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Resumen

Los procesos para inmovilizar enzimas han
permitido mejorar, significativamente, la
estabilidad y hacer posible el uso de estos
biocatalizadores en aplicaciones analiticas como
biosensores; médicas e industriales como quimica,
farmacéutica, alimentaria y de tratamiento de
residuos. Esta revision presenta los diferentes
métodos de inmovilizacion de enzimas, los efectos
sobre las propiedades cataliticas y la aplicacion de
los biocatalizadores.

Palabras clave: inmovilizaciéon de enzimas,
aplicaciones, efectos.
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Abstract

The processes for immobilizing enzymes have
significantly improved stability and allow the use
of biocatalysts in analytical applications such as
biosensors, medical applications and industrial
applications in the chemical, pharmaceutical, food
and waste treatment. This review presents different
methods of immobilization of enzymes, the effects
on the catalytic properties and application of
biocatalysts.

Key words: enzyme immobilization, applications,
effects.
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1. Enzimas

Como es bien conocido, las enzimas muestran
alta especificidad hacia el sustrato; cada enzima
actiia sobre un sustrato en particular y lo
trasforma en un producto determinado. Los
sitios de enlace de las enzimas al sustrato son
sitios activos, los cuales estan formados por los
grupos R de 2, 3, 4 6 5 aminoacidos o por un
cofactor enzimatico, y su especificidad por el
sustrato proviene, principalmente, de la
conformacion estérica entre los aminoacidos
participantes. Esa especificidad del complejo
sustrato—enzima hace que las enzimas sean
consideradas como los catalizadores
heterogéneos ideales, en los que se puede
simular el mecanismo de su actividad catalitica;
sin embargo, su actividad y especificidad se ve
opacada debido a las estrechas condiciones de
reaccion, en particular por cambios de pH,
temperatura y concentracion de sustrato [1].

Tres factores esenciales deben ser tenidos en
cuenta en las enzimas: (I) la velocidad de
reaccion (actividad catalitica), (II) la extension
de la reaccién (constante de equilibrio) y (III)
la duracién de la actividad (estabilidad) [1] [2].
La importancia de cada factor depende de la
aplicacion, pero la estabilidad esta ligada a
costos operacionales y, como tal, es un factor
que determina la aplicabilidad del sistema,
siendo necesario diferenciar entre estabilidad
de almacenaje y estabilidad de operacién [3].
La primera hace referencia a condiciones no
criticas, mientras la segunda aplica al proceso
en si, siendo posible abordarse desde distintos
enfoques; no obstante la inmovilizacion en
soportes poliméricos resulta ser muy atractiva
comparada con otras técnicas (ej. enzimas

estables, adicién de estabilizantes, modificacidén
quimica, ingenieria de proteinas) [1] [4].

Las metodologias convencionales de procesos
quimicos han sido desarrolladas para la
produccidn, separacion y determinacion
analitica de una gran variedad de nuevos
productos. Los procesos alternativos mas
seguros y eficientes con el medio ambiente y
de gran ahorro energético estan siendo muy
utilizados y solicitados [1] [5].

Recientemente, la biotecnologia ha tenido un
gran avance en el uso de enzimas con
aplicaciones industriales en la obtencion de
productos quimicos, alimentarios vy
farmacéuticos [6], porque éstas presentan
caracteristicas que hacen mas apropiados los
catalizadores convencionales no bioldgicos [5]
[6]. Entre estas caracteristicas se encuentran:

= Presentan una gran actividad y eficiencia
catalitica [5] [6] [7].

= Muestran una gran especificidad de sustrato,
isomeria Optica (estereoselectividad) y
regioselectividad [5] [6] [7].

= Son muy activas a temperatura ambiente y
presion atmosférica [5] [6] [7].

Estas caracteristicas pueden garantizar que la
reaccion catalizada no sea afectada por
reacciones paralelas, dando como resultado la
obtencién del producto final requerido,
mientras que la obtencién de subproductos no
deseados se elimina [7]. Esto proporciona un
alto rendimiento en la produccidn,
minimizando costos en el proceso y
permitiendo que biotecnolégicamente sea
rentable [6] [7].
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Son indiscutibles estas ventajas, pero también
se detectan algunos problemas [5] [6] [7] como:

= Alto costo en el aislamiento y purificacion
de las enzimas.

= La inestabilidad de sus estructuras una vez
que son aisladas de su ambiente natural.

= Sensibilidad a las condiciones no 6ptimas en
el proceso.

= Estrecha variacion de rangos.

= Trazas de sustancias que pueden actuar como
inhibidores.

Ademads, las enzimas, generalmente, operan en
condiciones suaves de temperatura, presion y
pH con velocidades de reaccion similares a las
logradas por catalizadores quimicos en
condiciones mds extremas [3]. Por otra parte,
las enzimas, practicamente, no presentan
problemas de eliminacién, ya que la mayoria
de las proteinas y los péptidos son
biodegradables y faciles de retirar de los
sistemas tratados [6] [7]. Este conjunto de
caracteristicas de las enzimas son una ventaja
como catalizadores, que han sido estudiados y
explotados desde 1960; varios procesos han
sido desarrollados con éxito en la industria, por
ejemplo, en la producciéon de algunos
productos alimenticios, farmacéuticos y
agroquimicos, pero ahora cada vez mas a partir
de la sintesis quimica organica [1] [7].

2. Inmovilizacion de enzimas

La inmovilizacion de enzimas es un proceso
por el cual se restringe el movimiento de las
enzimas; es decir, se confina a la enzima en una
regién definida del espacio, para dar lugar a
formas insolubles que retienen su actividad
catalitica y que pueden ser reutilizadas en los
diferentes procesos [6] [9] [10]. Recientemente,
se define como la restriccién de los grados de
libertad de movimiento de enzimas, organulos,
células, por unién a un soporte [6] [9] [10].

Las enzimas pueden ser inmovilizadas por una
gran variedad de métodos (figura 1), que
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pueden ser clasificados ampliamente en:
retencidn fisica, donde existen interacciones
débiles entre la enzima y el soporte, y union
quimica, donde se forman enlaces covalentes
con la enzima [1] {10].

En la retencidn fisica se encuentran [16] [12] [16]
[17] [21] métodos como:

= Atrapamiento de la enzima en un reactor de
- membrana

» Adsorcion sobre soportes solidos

» Inclusién o entrapamiento en gel

» Microencapsulacién con membranas solidas
y liquidas

= Formacién de peliculas enzimaticas de
Lagmuir-Blodgett

= Ensamblamiento capa por capa

En la unidn quimica se encuentran [6] [12] [16]
[17] [21]):

= Unidn covalente a soportes sélidos

s Entrecruzamiento con reactivos multifun-
cionales de bajo peso molecular

s Co-entrecruzamiento con otras sustancias
neutras como proteinas

Figura 1. Principales métodos para inmovilizar
enzimas. a) Adsorcién, b) Atrapamiento, ¢) Entre-
cruzamiento, d) Enlace covalente [13] [17].




en. Se deben tener en cuenta algunas = Costo del soporte
nes consideraciones para inmovilizar una enzima, = Economia del proceso de produccién
;fgsl ast [10] {17 = Naturaleza del sustrato
. Mod'o.de f?,mpleo (continuo o Batch) A continuacion, en la tabla 1, se presenta un
[16] = Reutilizacion resumen de las ventajas y desventajas de los
» Disponibilidad y costo de la enzima métodos mas utilizados para inmovilizar
» Necesidad de purificacién del producto enzimas.
rde §
% Tabla 1. Ventajas y desventajas de métodos de inmovilizacion [13] [17]
METODO VENTAJAS DESVENTAJAS
idas e Los centros activos permanecen e Posible desorcion de enzimas por
inalterados cambios en pH, temperatura
de Adsorcién o No se requieren reactivos y las etapas | e Métodos no especificos para
| de activacion son sencillas cada reaccién/enzima
. e Meétodo sencillo y econémico
% o Estabilidad de la enzima. No se desliga | ¢ Método costoso y complicado
§ o Método muy flexible, segin se elijael | o La actividad puede reducirse si los
[16] % Enlace agente portador y método de enlace reactivos usados son tdxicos para la
covalente enzima
g o Los centros activos pueden modificarse
§ o dafiarse durante el proceso
¢ g o Enzima muy estable, fuertemente o Puede dafar los centros activos
un- . enlazado o Puedehaber problemas difusionales que
| Entre- o Puede usarse en combinacién con la limiten el rendimiento
cias | cruzamiento adsorcion, para prevenir pérdida de o Pérdida de la enzima durante preparacion
catalizador
Membranas o Simplicidad o Problemas difusionales debidos a
: f o Posibilidad de uso simultaneo de la membrana :
% varias enzimas e Posible inactivacion de enzimas,
| . » Uso de membranas selectivas: control sometidas a fuerzas de cizalla elevadas
% de sustratos/productos en mezclas e Mal funcionamiento a bajas
% o Proteccién de la enzima ante inhibicién concentraciones de sustrato (adsorcion
' § envenenamiento de este en la membrana)
g o No hay pérdidas o Estricto control del tiempo de residencia
| o Adecuado para sustratos de alto peso para sustratos de bajo peso molecular
% molecular, buen contacto enzima-
. sustrato, altas conversiones

Por otra parte, con la enzima inmovilizada se
deben considerar algunos factores [10] [15] 18]:

% = Inactivacion térmica por la larga vida media
. de las enzimas inmovilizadas.

g:

. ® Vulnerabilidad a niveles bajos de inhibidores
lizar % irreversibles.

ntre-

= Contaminacion con organismos que ataquen
al catalizador, al sustrato o al reactor.

= Mayor control de las enzimas inmovilizadas.
= El proceso de inmovilizacion debe mantener

intacta la estructura de la proteina y no
bloquear el sitio activo.

» La unién al soporte debe ser muy estrecha.
» La enzima se debe ligar al soporte por sus

grupos periféricos.
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En la figura 2 se destaca la seleccién del método para inmovilizar enzimas, de acuerdo con su

naturaleza [10] [15].

METODOS DE INMOVILIZACION DE

ENZIMAS
METODOS PARA ENZIMAS METODOS PARA ENZIMAS
SOLUBLES INSOLUBLES
Sin transformacién qufmica }(————){ Con transformacién quimica
RETENCION FfSicA | | retencionauimica |
| atraramienTo k—l——)! INCLUSION EN MEMBRANA |
UNIGN A UN SOPORTE [ remicutapo |
Ve | [ reras | [ encasutacion | [ Reactomes | ——
| puro | | co-ReTicuLADO |
[ ADSORCION | UNION ENLACE | QUELACION |
COVALENTE 16NICO

Figura 2. Seleccién del método para inmovilizar enzimas

Para inmovilizar enzimas se han venido
utilizando soportes poliméricos naturales,
sintéticos, organicos e inorganicos, pero estos
tienen una estabilidad pobre en su estructura;
aunque ha existido un gran interés durante
largo tiempo en el uso de polimeros orgéanicos
como soporte para biocatalisis [7] [19] [20].
Estos soportes presentan caracteristicas, tales
como: biocompatibilidad, biodegrabilidad
hacia productos inofensivos, no presenta
toxicidad, fisiologicamente inerte, hidrofilia,
afinidad marcada hacia las proteinas y resistencia
mecanica; estas caracteristicas -bioldgicas y
quimicas- hacen de estos unos biomateriales
deseados parainmovilizar enzimas, permitiendo
que la enzima inmovilizada mantenga
relativamente su actividad biologica y estabilidad
[19][20]. Por otra parte, el uso de soportes mejora
la velocidad del transporte de la enzima e
incrementa el coeficiente de permeabilidad; sin
embargo, puede disminuir la capacidad de
adsorcion de la proteina y la resistencia mecanica
del biocatalizador no cambia [22].
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Se han inmovilizado algunas enzimas por el
método de enlace covalente, utilizando algunos
polimeros como: 1-etil-3-(3 propil dimetilamino)
carbodiimida clorhidrato [23]; membrana de
nylon grafeada con glicidil metacrilato [24],
grafeada con ciclohexil metacrilato [25];
polipropileno grafeado con acido acrilico [26];
gelatina [27]; peliculas en gel de
polidihidroxietil metacrilato [28]; co-acrolein
poliestireno [29]; fibras de poliacrilonitrilo [30]
[31]; polietileno modificado [32] [33]; polipirrol
[34]; quitosano [35] [42]; alcoholes poliméricos

- [43] [44] [45]; acrilamida [46]; caolinita [47];

resinas de intercambio idénico [48]; colageno

[49]. Por el método de adsorcién: silica [50] [52]; -

titania [53] [56]; membranas de polianilina [57];
hidroxiapatita [58] [59]; vermiculita [60];
altmina [61]; caolinita [62]. Por el método de
encapsulacion: alginato [63]; quitosano [64] [65];
nylon [66] [67]; acetato de celulosa [68]; lecitina
[69]; carragenina [70]. Por el método de
entrapamiento en gel: silicato de sodio por sol-
gel [71]; polisiloxano [72] [73];, gel de
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poliacrilamida [74]; compositos de celulosa-
TiO, [53] [75]; agar gel [76] [77]; gel de agarosa
[78]; fibras de acetato de celulosa-Zr [79].

Ademas, existe una gran variedad de aditivos
como estabilizadores de entrapamiento de
proteinas por sol-gel. La adicion de osmolitos
a las enzimas, durante y después de entrapar,
puede tener efectos significativos sobre la
estabilidad térmica y sobre la actividad
enzimatica, por ejemplo, la adicion de sorbitol
2,0 M -durante la encapsulacion de RNAsa T1
o R- quimotripsina en materiales derivados de
TEOS incrementa la estabilidad térmica de las
proteinas encapsuladas a 17 °C [80]; estos
resultados sugieren que el uso de osmolitos
puede ser un buen método para incrementar
la estabilidad de las proteinas durante o
después del entrapamiento, lo cual puede
explicarse debido a la alteracion de los efectos
de hidratacién, como a la interaccién
proteinas— matriz de silica y cambios en la
porosidad de la matriz. Pese a esto, una matriz
sol-gel ofrece algunas ventajas para el
entrapamiento de biomoléculas y el desarrolio
de biosensores; de igual manera, las
condiciones de proceso a bajas temperaturas,
simplicidad y porosidad controlable hacen de
esta metodologia una de las mas importantes
en el desarrollo de matrices adecuadas para el
entrapamiento de enzimas [81].

Por otra parte, durante las tiltimas dos décadas
se han hecho considerables esfuerzos en la
modificacién de materiales renovables que
puedan ser usados, entre los que se cuentan:
polimeros biodegradables [82], productos de
partida de sintesis de alto valor agregado o
biocombustibles; entre estos materiales
renovables, los polisacaridos son ampliamente
estudiados, mostrando qué reacciones de
entecruzamiento proveen de hidrofobicidad a
estos materiales, en especial al almiddn, y cuales
modificaciones quimicas incluyen reacciones
de anclaje y sustituciones no degradativas de
hidroxilos del almidon o del acetato de celulosa
con grupos funcionales como ésteres, éteres,
isocianatos y anhidridos [83].

3. Aplicaciones de enzimas inmovilizadas

Las enzimas inmovilizadas tienen una gran
variedad de aplicaciones industriales, analiticas
y médicas [7] [86] [88]. Estos sistemas
inmovilizados simplifican los procedimientos
quimicos, pues reducen el nimero de etapas en
la sintesis, mejorando la pureza de los productos
que pueden ser regio-esteroeselectivos,
obteniendo asi productos con propiedades
deseadas [84].

3.1 Aplicaciones industriales

Farmacéutica. Trabaja con moléculas labiles y
con moléculas quirales. Las enzimas son unos
reactivos quirales estrictos; es decir,
biocatalizadores con wuna estructura
tridimensional asimétrica definida que
permiten la obtencion de productos de gran
pureza Optica como farmacos, hormonas o
antibioticos [6] [7] [84].

Alimentaria. Se utilizan en el procesado, la
preparacion y la conservacion de los alimentos
en procesos tales como: hidrélisis de proteinas,
hidrolisis de hidratos de carbono en la mejora
de las caracteristicas organolépticas, obtencion
de edulcorantes y aditivos alimentarios,
interesterificacién de aceites y grasas [6] 7] [84].

Quimica. Se utilizan en la obtencién de
acrilamida, compuesto ampliamente utilizado
en la preparacion de diferentes polimeros,
aditivos y en el tratamiento del petroleo. En la
obtencién de productos de alto valor agregado,
como la sintesis de péptidos, fragancias e
insecticidas [6] [7] [84].

Tratamiento de aguas residuales. Reduccion
de nitratos a nitritos en aguas residuales [89].
El benceno es otro compuesto muy tdxico
que puede ser degradado mediante células
de pseudomona putida, atrapadas en geles
de poliacrilamida [90].

En la tabla 2 se muestran algunas enzimas
con aplicaciones industriales.
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Tabla 2. Enzimas inmovilizadas utilizadas en aplicaciones industriales [1] [3] [5] [7]

Adiponitrilo

ENZIMA (EC ntuimero) SUSTRATO PRODUCTO
Glucosa isomerasa (5.3.1.5) Glucosa Fructosa (jarabe de maiz)
B-Galactosidasa (3.2.1.23) Lactosa Glucosa y galactosa (lactosa libre y suero)
Lipasa (3.1.1.3) Triglicéridos Sustitutos de manteca de cacao
Nitrilo hidratasa (4.2.1.84) Acronitrilo Acrilamida
3-Cianopiridina Niconamida

5-Cianovaleramida

Aminoacilasa (3.5.1.14)

D,L-Aminoacidos

L-aminoacido (metionina, alanina,
fenilalanina, triptéfano, valina)

Rafinasa (3.2.1.22) Rafinosa Galactosa y sucrosa (rafinosa libre en solucién)

Invertasa (3.2.1.26) Sucrosa Mezcla de glucosa y fructosa (aziicar invertido)

Aspartato amonioliasa (4.3.1.1) Amonio+Acido Acido L-aspértico (para fabricar edulcorante
fumarico aspartamo)

Termolisina (3.4.24.27) Péptidos Aspartame

Glucoamilasa (3.2.1.3) Almidén D-Glucosa

Papaina (3.4.22.2) Proteinas Remueve la “niebla fria” en cervezas

Penicilina amidasa (3.5.1.11)

Penicilinas Gy V

Acido 6-aminopenicilico (precursor de la
ampicilina)

b-Tirosinasa (4.1.99.2)

Pirocatecol

L-DOPA

Tabla 3. Enzimas inmovilizadas utilizadas en aplicaciones analiticas [3] [7] [88] [91]

ENZIMA (EC niunero) SUSTRATO APLICACIONES
Glucosa oxidasa (1.1.3.4) Glucosa Diagndéstico y tratamiento de diabetes. Ciencia
de alimentos. biotecnologia.
Peroxidasa del rabano picante (1.11.1.7) H,0, Inhibicién basada en la determinacion de
iones de metales pesados y pesticidas.
Lactato oxidasa (1.13.12.4) Lactato Medicina deportiva, cuidados criticos, ciencia

de alimentos, biotecnologia.

Tirosinasa (1.14.18.1)

Fenol y polifenoles

Determinaciéon de compuestos fenolicos en
alimentos, inhibicidén basada en la
determinacion de carbamato en pesticidas.

Glutamato oxidasa (1.4.3.11) Glutamato Ciencia de los alimentos, biotecnologia.

Ureasa (3.5.1.5) Urea Diagnésticos médicos, rifiones artificiales,
monitoreo ambiental.

Alcohol deshidrogenasa (1.1.1.1) Etanol Ciencia de los alimentos, biotecnologia.

Acetilcolinesterasa (3.1.1.7) Acetilcolina, Inhibicién basada en la determinacion,

acetiltiocolina organofosforados y carbamato en pesticidas.

Colina oxidasa (1.1.3.17) Colina Enzimas usadas en conjunto con
aceticolinesterasa.

Lactato deshidrogenasa (1.1.1.27) Lactato Medicina deportiva, cuidado critico, ciencia
de los alimentos, biotecnologia.

Colesterol oxidasa (1.1.3.6) Colesterol Aplicaciones médicas.

Penicilinasa (3.5.2.6) Penicilina Aplicaciones farmacéuticas.

Alinasa (4.4.1.4)

Cisteina sulfoxido

Industria de alimentos (productos derivados
de ajos, cebollas y puerros).
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3.2 Aplicaciones analiticas. Las enzimas
inmovilizadas son usadas, principalmente, en
biosensores, que se han convertido en una
herramienta importante en medicina, control
de alimentos y del medio ambiente [6] [7]. Un
biosensor contiene una molécula bioldgica
inmovilizada préxima a un traductor, que en
contacto con el analito transforma la sefial
quimica producida en una sefial eléctrica o de
otro tipo (Optica, calorimétrica, actstica) [85].
Algunas de las enzimas usadas en biosensores
se presentan en la tabla 3 [86] [88].

3.3 Aplicaciones médicas. La inmovilizacion de
enzimas incluye diagnostico y tratamiento de
enfermedades. Estas enzimas reemplazan
terapias, pueden actuar como células artificiales
y 0rganos, y recubrir materiales artificiales para
mejorar biocompatibilidad. La aplicacion de
enzimas inmovilizadas puede producir
problemas de toxicidad en los humanos,
alergias y reacciones inmunoldgicas, asi como
se afecta su estabilidad in vivo [6] [7] [88]. En
la tabla 4 se observan las diferentes enzimas
inmovilizadas usadas en aplicaciones médicas

[1] [6] 7] [92].

ENZIMA (EC némero) CONDICION
Asparginasa (3.5.1.1) Leucemia
Arginasa (3.5.3.1) Cancer

Ureasa (3.5.1.5)

Rinones artificiales, desérdenes urémicos

Glucosa oxidasa (1.1.3.4)

Pancreas artificial

Carbonato deshidratasa (4.2.1.1) + Catalasa (1.11.1.6)

Pulmones artificiales

Catalasa (1.11.1.6)

Acatalasemia

Glucoamilasa (3.2.1.3)

Enfermedad de almacenamiento de glicégeno

Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (1.1.1.49)

Deficiencia de Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

Xantina oxidasa (1.1.3.22)

Enfermedad de Lesch-Nyhan

Fenilalanina amonio liasa (4.3.1.5)

Fenolcetonuria

Heparinasa (4.2.2.7)

Procedimientos de terapia extracorporal

Urato oxidasa (1.7.3.3)

Hiperuricemia
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