realizó en un espectrofotómetro Genesys 10S a 

540 nm. 

 

7.2.2.2 Efecto del pH en la hidrólisis de inulina catalizada por la mezcla 
comercial Novozym 960 
Se realizaron 4 reacciones en los siguientes valores de pH: 3, 4, 5 y 6; se cuantificó la 

cantidad de azucares reductores producidos mediante el método de DNS. La temperatura 

para estos ensayos se mantuvo fija tomando como referencia el mejor resultado obtenido 

del procedimiento anterior. La reacción se llevó a cabo como se describe previamente. 

7.2.3 Inmovilización por atrapamiento en sol-gel 
Para el proceso de sol-gel se utilizó como precursor de la polimerización el alcóxido 

tetrametilortosilicato (TMOS) de Sigma Aldrich. En este método se realizó la polimerización 

de 1ml de alcóxido con 1.9 ml de buffer de acetatos pH 5, 100 mM, agregando 100 μl de 

inulinasa NOVO96, sonicando durante 5 minutos la solución y posteriormente gelificando a 

distintos tiempos. Por último, el sólido obtenido se pulverizó y se almacenó a 4°C. 

Los tiempos de maduración de los distintos geles fueron: 16, 24 y 48 horas. 
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De igual modo se inmovilizaron 100 μl de proteína verde fluorescente, siguiendo el mismo 

procedimiento anterior para comprobar que efectivamente la proteína quedaba retenida. 

 

7.2.3.1 Actividad en función del tiempo de maduración 
Para medir la actividad del material inmovilizado se utilizaron tubos de Eppendorf, tomando 

100 mg de material y agregando 1 ml de solución de inulina de chicoria al 0.5% m/v en 

buffer de acetatos, 100 Mm, se colocaron en agitación a 500 rpm durante 10 minutos, la 

temperatura y pH de reacción se seleccionaron tomando como referencia los resultados 

obtenidos para mejor temperatura y pH de reacción. 

 

7.2.3.2 Ciclos de reúso 
Para evaluar la capacidad de reúso del biocatalizador se llevaron a cabo las reacciones de 

hidrólisis en tubos de Eppendorf utilizando 50 mg de inmovilizado y 1 ml de solución de 

inulina de chicoria al 0.5% m/v en buffer de acetatos, 100 Mm, durante 10 minutos a 500 

rpm, fijando la temperatura y pH establecidos por los resultados de las pruebas anteriores. 

 
Se utilizaron los geles madurados a las 16, 24 y 48 horas entre cada ciclo de hidrólisis se 

tomó una muestra de 600 μL, se centrifugó el resto de la solución contenida en el tubo, se 

realizó un lavado con buffer de acetatos y se repitió nuevamente la reacción de hidrólisis. 

Cada muestra de cada ciclo fue analizada mediante el método de DNS. 
 
 

7.2.3.2 Termoestabilidad 
Este procedimiento se llevó a cabo tanto para la enzima libre como para la inmovilizada, 

con el objetivo de determinar la estabilidad en función de la temperatura. Las temperaturas 

evaluadas fueron 40, 50, 60, 70, 80 y 90°C. 

Para el caso de la enzima libre se tomaron 100 μl de Novozyme 960 y se calentaron a la 

temperatura predeterminada durante 2 horas a 500 rpm. 
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Posteriormente se realizó la hidrólisis de inulina tomando 2 μl de la enzima tratada 

térmicamente agregando 998 μl de inulina de chicoria al 0.5% m/v en buffer de acetatos, 

100 mM, la reacción fue incubada durante 10 minutos a 500 rpm. 

La enzima inmovilizada se evaluó tomando 100 mg de biocatalizador y agregando 1 ml de 

buffer de acetatos 100 mM, pH 5. Se calentó a la temperatura prevista durante 2 horas y 

posteriormente se lavó el buffer. Se agregó 1 mL de solución de inulina de chicoria al 0.5% 

m/v para llevar a cabo la hidrólisis durante 10 minutos. 

Ambas pruebas fueron cuantificadas mediante el método de DNS. 



33 
 

8. Resultados y discusión 

 
8.1 Cuantificación de proteína 
Un parámetro importante en la caracterización e inmovilización de enzimas es la 

cuantificación de proteína. Esta se determinó en la mezcla comercial NOVO 960 por el 

método de Bradford. Se utilizó una solución inicial de albúmina sérica bovina (BSA) con una 

concentración de 1 mg/ml y se emplearon concentraciones en un intervalo de 0.2 a 1 mg/mL 

para realizar una curva patrón (Gráfica 1). 

 

Gráfica 1. Curva patrón por el método de Bradford. 

 

Una vez realizada la curva patrón, se determinó para la muestra comercial NOVO 960 una 

concentración de 3.359 mg de proteína/mL. Cabe mencionar que la proteína usada en este 

proyecto no es una enzima pura. 

 

8.2 Determinación de la mejor temperatura de reacción 
Con la finalidad de conocer los mejores parámetros para llevar a cabo la hidrólisis de inulina 

de chicoria, se determinó la actividad enzimática de la inulinasa de NOVO 960 libre 

cuantificando la cantidad de fructosa producida por unidad de tiempo por cada miligramo 

de proteína presente en la reacción. Para esto se realizó una curva patrón de fructosa 

(Gráfica 2) con la cual se pudo interpolar la concentración de fructosa obtenida como 

producto. 



34 
 

 
 

Gráfica 2. Curva patrón de fructosa determinada por DNS. 
 
 

Se llevaron a cabo las reacciones de hidrólisis de inulina a 30, 40, 50, 60, 70, y 80°C, a pH 5 

con un buffer de acetatos 100 Mm y una agitación de 500 rpm, se tomó una muestra de 

reacción cada 2 minutos por un total de 20 minutos; posteriormente se midió la 

concentración de azúcares reductores por el método de DNS. La gráfica 3 muestra las curvas 

temporales de reacción. En estas curvas temporales se puede observar que la reacción es 

más rápida a 60ºC , mientras que a 80 ºC la velocidad decrece rápidamente. 

Para determinar la velocidad de reacción, se calculó la pendiente a cada temperatura en los 

primeros 10 minutos de reacción. La tabla 4 muestra la velocidad a cada temperatura de 

hidrólisis ensayada. 
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Gráfica 3. 
Fructosa producida en función del tiempo de reacción a diferentes temperaturas. 

 
 
 
 

Temperatura Velocidad 

(°C) (mg fructosa/min*ml) 

30 0.1103 

40 0.113 

50 0.1061 

60 0.1338 
70 0.1127 

80 0.0766 

Tabla 4 
Velocidad de reacción vs temperatura 

 

Para trabajar en condiciones de velocidad inicial, se trabajó con un exceso de sustrato en 

comparación con la concentración de enzima. Como se puede observar en la gráfica 3 la 

velocidad inicial de reacción (mg fructosa/min) se alcanza a los 10 minutos de reacción en la 

mayoría de las temperaturas (parte lineal de la curva), por lo que se obtuvo la pendiente 

este intervalo de tiempo.      ………………………………………………………………………………………..
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Para cada temperatura de reacción se midió la actividad enzimática de acuerdo a la 

siguiente ecuación: 

 

𝑃𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 / 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑀𝑜𝑙𝑎𝑟 ∗ 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑅𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ò𝑛 
𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 = ( ) 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ò𝑛 𝑑𝑒 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒ì𝑛𝑎 
 

 

Gráfica 4. 
Actividad específica de la inulinasa Novo 960 en función de la temperatura. 

La reacción se llevó a cabo en un volumen total de 1 mL, 0.5% de inulina de achicoria pH 

5 a 500 rpm con 6.7 g de proteína. 

 

Una vez obtenido las velocidades iniciales (pendientes) para cada temperatura, con la 

ecuación anterior se obtuvo la actividad específica misma que se observa en la gráfica 4. La 

mejor temperatura a la que se lleva a cabo la hidrólisis de la inulina de chicoria es a 60°C, el 

volumen total de enzima para cada reacción fue de 2 μl que corresponden a 0.006718 mg 

de proteína, obteniendo una actividad específica de 110.55 U/mg de proteína. 
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8.3 Efecto del pH sobre la actividad de la inulinasa de Novo 960 
Se determinó el efecto del pH sobre la reacción de hidrólisis de inulina. Para ello se mantuvo 

la reacción a una temperatura constante de 60°C y los valores de pH evaluados fueron 3, 4, 

5 y 6. La reacción se llevó a cabo durante 10 minutos, en los diferentes amortiguadores (100 

mM) con inulina de chicoria al 0.5%. En la gráfica 5 se muestran los resultados obtenidos 

para la producción de fructosa. Se observa una mayor producción de fructosa (0.875 mg/ml) 

llevando a cabo la reacción a un pH de 5. Yewale y colaboradres (2013) reportaron una 

actividad máxima a pH 4 para la enzima libre Aspergillus Niger NCIM 945, mientras que 

Nakamura y colaboradores (1995) reportaron una máxima actividad a un pH de 5.2 y 50⁰C 

al inmovilizar Aspergillus Niger mutante 817 mediante unión covalente en soportes de 1- 

etil-3-(3-dimetil-aminopropil)-carbodimida clorhidrato (EDC) y 1-ciclohexil-3-(2- 

morfolinoetil)-carbodimida meto-ρ-toulen-sulfonato (CMC). Santa y colaboradores (2011) 

reportaron una actividad relativa máxima de 0.42 a un pH de 4 para la enzima libre 

comercial Fructozyme L y una actividad relativa máxima de 0.29. Frías (2018) reportó más 

de un 60% de producción de azucares reductores para el caso de la inulinasa NOVO 960 

purificada mediante exclusión molecular e inmovilizada en 10-10% de PEG-PVA con un 

tiempo de incubación de 6 horas; y para la enzima purificada mediante intercambio iónico 

obtuvo un 90% de producción de azucares reductores en un inmovilizado 15-10% PEG-PVA. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Gráfica 5. Producción de fructosa en función del pH. 
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8.4 Tiempo de maduración del sol-gel 
Una vez encontradas las mejores condiciones de reacción de la inulinasa sobre inulina de 

chicoria, la enzima se inmovilizó por atrapamiento en sol-gel. Se probaron varios tiempos 

de maduración para observar la actividad en función del tiempo. Las condiciones 

seleccionadas fueron a 16, 24 y 48 horas de gelificación. 

Las muestras se analizaron mediante una microscopía electrónica de barrido (SEM) para 

observar en escala micrométrica la superficie tridimensional del material obtenido. Por 

medio de esta técnica se hace incidir un haz de electrones para formar una imagen ampliada 

de la superficie de un objeto. 

En la figura 9 se pueden observar las microscopias del material triturado obtenido de la 

inmovilización de la enzima comercial Novozym 960. Para el caso del inmovilizado con 16 h 

de maduración, su tamaño es mayor y conforme se incrementa el tiempo este va 

disminuyendo, debido a que el polímero continúa llevando a cabo la condensación, lo que 

provoca que el material pierda agua. Al mismo tiempo, entre mayor sea el tiempo de 

gelificación la red se entrelazará más, impidiendo el libre paso del sustrato a través del 

catalizador y una aparente pérdida de actividad. Como se mencionó anteriormente, cuando 

dos moléculas de alcóxidos parcialmente hidrolizados se unen para formar una red se lleva a 

cabo una condensación, en donde el agua es un producto resultante. 

Figura 9. Microscopia electrónica de barrido de inulinasa de chicoría inmovilizada a distintos tiempos de 
maduración en sol-gel, de izquierda a derecha se observa inmovilización a 16 horas, 24 horas y 48 horas, en 

escala de 50µm 
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8.4.1 Inmovilización enzimática 
Para el inmovilizado en sol-gel se utilizó como precursor de la polimerización el 

tetrametilortosilicato (TMOS). Se obtuvo un sólido transparente con un ligero color amarillo 

y se observó que entre menor fuera el tiempo de maduración mayor era la humedad 

contenida en el producto. En el caso de los geles preparados a 16 horas se distinguía una 

textura más suave y una mayor facilidad al momento de triturar el material. En cambio, para 

los geles preparados a 24 y 48 horas la textura era más dura y se encontró mayor resistencia 

a la hora de ser desprendidos del vaso de precipitado. Incluso algunos se habían condensado 

por más tiempo, como el gel de 48 horas, por lo que su apariencia era similar a la de un 

cristal. En las figuras 10 se observa un inmovilizado de 24 horas. 

 

Figura 10. Matriz de sol-gel de 24 horas. 

La cantidad de enzima inmovilizada se calculó mediante un balance de materia. Se 

inmovilizaron 100 µL de inulinasa de Novo 960, lo que corresponde a 0.3359 mg de proteína 

de acuerdo con la concentración de proteína obtenida mediante el método de Bradford. A 

esta concentración se restó la proteína que se lixivió del sol-gel, dicho valor se obtuvo 

mediante un lavado con buffer de acetatos pH 5.5 y centrifugando a 10,000 rpm durante 

10 min; la concentración final de proteína fue de 0.1452 mg, 0.23 y 0.2073 mg de proteína/g 

material respectivamente para cada inmovilizado. 

 

Inmovilizado 
(Horas) 

16 24 48 

Concentración de proteína 
(mg proteína/g material) 

 

0.1452 
 

0.23 
 

0.2073 

Tabla 5. Concentración de proteína de material inmovilizado a 16, 24 y 48 horas. 
Se cuantificó la actividad de la enzima inmovilizada a 16, 24 y 48 horas, utilizando 100 mg 
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del inmovilizado e hidrolizando 1 mL de solución de inulina de chicoria al 0.5% m/v en buffer 

de acetatos, 100 Mm a pH 5 y 60⁰C, durante 10 minutos a 500 rpm. La técnica de 

inmovilización usada permitió la producción de partículas estables con buena actividad 

catalítica y un porcentaje de actividad relativa de 56%, 49% y 63%, respectivamente 

(Gráfica 6). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gráfica 6. Porcentaje de actividad relativa de la inulinasa de Novo 960 inmovilizada en 
sol- gel a diferentes tiempos de maduración 16, 24 y 48 horas. 

 

 

El encapsulamiento de la mezcla enzimática, además de permitir la recuperación para su 

reúso demuestra un rendimiento similar en algunos casos a los datos reportados para 

inmovilización de inulinasas en diferentes soportes y evaluada en la hidrólisis de inulina. 

Silva, et.al (2013) evaluaron la actividad enzimática de la inmovilización de inulinasa 

comercial de Aspergillus Niger en espuma de poliuretano, obteniendo una actividad de 225 

U/g proteína para la hidrólisis de inulina en condiciones de 50⁰ C y pH 5.5. Yewale et. al 

(2013) evaluaron la actividad de la Inulinasa de Aspergillus Niger NCIM 945 inmovilizada 

por unión covalente en lecho de quitosano, obteniendo un porcentaje de actividad relativa 

de 16.6% a pH 5. Miroslava, (2018), evaluó la actividad de la inulinasa comercial de Novo 

960 inmovilizada en matrices de PEG-PVA después de haber realizado dos procesos de 

purificación enzimática, uno mediante exclusión molecular, el cual produjo un rendimiento 

de actividad mayor al 60% con una actividad específica de 77.94 U/mg proteína y otra 

purificación mediante intercambio iónico reportando un rendimiento de más del 90% con 

una actividad de 57.34 U/mg proteína. En ambos casos se llevó a cabo la hidrólisis de inulina 

durante 6 horas a 50⁰C y pH 5. Santa et. al (2011) reportaron un rendimiento de 
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inmovilización de 81% ± 3 para la hidrólisis de inulina mediante la inmovilización de la 

inulinasa comercial Fructozyme L. en sol-gel. 

 

Para determinar si la proteína se distribuía uniformemente en la matriz de sol-gel se realizó 

un inmovilizado de proteína verde fluorescente, durante 16 y 48 horas (Figura 11). Una vez 

obtenido el sólido, se expuso a luz UV donde se aprecia que la proteína se distribuyó de 

manera uniforme por toda la red del polímero y por lo tanto un inmovilizado homogéneo. 

 

 Figura 11. Inmovilización de la proteína verde fosforescente (GFP) en la matriz de sol gel. 

Izq. Maduración de 16h, Der. 48 h. 
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8.4.2 Ciclos de reúso 
Se determinaron los ciclos de reúso para cada tipo de material obtenido llevando a cabo 

repetidas reacciones de hidrólisis de inulina y realizando entre cada ciclo un lavado con 

buffer de acetatos pH 5, 100Mm. La actividad de cada ciclo se cuantificó mediante el 

método de azúcares reductores de DNS. 

 
 
 
 

 
 

 
Gráfica 7. Porcentaje de actividad en función de los ciclos de reúso para el catalizador 

gelificado durante 16 horas. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfica 8. Porcentaje de actividad en función de los ciclos de reúso para el catalizador 
gelificado durante 24 horas. 
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Gráfica 9. Porcentaje de actividad en función de los ciclos de reúso para el catalizador 
gelificado durante 48 horas. 

 
En las gráficas 7, 8 y 9 se puede observar el decaimiento de la actividad enzimática para los 

distintos tipos de sol-gel madurados durante 16, 24 y 48 horas respectivamente. Así mismo 

se puede observar el porcentaje de actividad en cada ciclo de reúso. Se observa que al ciclo 

5 ya no existe actividad para los inmovilizados de 24 y 48h. 

Como se puede observar el sol-gel madurado durante 24 horas es el que retiene durante 

más ciclos su actividad enzimática, en cambio los geles de 16 y 48 horas pierden hasta un 

82% de actividad después del primer uso. Esto podría indicar que la red no es estable y por 

lo tanto está afectando la configuración de la enzima de tal forma que no permite que el 

sustrato penetre hasta los sitios activos de ésta. Santa et. al (2011) reporta 20 ciclos 

consecutivos en reactor batch para la inulinasa comercial Fructozyme L inmovilizada en 

matriz de sol-gel; Miroslava (2018) reporta 6 ciclos de reúso para la inulinasa comercial 

Novo 960 inmovilizada en PEG-PVA 10-10% m/v; Catana et. al (2007) reporta 24 horas de 

ciclos continuos en reactores batch a 40⁰C sin observar decaimiento en la actividad para la 

inulinasa comercial Fructozyme L. inmovilizada en un soporte de Amberlita.; Nakamura et. 

al (1995) reportó una hidrólisis completa en un reactor de columna de lecho empacado 

durante 45 días de operación continua. 
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8.4.3 Termoestabilidad 
Uno de los factores para determinar la eficacia de un catalizador es su termoestabilidad, ya 

que esto le permite disminuir el decaimiento de la actividad conforme se aumenta la 

temperatura durante la reacción, además de que se ha reportado un incremento en la 

termoestabilidad al inmovilizar a las enzimas, lo que permite realizar reacciones en 

condiciones de temperatura distintas a las cuales trabaja comúnmente la enzima. 

Para determinar la termoestabilidad de la enzima de Novo 960 libre se llevó a cabo la 

reacción de hidrólisis de inulina de chicoria con la enzima tratada a seis temperaturas (40, 

50, 60, 70, 80 y 90°C) durante dos horas, y posteriormente se realizó la hidrólisis con una 

solución de inulina al 0.5 % m/v en buffer de acetatos 100 mM pH 5 a una temperatura de 

60°C (Gráfica 10) 

 

La temperatura a la cual se obtuvo un mayor rendimiento fue a 50°C obteniendo 1.573 

mg/ml de fructosa. También se puede apreciar la disminución de producción de fructosa 

conforme se aumentó la temperatura de tratamiento de la enzima, hasta no obtener 

ningún producto de hidrolisis al llegar a los 90°C, lo que indicaría la inactivación total de la 

enzima. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfica 10. Termoestabilidad de la enzima libre de Novo 960. Todos los experimentos se 
hicieron por duplicado. 

 
 

Posteriormente se determinó la termoestabilidad del catalizador obtenido a diferentes 

tiempos de maduración (16, 24 y 48 hrs), tomando una muestra de 100mg de material 

inmovilizado agregando 1 ml de buffer de acetatos 100Mm pH 5 y elevando a la 
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temperatura determinada durante 2 horas, posteriormente se decantó el buffer y se llevó 

a cabo la hidrólisis agregando 1ml de solución de inulina al 0.5% m/v en buffer de acetatos 

100Mm pH 5 a 60°C, el producto de la reacción se cuantificó mediante el método DNS 

(Miller, 1959). 

En la Gráfica 11 se observa la producción de fructosa después de tratar la enzima 

inmovilizada a diferentes temperaturas. El mayor decaimiento de actividad se tiene al 

realizar la hidrólisis con el inmovilizado tratado a 70°C, y disminuye la actividad conforme 

aumenta la temperatura. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Grafica 11. Termoestabilidad de enzima NOVO 960 inmovilizada en sol-gel. 
 

 

9. Conclusiones 

 
• Se determinaron las mejores condiciones de reacción para la hidrólisis de inulina de 

chicoria con la inulinasa Novo 960 libre, obteniendo un máximo rendimiento de 

fructosa a 60°C y a pH de reacción de 5 

• Se obtuvo un biocatalizador de inulinasa NOVO 960 por atrapamiento en sol gel 

capaz de hidrolizar la inulina de chicoría produciendo fructosa y utilizando 

Tetrametilortosilicato como precursor para la polimerización. 
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• Se obtuvieron tres materiales madurados a 16, 24 y 48 horas, obteniendo 56, 49 y 

63% de actividad relativa para cada uno. 

• Se comprobó la homogeneidad del inmovilizado por atrapamiento de proteína 

verde fluorescente (GFP) en una matriz de sol-gel utilizando Tetrametilortosilicato 

como precursor de la polimerización. 

• Se analizaron por medio de Microscopia electrónica de barrido (SEM) los tres 

catalizadores obtenidos, con el fin de apreciar la morfología y el tamaño de partícula 

de cada material obtenido. 

• Se realizaron 5 ciclos de reúso para cada inmovilizado, concluyendo que el 

catalizador de 16 horas pierde el 81.47% de su actividad después del primer ciclo. 

El catalizador de 24 horas disminuye su actividad en un 53.3% después del primer 

ciclo y el catalizador de 48 horas pierde el 82.87% de actividad después del primer 

ciclo. Así que ell inmovilizado que más retiene su actividad durante los 5 ciclos es el 

catalizador madurado durante 24 horas. 

• Se analizó la termoestabilidad de los tres catalizadores en un intervalo de 

temperatura de 40 a 90⁰C, observando una máxima actividad a 60⁰C para los tres 

materiales y un notable decaimiento al aumentar la temperatura a 70⁰C. 

 

 

10. Perspectivas 

 
➢ Purificar a la mezcla de enzimas presentes en la solución comercial, para cuantificar 

la actividad de la enzima libre y compararla con los resultados obtenidos. 

➢ Inmovilizar a las enzimas purificadas por atrapamiento en sol-gel y comparar la 

actividad relativa. 

➢ Cuantificar los fructooligosacáridos obtenidos mediante la hidrólisis de inulina. 
 

➢ Estudiar los tiempos de maduración del sol gel y así como las proporciones de 

alcóxido y enzima. 
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