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INTRODUCCION 

Las enzimas son catalizadores biol6gicos qu~ inter

vienen activamente en todos los procesos propios de los 

sistemas vivos. Son macromoléculas protéicas que aumen

tan la velocidad de las reacciones químicas a través de 

una uni6n transitoria con el sustrato y las cuales, al -

final de la reacción no resultan modificadas, ya que no 

forman enlaces químicos permanentes con el sustrato. 

Conforme se ha avanzado en el conocimiento de 1a es 

tructura y funci6n de las enzimas que se encuentran en -

las células, se ha hecho cada vez más evidente el papel 

tan importante que tienen dichos catalizadores para todos 

los sistemas biológicos y se han abierto mayores perspec

tivas de comprensión y manipulación de estas macromolécu

las maestras. 

Las enzimas no solo son importantes desde un punto -

de vista biológico, sino también desde un punto de vista 

practico, ya que son moléculas muy específicas, eficientes 

y actuan a su máxima capacidad bajo condiciones relativa

mente suaves de temperatura, pH y presión. Lo cual las -

hace muy adecuadas para utilizarse en la producción de 

compuestos de importancia práctica. De hecho, aun sin te 

ner conocimientos de las enzimas como entidades bioquími

cas, el hombre ha utilizado la actividad enzimática desde 



la antigüedad en la elaboración de pan, quesos, cerveza, 

vino etc., así corno en el ablandamiento de carnes. El -

estudio formal de las enzimas se inició a finales del -

siglo pasado, sin embargo, no fue sino hasta los cincuen 

tas cuando la utilización práctica de las enzimas se ern

pez6 a estudiar en forma sistemática. 

Corno las enzimas ofrecen ventajas sobre los proce-

sos químicos, se ha ampliado cada vez más su utilización. 

Llegando en la actualidad al uso de enzimas en procesos 

industriales, en química analítica y en medicina clínica. 

Sin embargo, de las aproximadamente 2 000 enzimas descri 

tas a la fecha, solo una parte muy pequeña de ellas, se -

usan en procesos prácticos. Por lo que se vislumbra un 

gran potencial de utilización práctica de las enzimas en 

un futuro cercano. Hasta ahora la mayoría de las enzimas 

utilizadas han sido de tipó hidrolítico y extracelular, -

debido a la mayor facilidad que presentan de producción, 

atención y purificación. 

Para una arnpliaci6n del número de enzimas utiliza--

bles y de los procesos prácticos en las que intervendrían, 

es necesario tener en mente que existen factores lirnitan

tes, debido a que la mayor parte de las enzimas presentan 

las siguientes características: se producen en pequeñas -

cantidades, se localizan dentro de las células, requieren 

de la presencia de coenzimas o cofactores para expresar -

su actividad, son inestables en las condiciones de opera 

ci6n y son solubles en los medios acuosos donde expresan 



su actividad. De tal forma, para ampliar la utilización 

de las enzimas o para optimizar el aprovechamiento de las 

que ya estan siendo utilizadas, será necesario contar con 

métodos más eficientes de producci6n, de obtenci6n, de pu 

rificación, de estabilizaci6n y de utilización. 

Debido a que no es el propósito de este trabajo el -

analizar en detalle todos estos puntos, la discusión si-

guiente se centrara en el último de ellos. 

Inicialmente las enzimas de interés práctico fueron 

utilizadas en forma soluble en extractos libre de células 

crudos o parcialmente purificados. Las preparaciones so

lubles presentan una baja actividad específica y no se 

pueden recuperar fácilmente al final de la reacción lo 

cual no permite tener un control preciso del proceso y lo 

hace poco eficiente al perder la enzima al final de la 

reacción. 

Una posibilidad de hacer más eficiente la utilización 

de las enzimas que se ha desarrollado en los últimos años, 

ha sido el de la insolubilización de las enzimas a través 

de su inmovilizaci6n a soportes sólidos. De esta forma -

se obtienen derivados activos insolubles que pueden ser -

removidos fácilmente de las mezclas de reacción aumentan

do de esta forma el control sobre la reacción y pueden -

usarse también en reactores bioquímicos de operación con

tínua, requiriendose para ello solamente de filtros ade-

cuados para retener las partículas del soporte donde está 



fijada la enzima. Por otro lado, también se ha visto la 

importancia que pueden tener los derivados activos insolu 

bles para usarlos corno modelos en el estudio del comporta 

miento de las enzimas en interfase sólido-líquido, debido 

a que muchas enzimas en la célula no se encuentran en fa

se acuosa sino relacionadas a membranas. 

En retrospectiva es muy difícil poder decir si el in 

terés en la inmovilización de enzimas a soportes sólidos 

surgió corno una forma de estudiar mecanismos celulares o 

por un interés primario en las aplicaciones prácticas. -

En cualquier caso el nuevo enfoque de fijación de enzimas 

ha traido corno consecuencia una gran cantidad de trabajos 

de interés enzirnológico y a llevado al establecimiento de 

procesos enzimáticos a escala industrial. Entre los gru

pos de investigación en inmovilizaci6n de enzimas y que -

han contribuido significativamente al campo, se encuen--

tran; el grupo de E. Katchalski en el Instituto Weizrnann, 

en Israel, el de M.D. Lilly e~ la Universidad de Londres 

en Inglaterra, el de J. Porath en la Universidad de - - -

Uppsala en Suecia, el de M. Manecke-en Alemania y poste-

riormente muchos otros en los Estados Unidos, Japón y Fran 

cia. 

La cantidad de trabajos publicados sobre los diferen

tes aspectos de las enzimas inmovilizadas es cada vez ma

yor, pero corno no es mi intención hacer una revisión bi-

bliográfica, solamente señalaré que existen algunas revi-



siones que contienen bastante -información sobre este tema: 

Silman and Katchalski (1966); Kay (1968); Melrose (1971); 

Mosbach (1971); Gryszkiewcz (1971); Zaborsky (1973) y - -

Royer et al. (1973). 

Un aspecto central de la inmovilización de enzimas -

ha sido el desarrollo de métodos que conduzcan a la fija

ción duradera de la enzima a un soporte sólido. Los me-

todos reportados de inmovilización de enzimas se pueden -

agrupar basicamente en tres tipos: unión covalente de la 

enzima, adsorción de la enzima a materiales cargados y el 

atrapamiento de la enzima en mallas o microcápsulas. Sin 

embargo, en la actualidad se manejan muchos otros metodos 

de inmovilización que son variaciones de estos tres, o -

combinaciones de ellos. 

Los reactivos, mltodos y soportes utilizados en la -

inmovilización de enzimas son actualmente de una variedad 

muy grande. Los reactivos comprenden desde moléculas re

lativamente simples como el glutaraldehído, hasta molecu

las mas complejas como el ácido 4, 4' -diisotiocianatobi

fenilo-2, 2' -disulfónico. Los métodos van desde la sim

ple adsorción de la enzima a soportes cargados sin~la in

tervención de otros reactivos, hasta el uso de métodos -

complejos de activáción del soporte y de la enzima antes 

de la inmovilización, los cuales requieren de varios pa-

sos para llevarse a cabo. La variación de los soportes -

es todavía mayor, practicamente cualquier cosa se ha uti

lizado de soporte. Esencialmente se han usado soportes -



inorgánicos corno; óxidos de fierro, de níquel y de tita-

nio, vidrio, cerámica, arena, etc., Entre los soportes 

orgánicos se han usado polímeros naturales corno; ceftulosa, 

colágena, dextranas, quitina, etc., así corno derivados de 

ellos. También se han usado polímeros artificiales tanto 

solubles corno insolubles, tal es el caso del polivinilo, 

poliarninoácidos, poliestireno, polietilenirnina, polietilen 

rnaleico, etc. 

A pesar de la diversidad de los métodos de inmovili

zación y de los soportes que estan disponibles, actualrnen 

te todavía no es posible predecir el mejor método y el me 

jor soporte para una enzima determinada. Lo cual implica 

que para cada enzima se tendrá que determinar ernpÍricarnen 

te el método y el soporte con los que se obtenga un ele

vado porcentaje de actividad y que sean simples y de bajo 

costo. En muchas oca·~ones una misma enzima puede presen 

tar muy diferentes porcentajes de actividad retenida cuan 

do se inmoviliza a dos soportes diferentes usando un mis 

rno método, o cuando se inmoviliza a un mismo soporte por 

dos métodos diferentes. 

Aunque la preparación y caracterización de enzimas -
. 

inmovilizada son interesantes en cuanto el comportamiento 

de las enzimas en fase sólida-líquida, desde un punto de 

vista práctico es importante el buscar en la inmovilización 

obtener derivados insolubles que retengan el 100% de la -

actividad soluble y que presenten una adecuada estabilidad 



bajo condiciones de opera~ión continua. 

A pesar de que existen decenas de enzimas inmoviliza 

das a diferentes soportes, solo muy pocas estan siendo -

explotadas comercialmente, esto se d~be a que si bien las 

enzimas presentan ventajas potenciales sobre las solubles, 

la importancia real de ellas, dependerá de las caracterí~ 

ticas del proceso donde se va a utilizar, de los costos -

relativos de la enzima, del soporte, de la energía, y de 

la mano de obra en un momento determinado. Es decir, pa

ra poder determinar con mayor precisión las posibili~ades 

prácticas reales de una enzima inmovilizada es necesario 

llevar a cabo una etapa de evaluaci6n despues de obtener 

los resultados de laboratorio. 



El caso de la Glucosa Isomerasa 

Desde el establecimiento de la utilizaci6n de la -

aminoacilasa inmovilizada en la producci6n industrial -

de L-aminoácidos, se han incrementado los estudios para 

utilizar industrialmente otros sistemas enzimáticos. 

Dentro de las enzimas de mayor aplicación pr~ctica ac~

tual y futura, se encuentra la Glucosa Isomerasa. Esta 

enzima cataliza la conversión de D-Glucosa a D-Fructosa 

y es en realidad una xilosaiisomerasa (D-xilosa cetol -

isomerasa E.C.S.3.1.5), El interés comercial de esta -

enzima radica en que a través de su actividad se produ

ce el monosacarido D-fructosa que es un azúcar de mayor 

poder edulcorante que la sacarosa y la glucosa. 

Debido a que la reacción alcanza el equilibrio apro 

ximadamente al 50% de conversión, para obtener fructosa 

pura, se requiere llevar a cabo procesos de separación.

Sin embargo, .es posible obtener jarabes con un contenido 

del 42% sin necesidad de separar los azúcares ya que es

tos jarabes fructosados tienen propiedades similares al 

azúcar invertido (Wardrip, 1971). 

Se han reportado un gran número de microorganismos 

que producen esta actividad, entre los. que se encuentra 

Pseudomonas hydrophila (Marshall and Kooi, 1957), -

Aeróbacter cloacae (Sato and Tsumura, 1965; Tsumura and 



Sato, 1961), Bacillus megatherium (Takasaki, 1964), - - -

Aerobacter aerogenes (Natake, l964), Lactobacillus brev1s 

(Yamanaka, 1963; 1968) Escherichia intermedia (Natake, - -

1966), Streptomyces phaeochromogenes (Tsumura and Sato, -

1967; Strandberg and ·smiley, 1971), Brevibacterium - - - -

pentoaminoacidinum.(Ichimura, 1965), Streptomyces albus -

(Takasaki, 1966, Bacillus 6oagulaas (Yoshimura et al., --
. . 

1966; Danno, 1970); Streptomyces griseolus (Giovenco et -
t al., 1973), Paracolobacter1um aerogenoides (Takasaki and 

Tanabe, 1961), etc. 

Marshall y Kooi en 1957, fueron los primeros que re

portaron esta actividad de isomerasa en células crecidas 

en D-xilosa de Pseudomonas hydrophila, pero la enzima re

quería de la presencia de arsenato para expresar su acti

vidad. Posteriormente se descubrieron otros microorganis 

mas que tenían la misma propiedad de convertir glucosa en 

fructosa, pero estas enzimas también requerían la presen

cia de arsenato para poder llevar a cabo la reacci6n 

(Natake and Yoshimura, 1963; 1964). En 1966, Natake puri 

fic6 la enzima que convertía Glucosa en Fructosa hasta ho 

mogeneidad y vio que la enzima podía isomerizar Glucosa -

6-fosfato en ausencia de arsenato por lo que postul6 que 

se trataba de la enzima fosfo-glucosa isomerasa. Yamanaka 
• 

(1963) encontr6 la misma actividad en Lactobacillus brevis 

crecido en D-Xilosa, pero esta enzima no requería de la -

presencia de arsenato. Esta enzima fue purificada par---

' 



cialmente, observándose que la relación de actividad en

tre glucosa y xilosa isomerasa permanecía constante a -

través de la purificación (Yamanaka, 1963), lo cual sugi 

rió que la glucosa isomerasa y la xilosa isomerasa eran 

la misma enzima. De tal forma hasta ahora no se ha encon 

trado una verdadera glucosa isomerasa. 

Las especies de Streptomyces, probablemente han sido 

las más estudiadas como fuente de Glucosa Isomerasa que -

cualquier otro género. Sato y Tsumura (1967) fueron los 

primeros en descubrir en Streptomyces phaeoc~romogenes -

cepa SK, la actividad de glucosa isomerasa. Al purificar 

la enzima, observaron que para isomerizar glucosa y xilo

sa sólo se requería la presencia de magnesio y cobalto y 

que la presencia de magnesio protegía a la enzima de la -

inactivación, así como la glucosa la protegía de la desna 

turalización por calor. Takasaki (1966), buscó microorga 

nismos en los que se pudiera inducir la enzima sin utili

zar xilos·a y encontró una cepa de Streptomyces albus - -

(Takasaki, et al., 1969), la cual en presencia de xilanos 

producia la actividad de glucosa isomerasa y esta produc

ción se veía aumentada en presencia de cobalto en el me-

dio de fermentación. Yoshimura (1966), seleccionó de en

tre 300 microorganismos que crecían en xilosa como fuente 

de carbono a una cepa de Racillus coagulans HN-68, que ----... 

producía glucosa isomerasa en medios que contenían xilosa 

y además la producción se aumentaba cuando se proporciona 



ba manganeso al medio de cultivo. Las propiedades·de es

ta enzima, asi como sus condiciones de reacci6n la hicie

ron atractiva para su utilizaci6n a nivel industrial. Es 

ta enzima requiere la presencia de cobalto para isomerizar 

glucosa y ribosa, pero manganeso para xilosa (Danno, 1970). 

Para producir la enzima a gran escala, una vez que -

se tiene el microorganismos productor de la enzima, selec 

cionado, se requiere de la optimizaci6n de las condicio-

nes de fermentación para obtener los máximos rendimientos 

de actividad producida. Como el inductor natural, la xi

losa, es un azúcar caro, se ha buscaqo reemplazarlo por 

xilanos o con sustratos que los contengan. Asi también -

para aumentar la producci6n de enzima se han obtenido una 

gran cantidad de cepas mutantes que son hiperproductoras, 

debido a que son resistentes a represión catab6lica o cons 

titutivas, (Sánchez and Quinto, 1975). 

Como la glucosa isomerasa es una enzima intracelular, 

inicialmente se utiliz6 a la célula completa para conve.r

tir glucosa a fructosa (Yoshimura, et al., 1966; Tsumura -

et al., 1967; Takasaki, 1969). Las células de Streptomyces 
. -

albus se lisan a temperaturas menores de SOºC liberándose 

la enzima, pero el calentamiento a más de 60°C durante 10 

minutos, fija a la enzima a la célula, por lo que es rela

tivamente fácil "atrapar" a la Glucosa Isomerasa dentro de 

la célula de Streptomyces (Takasaki et al., 1969). 

Para su utilización, las células también han sido in-



movilizadas por atrapamiento o microencapsulaci6n tanto -

por métodos físicos como químicos (Kolorik et al., 1974; 

Vieth et al., 1973). 

Desde principios de los setentas, se empez6 a utili

zar la actividad de Glucosa Isomerasa para producir jara

bes fructosados a partir de hidroli~ados de almid6n y a~

un costo menor que el del azúcar invertido. 

Se ha estimado que tan solo en los Estados Unidos se 

produjeron alrededor de 2.5 millones de toneladas de jara 

bes fructosados en 1977. Estos jarabes contienen aproxi

madamente el 71% de s6lidos, son cristalinos e incoloros, 

pueden manejarse con instrumental similar al empleado pa

ra azúcar invertido o jarabes de glucosa, y deben almace

narse aproximadamente entre 30ºC y 35°C para prevenir su 

cristalizaci6n (Robinson, 1975). El jarabe normal contie 

ne aproximadamente un 42% de fructosa y es tan dulce como 

un jarabe de sacarosa y no contiene sabores ni olores que 

enmascaren otro tipo de sabor u olor, por lo que se utili 

za en muchos productos alimenticios; otra ventaja que tie 

nen es su alta presi6n osm6tica que lo previene de conta

minación microbiana. 

Para la producci6n de estos jarabes, se ha utilizado 

en general a la Glucosa Isomerasa dentro de la célula y en 

células inmovilizadas para la producci6n en lote y conti

nua a escala industrial, como por ejemplo la utilizada -

por Novo Industri A/S (Zittan et al., 1975). Esta forma 



de utilizaci6n tiene algunas desventajas, por ejemplo, co 

mo presenta una actividad específica baja, se requieren -

de grandes volúmenes para obtener la productividad desea

da, además se presentan problemas serios de difusi6n del 

sustrato y del producto a través de la membrana, también 

el producto final puede ser contaminado con productos de 

degradaci6n de la célula, lo que puede alterar el olor, -

color, sabor, etc., de éste. 

El inmovilizar a la enzima libre en un sóporte sóli

do, posee mayores ventajas que el retenerla únicamente 

dentro de la célula, puesto que se puede inmovilizar a 

la enzima libre de otros contaminantes celulares y obte-

nerse preparaciones con Actividad Específica elevada, lo 

que reduce los volúmenes de enzima empleados en el proce

so. 

La Glucosa Isomerasa se ha inmovilizado por distin-

tos métodos y a diferentes soportes como por ejemplo la -

enzima de Streptomyces phaeochromogenes se ha inmoviliza

do por enlace covalente a esferas de vidrio poroso - - -

(Strandberg and Smiley, 1972), a esferas de vidrio recu-

biertas con· Zirconio (Havewala and Pitcher, 1974; Lee et 

al., 1976), por atrapamiento en polímeros de acrilamida -

(Kasumi et al., 1974), y por adsorci6n a DEAE-Sephadex -

(Tsumura and Ishikawa, 1967) y a DEAE-Celulosa (Schnyder, 

1974). La enzima de Streptomyces griseolus ha sido inmo

vilizada por atrapamiento en fibras de triacetato de celu 

losa (Giovenco et al., 1973) y la de Bacillus sp. por - -



adsorción a DEAE-Celulosa (Huitrón and Limón-Lason, 1978). 

Se ha reportado que las preparaciones obtenidas por 

unión covalente y atrapamiento presentan una menor reten

ción de actividad que las obtenidas por adsorción. Por -

otro lado, es importante mencionar que la inmovilización 

por adsorción presenta las siguientes ventajas: es simple 

y rápida, las condiciones de inmovilización son suaves, -

es económica, se puede reutilizar-el soporte, se puede pu 

rificar, la enzima al inmovilizar, y como el sustrato y el 

producto de la Glucosa Isomerasa son moléculas neutras, -

se pueden utilizar altas concentraciones de sustrato du-

rante la operación continua. 

La enzima de Streptomyces phaeochromqgenes fue inmo

vilizada por adsorci6n a DEAE-Sephadex en 1967, pero fue 

hasta 1974 cuando se reportó que se estaba utilizando in

movilizada a DEAE-celulosa en la producción comercial de 

jarabes ricos en fructos~ por Clinton Corn Products~. En 

vista de que la utilización de la enzima de Streptomyces 

phaeochromogenes inmovilizada a DEAE-celulosa apareciera 

utilizandose comercialmente, sin haber reportes previos -

de la preparación de estos derivados insolubles, indicaba 

que las posibilidades de obtención de mejores preparacio

nes estaban abiertas, usando para ello otras fuentes de -

enzima, otros soportes de intercambio iónico y por modifi 

caciones al método de inmovilización por adsorción. 



RESUMEN 

Bajo las consideraciones mencionadas anteriormente, 

se realiz6 el trabajo que se presenta enseguida,en el -

cual se inmoviliz6 la enzima glucosa isomerasa de Bacillus 

sp parcialmente purificada, a materiales de intercambio -
. , . 
1on1co. 

Se.encontró una mayor retención de la actividad en -

DEAE-celulosa que en DEAE-Sephadex y AE-Celulosa. Hasta 

170 mg de proteína agregada por g de soporte, la activi-

dad retenida fue porporcional a la agregada y presentó en 

este rango una actividad entre 93 y 100% en relaci6n a la 

soluble. La actividad máxima inmovilizada fue de 1700 

unidades por gramo de soporte. El derivado insoluble - -

DEAE-celulosa-glucosa isomerasa fue caracterizado en cuan 

to a su pH óptimo, estabilidad térmica y Km aparente. - -

Cuando se utilizó la enzima inmovilizada en columnas empa 

cadas se observ6 una disminución de la actividad durante 

el tiempo de operaci6n. Este efecto fue menor a bajas -

concentraciones de Mg 2+ y fue afectado por la geometría -

de la columna. Así también no se encontraton limitaciones 

difusionales en las columnas empacadas. 



CONCLUSIONES 

Como conclusión de los resultados obtenidos, se pue

de decir que la enzima glucosa isomerasa de Bacillus ~ -

inmovilizada a DEAE-celulosa presenta algunas ventajas -

importantes sobre otras preparaciones insolubles reporta

das hasta ahora. En primer lugar la retenci6n de la acti 

vidad obtenida fue practicamente del 100% sobre la enzima 

soluble,valor que no solo es mayor que la de otras prepa

raciones de glucosa isomerasa reportadas, sino también a 

la de otras enzimas inmovilizadas a DEAE-celulosa. La ac 

tividad máxima retenida por gramo de soporte fue mayor a 

la de cualquier otra preparaci6n obtenida por inmoviliza

ción de glucosa isomerása libre de celulas. 

Aunque la estabilidad operacional del derivado inso

luble no fue mayor que la reportada para celulas rotas e 

inmovilizadas de Bacillus ~, hay que tener en cuenta que 

no fue optimizada su utilizaci6n en el reactor continuo, -

pues se ha visto que la exposición al oxígeno decrese la -

estabilidad operacional de la enzima. Sin embargo, se ob

tuvieron incrementos en la estabilidad operacional de la 

enzima inmovilizada a DEAE-celulosa al reducir la concen--

trac1·o~n de Mg2+ 1 1 1 y a usar co umnas mas argas. 

El metodo que se ha descrito para inmovilizar la glu-



cosa isomerasa de Bacillus ~ es simple y eficiente para 

obtener preparaciones muy activas que se pueden utilizar 

en la producción continua_de mezclas de D-Glucosa y D- -

fructosa y en los que se puede reutilizar el soporte cuan 

do la columna pierde totalmente su actividad. 
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TABLE I 

Purification of Gluccse Isomerase Activity 

Supernatant ( I) 

Mn 2 + Treatment 

Ammonium Sulfate 

Dialysis 

DEAE-SP.phadex 

Protéin 
(mg) 

2200 

1600 

660 

650 

A-50 Chromatography 270 

Activity 
(units*) 

16,400 

10,300 

10,200 

9,200 

8,150 

* units = µmol D-fructose-min- 1 • 

Specific 
Activity 

(units/mg protein) 

7.5 

6.5 

15.5 

14.2 

30.2 

Yield 
(%) 

100 

63 

62 

56 

50 

...... 
H 
1-3 
::o o z 
12"' 

t-1 
H 
~ o z 
1 

t-1 
::i:,, 
(/) 

o z 

..... 
O) 



Condition 

¡, 

Fre·e Enzyme 

Immobilized Enzyme 

non-ground 

ground 

Specific Activity and K; of the Free and 

Imrnobilized Enzyme Before and After Grinding 

Specific Activity 

(units/mg protein) 

' ,. 

9.32 

10.91 

10.79 

Km app 
íM) 

0.17±0.056(14) 

0.19±0.033(7) 

0.18±0.028(8) 

K * m app 
(M) 

0.11±0.0l(G) 

0.25±0.017(6) 

Mg 2+ concentration O.OOSM except in (*), which was O.OlM K values given as m app 

- + X _S.D.(N). 

u z 
~ 

1:-i 
H 
::s: o z 
1 

1:-i 
:i:, 
en 
o z 

..... 
1.0 



Preparation of Immobilized Glucose Isomerase Activity 

Support 

AE-Cellulose 

DEAE-Sephadex A-25 

DEAE-Sephadex A-50 

DEAE-Cellulose 

Activity 
(units/g supp)"ª 

Add":?d Bound 
(A) (B) 

317 73 

317 133 
634 128 
95•) 140 

856 453 

634 590 
1263 1186 
2400 1700 

Activity 
Retained 

(B/A X 100) 

23 

42 
20 
14 

53 

93 
94 
70 

ªunits = µmol D-fructose •min- 1 

bdetermined after elution with l.OM NaCl 

ND = Not deterrnined 

Protein 
(mg/g supp) 

Added Bound 
(C) (D) 

ND ND 

34 11 
68 11 

102 11 

ND ND 

68 55 
136 106 
272 152 

Specific Activity 
(urtits/mg protein) 

Added Bounab 
(A/C) (B/D) 

ND .ND 

9.32 12.1 
9.32 11.6 
9.31 12.7 

ND ND 

9.32 10.7 
9.32 11.2 
8.82 11.2 

e: 
H 
t-3 
~ 

~ 
~ 

t-1 
H 
3: o z 
1 

t-1 
::;:,, 
Ul 
o z 

"' o 



JITRON & LIMON-LASON 21 

Figure Legends 

igure l. Chromat~graphy on DEAE-Sephadex A-50 of the enzyme pre

paration obtained by precipitation with amn1onium sulfate. 

The column, 2. 5 cm diam x 30 cm, was eluted stepwise wi.th 

O.OS, 0.1, 0.2, 0.3, and 1.0M KCl in O.OlM maleate buffer, 

pH 6.5, ata flow rate of 15 ml/hr. Fraction volumes were 

10 ml. Absorbance at 280 nm {O); glucose isomerase activi

ty (G); KCl concentration in eluant fed to column (-----). 

igure 2. Dependence of conversion on reciprocal flow rate. The 

substrate solution passed throµgh the column contained 

0.275M D-glucose, 0.001M Cb 2+ and O.OlM Mg 2 + at pH 6.9. 

~!_~re =!.:_ Immobilization of glucose isomerase to DEAE-cellulose. 

Enzyme immobilization and assays were carried out under 

standard conditions except for the cóncentration of 

protein added. 

~igure 4. Effect of pH on glucose isomerase activity in solution 

(O), and when immobilized to DEAE-cellulose (O). ·Enzyme 

assays were carried out under standard conditions except 

for the pH of the reaction mixture. 

?igure 5. F~at stability of glucose isomerase. 10 ml of pnzyme so

lution or immobilized enzyme suspended ,in distilled water 

were preincubated for 15 min at the specified temperatures, 

rapidly cooled, and the remaining activity assayed at 37ºC. 

Soluble enzyme (O); immobilized enzyme (O). 
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gure 6. Stability of DEAE-cellulose-glucose isomerase when 

used for the continuous iiomerization of D-glucose 

in a column system. 500 mg of the irrmobilized enzyme 

pr~paration were ·packed ii1to a jacketed colurnn held 

at 65ºC, and substrate was passed through the colurnn 

ata flow rate of 10 ml/hr. 1.6 x 3.0 cm colurnn 

receiving 0.275M D-glucose, 0.001M Co 2+, O.OlM Mg 2+ 

(1). 1.1 x 6.0 cm colurnn receiving l.OM o~glucose, 

0.001M Co 2+, O.OlM Mg 2+(0). 1.6 x 3.0 cm colurnn 
. + + 

receiving 0.86M glucose, 0.001M Co 2 and O.OOSM Mg 2 

(~). The initial isomerization values for runs were 

54%, 45% and 30%,respectively. 

gure 7. Stability of DEAE-cellulose-glucose isomerase in a 1.6 

x 12.0 cm colurnn, fed at 10 ml/hr a substrate solution 

containing 2.SM glucose, 0.001M Co 2+, and O.OOSM Mg 2+ 



o
 

o
 

o
 

o 
• 

• 
• 

• 
• 

f\
J 

. ~ 
en

 
e

, 
e 

~
 

) 
1 

'T
1 

N
 

~
 

o 
) 

1 
~
 

(¡
) 
1 

n 
61

 
.....

.... .....
. 

1 
o 

1 
:.J

 
~
 

O
')

 

z 
o 

,...,
. .. :J
 

->
 u (O
 -.. 

J 

A
c
ti

v
it

y
 

(u
n

it
s
/m

l)
 



~
 , .. .,, .....
. 

o <- ce
;, ... ;o
 

P,
) 

r.
¡.

. 
(O

 

o 11
 o N

 

o • o .~ o • o O
) 

o • e:
, 

co
 

o =-~ e 

N
 o 

C
on

ve
rs

io
n 

.(%
of

 l
n

iti
a

l)
 

1 
-, ' e 



A
ct

iv
it

y 
R

et
ai

ne
d 

(,
µm

ol
 

D
-F

ru
ct

o
se

/m
in

/g
 

S
u

p
p

o
rt

) 

~
 

~
 

C
,")

 
N

 
~
 

o 
o 

o 
o 

e 
o 

0 

~
I
 

'1:
J 

-,
: o ,+
 

CD
. ·~· :s 

en
 

Q
 

)>
 

o.
. "- ('t) o.
. 

..,
JI

, 
c...

;.. 
-

e;
; 

- 3 tO
 ' e.a
 

N
 o 

(J
) 
~
 

e 1
J 

' 
"O

 
"· 

o 
l 

~
 

N
 

rt
-

"' 
-

.N
 



"O
 :e 

0
')

 
. 

...
. J

 

co
 

A
c
ti

v
it

y
 C

º/
o

m
a

xi
m

u
m

) 

N
 o
 

O
')

 
o

 



100 

---~ o 
80 --- ; 

::a.. 

60 ~ 
+-' ·-> ·-,..~ 
u 

<t 
e, 

40 ~ e: ·-e: ·-ca 
E 
a, 20 
a: 

f 
1 

o 4 8 12 16 20 24 28 

Ti n1 e ( h r j 



-i
 -· 3 (!

) ,...
.. 
~
 

""
't ..._
. 

..
. ,i

,, 

o ~
 

~
 

tn
 

o ~
)
 

o o 

R
em

ai
ni

ng
. 

A
c
ti

v
it

y
 (%

 o
f 

ln
iti

al
) 

~
 

o 
... •

•. 
• i

 
1 •

 
r 

..
l\

 
o o 

1 .
. -

.
 

o
 • 

o
 e o Qt

 

0 E
) • 

e 
e e,

 

f)
 • • 9 • • o • • • • 


	Portada
	Texto
	Conclusiones
	Referencias



