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INTRODUCCTION TEORICA



Una enzima inmovilizada podrfa definirse como aquella que, por
un camino u otro, se encuentra constrefiida dentro de los confines

limitados de un soporte.

La inmovilizacion se ha de llevar a cabo en un soporte o ma-
triz insoluble, en su superficie,en su interior. Cada forma de in-
movilizacion va a tener sus ventajas y sus inconvenientes al exis-
tir una diferencia en el proceso de difusion del sustrato hacia la
enzima segin esté inmovilizada en el interior o en el exterior del
soporte, lo que va a traducirse en una conducta cinetica diferente.
Las enzimas inmovilizadas pueden tener una serie de ventajas sobre
las solubles, si esa variacién de la conducta cinetica puede ser aprg

vechada convenientemente.

La velocidad de reaccién de una enzima inmovilizada va a depen
der como en las solubles de unas condiciones operacionales tales co
mo: Temperatura, pH, composicién del sustrato, presencia de inhibi-
dores. Pero ademids de estos nos vamos a encontrar con otros mis es-
pecf{ficos de la inmovilizacién como: Tamafio del soporte, durabili-

dad de este dltimo, limitaciones difusionales, etc.

La cantidad de enzima que se pueda unir al soporte va 3 estar
influenciada por varias causas, tales como: Area aprovechable del
portador, didmetro del poro y tratamiento proporcionado a la super
ficie antes de la inmovilizacién y el posible efecto estérico. La
vida media de esta enzima unida al soporte, como en el casn de la
soluble, va a depender primeramente, de la naturaleza de la propia
enzima, de su solubilidad, de la presencia de inhibidores, de la
estabilidad respecto al pH y a la temperatura y ya particularmente
mis dirigido a las enzimas inmovilizadas, dependeri de la naturale
za del soporte, de su durabilidad y estabilidad a las condiciones

de incubacién y almacenamiento.



Respecto a los factores que podrfan influir sobre la activi-
dad de la enzima inmovilizada podrfamos citar a la presién que el
sustrato ejerce al pasar por la columna, est4 a su vez afectado
por la viscosidad, velocidad, temperatura, tamafio, forma de la par

ticula y empaquetamiento de la columna.

Las enzimas inmovilizadas van a tener una serie de ventajas so
bre las solubles, entre las que podriamos destacar una capacidad de
uso mayor, ya que bastar§ con retirar la enzima inmovilizada al fi
nalizar el proceso de catalisis y recoger el producto de la reac-
cién con alto grado de pureza libre de enzima, 1o que no ocurrirfa
si el proceso se hubiese verificado con la enzima en solucién. Al
poder usar la enzima inmovilizada repetidas veces se abaratarfa el
coste de utilizaciédn de las enzimas para diversos procesos en que
es necesaria su preseﬂcia. El proceso de inmovilizacién puede dar
lugar a estabilizar a las enzimas hacia factores externos tales
como pH, temperatura, almacenamiento y presencia de sustrato y a

la preparacién de sistemas multienzimiticos.

La mayor parte de las enzimas inmovilizadas exiben una con-
ducta cinética alterada respecto a la que pudiera tener las enzi-
mas solubles (1), Normalmente las actividades decrecen. Esto pue—
de deberse a varias causas, una de ellas serfa el cambio conforma
cional de la estructura de la enzima durante el proceso de inmovi
lizacién, otra porque tiene diferente entorno después de la inmovi
l1izacién y otra por defectos difusionales debido a que el sustra-
to debe de difundir primeramente sobre la superficie del soporte o

en su interior y después ser captados por la enzima.

Una consideracifn en el uso de la enzima inmovilizada es la

capacidad de retencién en condiciones de almacenamiento y uso. Si



la velocidad de la reaccién esti limitada por efectos difusionales,
hay un aparente incremento del perfodo de vida media de la enzima
inmovilizada (2). Este incremento en la estabilidad puede encontrar
se en concentraciones bajas de sustrato en actividades enzimiticas

altas, cuando las dimensiones del soporte sean grandes,

Puede haber un cambio de actividad de las enzimas inmoviliza-
das con respecto de las solubles, habiéndose encontrado casos en
que la Km :aparente es mis alta, respecto a la enzima soluble, en
la glucoamilasa inmovilizada en carbén activo ( 1); mls baja en ami
nocilasa inmovilizada en DEAE celulosa 8 en DEAE Sephadex, y sin
variacidn en la fosfatasa 4cida y fosfoglucomutasa inmovilizada en

silicagel (s).

A veces se ha producido por parte de la enzima inmovilizada
un cambio en la especificidad del sustrato relativo a la enzima so
luble {s). Respecto de la accién de los inhibidores también han mos
trado cambios sustanciales en la accién sobre las enzimas, bien in
crementando esa inhibicién como en la glucoamilasa (s) (7) por par
te del acetato de mercurio, 6 presentando una mayor resistencia cp
mo en la fructofuranosidasa hacia el acetato de mercurio. Con otro
agente desnaturalizante como la urea puede haber por el contrario
una activacién de la enzima inmovilizada que podrfa ser debido a que
la urea convertirfa la estructura rfgida del complejo eﬁ otra més
elistica y por eso se producfa la activacién, este caso sec da con

la’ aminociclasa en DEAE Sephadex 6 DEAE celulosa ( s )(;).



Pero el empleo de las enzimas también va a presentar una serie
de desventajas entre otras debemos de significar: a) Su coste, la
inmovilizaciédn, a parte del costo del proceso enzimitico en sf, va
a crear otros, debido al soporte, al ligando, al propio proceso de
inmovilizacién y al proceso de utilizaciédn de la enzima que al ser
mis complejo es m&s caro. b) La pérdida de actividad por parte de
la enzima inmovilizada es otro de los problemas muy a tener en cuen
ta, ya que la pérdida de la actividad puede ser muy elevada. c) Co-
mo ya hemos dicho anteriormente los procesos enzimiticos que se
realizan con las enzimas inmovilizadas son mucho més complejos por
necesitarse otra tecnologfa, y en muchos casos con gran especifici
dad para cada uno. d) Se pueden producir problemas al ser el sopor
te téxico, por ejemplo, los geles de acrilamida, normalmente este
soporte no es usado en procesos de transformacidn para los alimentos

y e) S8lo se puede aplicar cuando los sustratos estin en solucién,

Soportes empleados para la inmovilizacién de las enzimas.

Estos soportes se van a utilizar para unir primero el ligando
y después la enzima correspondiente. Los soportes que se han em-
pleado normalmente para la inmovilizacién han sido de la siguiente
naturaleza: a) Polisaciridos, b) Soportes inorgdnicos, c) Protefnas
fibrosas, d) Polfmeros sintéticos, e) Hidrogeles, f) Fibras huecas,
g) Células de la sangre, Algunos de estos soportes pueden usarse

para constrefiir la enzima dentro de ellos.

a) Polisac4ridos. Muy utilizados, actdian principalmente por adsor-—

cién, como ejemplos podemos citar la produccién de la L amino 4ci-
dos en Japén utilizando como soporte para las enzimas proteolfiticas
el DEAE Sephadex (39 , 11 )« La celulosa es otro soporte muy emplea

do, como lo es también la celulosa en la que han sido sustitufdos



ciertos grupos hidroxilicos por grupos dietil aminados (DEAE), por

grupos carboximetflicos que van a producir un cambio acfdico dé&bil
mientras que en el primero el cambio que se va a producir va a ser
b&sico débil., El DEAE celulosa se ha empleado para la glucosa iso-

merasa (12513512 .)

Otro polisacirido muy usado por tener una estabilidad bastante
grande a los cambios de pH y resistente a la contaminacién microbia
na va a ser la quitina. Se ha empleado para unir glucosa isomerasa
(15 ), glucoamilasa (18.) por simple adsorcidén, requiriendo un tra-
tamiento previo para eliminar el carbonaro c8lcico que le acompaiia,
Se ha modificado el soporte mediante su reaccién con el glutaral-
deh{do y sobre &1 se han inmovilizado lactasa, fosfatasa 4cida,

quimiotripsina (i7), glucoamilasa (%),

b) Soportes inorgfnicos, Son muy empleados ya que tiene unas carac

ter{sticas muy favorables entre las que se pueden citar: a) Estabi
lidad estructural a diversos pH, presiones y temperaturas, b) Opti
mas cualidades para los reactores de flujo c) Inerte ante los ata-
ques de microorganismos 6§ de enzimas d) F4cil adaptabilidad a tama

fios y forma de las partfculas, e) Gran capacidad de regeneracién.

Las formas de inmovilizacién de las enzimas al soporte pueden
hacerse mediante adsorcién 6§ por enlace covalente. El primero en uti
lizar esta clase de soportes fué Weetall (18, 18'). El vidrio poroso
6 el modificado han sido unos soportes rnv utilizados en la inmovi
1izaci6n de las enzimas (1§, 20:, fn:, ‘22), El vidrio se puede
activar mediante el alquil amino silano y mediante las uniones car
boimida; la tiourea, azo y reactivos polimerizantes como glutaral—‘

dehfdo y polietilenimina se pueden unir las macromoléculas, pero



este sistema tiene un inconveniente y es gque se puede destruir a un
pH 7, aunque para paliarlo se recubre con 6xido de zirconio. Utiles
son también el titanio, &éxido de titanio activado con 5 amino salici
lico, fcido €hnico (23). ’

Otro soporte empleado ha sido arena porosa pudiendo inmovilizar
por ejemplc ureasa, alcohol deshidrogenasa (24),8 -galactosidasa (25) -
pudiéndolo recubrir para la protecci&p por el mismo método anterior.
Mallas de niquel se ha utilizado para inmovilizar mediante enlace cg
valente la glucosa oxidasa (28). E1l 8xido de miquel recubierto de q;
lice 8 clutaraldehfdo han sido utilizados para la inmovilizacifn ( 28)

(27 ,28"), La cerfmica porosa, alfimina de poro controlado se ha utji

l1izado como soporte para la glucosa isomerasa (29',30l).

c) Protefnas fibrosas,

Por 1a forma estructural que tienen de microfibrillas y las ca
vidades que disponen, las hacen bastante ventajosas para la inmovi-
1izacibn de las enzimas. Otras ventajas son la poca resistencia a la-
difusibn del sustrato y por su estructura interna, una potencial cgl

pacidad de inmovilizacién muy grande, ademis de una marcada estabilidad,

Uno de los soportes utilizados es el coligeno (31 ) que une a
las enzimas mediante una formacifn de mallas con uniones no covalen
tes y también con posibles uniones anibnicas mediante las fuerzas

de Van derWalls (32  33)°

}

e) Resinas fendlicas.,

Una resina producida mediante la reaccidn del fenol y del for-

maldehfdo (ES 762) ha sido empleada con muy buenos resultados como



soporte de diversos enzimas (32, 35, 38, 37),

Como hemos visto en otros casos la adicién de glutaraldehido
va a producir una mayor retencidn de la actividad enzimitica, ade-
m&s la retencidn es ripida a temperabura ambiente, Una de las vend
tajas es que la enzima puede ser removida por el tratamiento de 1la
resina por una solucibn 3cida 6 bisica y asf de esta manera poder
adsorberse una nueva enzima al soporte. Esta resina ha sido utiliza
da para inmovilizar émilasa (ar’), lactasa (3a , 35), tripsina, glu-
curonidasa y otras enzimas, Resinas de intercambio anifnico han sido
utilizadas como soporte para la inmovilizacibn de invertasa ( 1s),
glucosa isomerasa y aspartasa (is), Tales complejos con invertasa
y lactasa son enzimiticemente activos, si es activado con glutaral-~

dehfido,.

e) Hidrogeles

El m8todo de entrampamiento por un gel es otro de los métodos
mhs utilizado hoy en dfa. La inmovilizacibn se realiza mediante una
reaccifn de entrecruzamiento clfsica estando la enzima en el inte-
rior de 3a red formaddo Una de las redes m&s usadas es la resultan
te de 1la polimerizacibn de 1a N-N~-Metilen acril-amida. La inmovili-
zacién mediante entrampamiento esti revisindose continuamente, mis
concretamente la inmovilizacién con acrilamida ha sido y es muy uti
lizada. En estos soportes hay que tener en cuenta la fuerza mecéni
ca y el tamaiio de 1la red resultante para que pueda pasar las molé-
culas del sustrato. Otros geles que se han probado son los formados
con el 2 hidroxi etil metil acrilato (3%) & con monSmeros y polime
ros como la N vinil pivrolidona. Otro ejemplo clfsico de gel es el

gel de almidén. El primer enzima que se inmoviliz$ en este gel fué



1a colinesterasa (ag) (41) Bernfeld y Wan fueron los primeros en usar
los geles de policarilamida utilizando para inmovilizar glucosa oxi-
dasa, catalasa, lacticodeshidrogenasa entre otras enzimas, Mediante
este sistema, acoplando reacciones tanto de enzimas inmovilizadas cg
mo de sustratos inmovilizados, tienen una aplicacién muy grande en

clinica para las determinaciones de pardmetros bioqufmicos.(s2)

f) Fibras sintéticas.

Estos soportes nos ofrecen muchas ventajas como sistema para in
movilizar enzimas con una gran aplicacién en la industria del alimen
to. Hay dos tipos de mecanismos, uno con fibras isotrdpicas que son
normalmente fibras de celulosa y otras anisétropas que no son fibras
celulbdsicas. Las isotr8picas son homogéneas y permiten el f4cil paso
de un soluto 0 de un soi&ente de un extremo a otro de la fibra. En-
tre las anisotrépicas, que no estin hechas de celulosa, pueden estar
formadas de cloruro de vinilo y poliacrilnitrilo. En las fibras iso-
trépicas la inmovilizacién va a consistir en un constrefiimiento de
una enzima en solucién entre la regidn porosa de las fobras., En es-~
tos sistemas se han hecho cilculos matemiticos para la produccién

de modelos tedricos, desarrolladas por Waterland. (43)

Con estos sistemas se han inmovilizado glucosa isomerasa ( 44)
galactosidasa, invertasa (45). El problema es que la vida media de

la enzima inmovilizada es igual a la de la soluble.

Otra fibra muy usada es la del Nylon trat4ndole con Me SO4 y
activédndolo con un radical como pudiera ser poli (amino 4cido) 6 po
ljamina; de esta manera se han logrado inmovilizar enzimas como la
lactato dehydrogenasa (48). Otra de las fibras que estén usfindose mu

cho es el teflén (171),
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g) Células de la sangre como soporte

>

Una de las células mis empleadas ha sido el hematfe bajo dos
formas diferentes; una de ellas es como transpoftador de la enzima
en el interior del mismo y la otra como transportador de la enzima
en su superficie externa. El hematf{e puede ser un buen transportador
de una enzima deterninada para realizar una terapia por reemplazamien
to. E1 hematie puede llevar a los lisosomas las enzimas y all{ pro-
ducir un almacenamiento lisosomal & también podrfa utilizarse para
que la enzima vaya actuando cuando estf en circulacién por el orga-
nismo. Normalmente los hemat{ies que han sido utilizados como vehicg
lo han sido vacfados de su contenido interior (48). Esto fué a raiz
de unas observaciones que se hicieron al comprobar que sustancias
de gran peso molecular podfan pasar por los poros como es el caso de
la ferritina, hemoglobina, dextranos (49) (s0) (s1) (s2), etc., ¥y
entonces supusieron que a su vez también podrfan entrar moléculas
grandes como las enzimas. En cuanto al sustrato, se ha visto que el
hemat{e es muy impermeable a muchas sustancias excepto a unas pocas
como las purinas, 4cido Urico, glucosa, aminodcidos; se ha compro-
bado que para poder entrar van a necesitar de la presencia de un por
tador protefnico para facilitar la difusién, Una desventaja entonces
que podria tener este sistema es la poca accesibilidad del sustra-

to hasta el enzima.

Para la utilizacién del hematfe como portador de enzimas en su
membrana se han utilizado esta célula pero después de haber sido so
metida a tratamientos con reactivos mercuriales, sulfidrilos.y glu=~
taraldehfde, Receizntemente estf referido en la literatura la uti-
lizacidn de hematies tratados con reactivos mercuriales y sulfidrilg
cos pava la inmovilizacidn de » amilasa con fines médicos (53). Un

problema 1 se plantea en el uso de este soporte para fines médicos
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en el organismo es conocer su proceso de eliminacién. Se ha comprobado
que los hematfes sometidos a la accién de reactivos mercuriales y sul-
fidr{licos han mostrado una preferencia en los dos casos hacia el bazo
e hifgado (s54) segin condiciones. El hemat{e tratado con el glutaralde-
hfdo parece tener una gran exclusividad por el higado, aunque esto pue
‘de ser debido a un mayor flujo por parte de la sangre hacia este érga-
no, esto hace pensar en el uso de estos biansportadores para la tera-
pia bien en el hfgado 6 en el bazo; en el caso concreto de los hepato-
mas, por estar muy irrigados, tienen una facilidad de que le llegue el
portador con su enzima (ss). Los hepatomas fagocitarfan al hematfe con
la enzima inmovilizada. Esta enzima pudiera ser una proteolftica, neu-
roamidinasa, glucocerebrosidasa como terapia para la enfefmedad de

Gauchers (s58),(57).

La otra célula que ha sido empleada como posible portador de enzi
mas es el trombocito, consiguiéndose la inmovilizacién de diversas enzi
mas como son la glucosa isomerasa, peroxidasa, arginasa. Estas células

parecen tener una mayor capacidad de inmovilizacién que los hematies (1)

Caracteristicas del soporte ideal.

El soporte insoluble deberfa tener una constitucién porosa para
permitir una entrada y salida homogénea de las macromoléculas. El grado’
de porosidad es muy importante para un flujo eficaz y ademis para impe

dir una acumulacién de las macromoléculas dentro de la matriz.

Las particulas del soporte deberfan de ser rigidas y de forma es-
férica, ya que las partfculas, al ser sustancias de baja velocidad de
difusién, el equilibrio se logra mucho m3s ficilmente con partfculas
apropiadas. Estas deberfan de ser uniformes y esféricas ya que si no
el equilibrio de difusién se retardarfa y se atenuarfa, Habrfa una me-

nor resistencia al flujo cuando las partfculss
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del lecho fueran de forma alargada y tendrifan que poseer una rigi-
dez adecuada para evitar deformaciones debidas a la presidén hidros-—
tdtica requerida para generar un flujo de lfiquido capaz de atrave-

sar el lecho.

No deberiafi de tener interacciones qufmicas con las sustancias
que se van a unir pudiendo as{ minimizar la adsorcién no especi{fica.
Un contenido bajo de grupos iénicos es esencial para evitar los efec
tos de cambio iénico, particularmente cuando la cromatograffa estd
preformada con un bajo contenido de fuerza idnica. As{ mismo, debe-
rian tener una estabilidad tanto mec#nica como qufmica; la resisten
cia mecénica es muy importante para las condiciones del acoplamien
to con el ligando seleccionado y su posterior unién con la macromg
1écula correspondiente. Una gran estabilidad respecto a los eambios
de pH y temperatura y a ser posible el evitar crecimiento de micro-

organismos son también modificaciones muy importantes.

Y por dltimo para poder realizar una cromatograffa de afinidad
deberfn poseer grupos funcionales que puedan ser activados § modifi
cados. Las formas y composiciones mis convenientes de los soportes
insolubles han sido modificados a conveniencia por un gran ndimero

de autores (59, 10y 1) .

Problemas asociados con_el soporte.

a) Macroambiente 8 efectos de exclusién del soporte.

Cuando un ligando especifico es inmovilizado en un soporte, la
porosidad del lecho, como hemos visto anteriormente, puede determi-
nar la accesibilidad del ligando hacia las interacciones con sus pro

teinas complementaria, Fste es el efecto de exclusidn del soporte que
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