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Resumen: La biocatdlisis es el uso de enzimas para acelerar las reacciones quimicas y
posee innegables ventajas sobre la catdlisis convencional, ya que disminuye
sensiblemente el uso de compuestos toxicos y disolventes, genera menos residuos
peligrosos, y permite trabajar en condiciones menos agresivas de temperatura y pH, a
pesar de estas bondades, las enzimas, por su naturaleza proteica, pueden ser facilmente
desnaturalizadas y al ser solubles, no son recuperables del medio de reaccidn, por ello,
la inmovilizacién enzimatica es una especialidad de la biocatdlisis en constante
desarrollo y crecimiento ya que permite una mayor estabilidad, reuso y facil
recuperacion del medio, su aplicacion es ya generalizada y va en aumento en industrias
tales como la farmacéutica, la de los biocombustibles, la alimentaria y de produccién de
sabores, fragancias y cosméticos. Las diferentes estrategias para obtener derivados
inmovilizados se abordan en el presente documento.

Palabras clave: Biocatdlisis; biotecnologia; estabilidad de enzimas.

Abstract: Biocatalysis is the use of enzymes to accelerate chemical reactions and has
undeniable advantages over conventional catalysis, since it significantly reduces the use
of toxic compounds and solvents, generates less hazardous waste, and allows working in
less aggressive conditions of temperature and pH, Despite these benefits, enzymes due to
their protein nature can be easily denatured and being soluble, they are not recoverable
from the reaction medium, therefore, enzymatic immobilization in a specialty of
biocatalysis in constant development and growth since it allows a greater stability, reuse
and easy recovery of the medium, its use is already widespread and is increasing in
industries such as pharmaceuticals, biofuels, the food industry and the production of
flavors, fragrances and cosmetics. The different strategies to obtain immobilized
derivatives are addressed in this document.

Keywords: Biocatalysis; Biotechnology,; Enzyme Stability.

1. Enzimas: los catalizadores de la naturaleza

Las enzimas son moléculas tipo polimérico, es decir formados por unidades repetitivas
llamadas aminoacidos que se unen mediante un enlace denominado peptidico y cuyo
plegamiento en el espacio forma un ambiente quimico dptimo para que una reaccion
determinada pueda realizarse a mayor velocidad y con un menor consumo de energia,
este ambiente y la reaccion misma ocurren en el llamado sitio activo de la enzima,
donde se fija el sustrato especifico (Nelson y Cox, 2014). En la Figura 1 se esquematiza
la conversidn de sustratos a productos por las enzimas.

La estructura tridimensional de cada cadena depende de la secuencia de
aminoacidos particular de cada enzima. Esta estructura tridimensional se compone de
cuatro niveles de construccion, en el que el primero es la secuencia misma de
aminoacidos, el segundo es el acomodo en estructuras repetitivas conocidas como alfa-
hélices y hojas-beta plegadas; el tercer nivel es el plegamiento producto de la
interaccion de las estructuras secundarias y el medio donde se encuentra la enzima
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inmersa. La estructura cuaternaria se presenta si dos o0 mas subunidades proteicas se

ensamblan entre si para formar complejos globulares (Guzik et al., 2014; Nelson y Cox,
2014).

Figura 1
Representacion esquemdtica de un complejo enzima sustrato

Productos

Sustrato

Enzima Complejo enzima-sustrato Enzima

Fuente: Elaboracién propia.

Existen miles de enzimas y para su estudio se ha hecho uso de la sistematizacion, el
sitio “ExplorEnz” contiene la lista de clasificacién y nomenclatura de enzimas aprobada
por la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB). Creado por el
Trinity College Dublin en el afio 2005 (McDonald et al., 2009; McDonald y Tipton, 2023).

En ese sitio existen mas de 6000 entradas y cada una correspondiente a una enzima
en particular. La clasificacion se basa en un sistema de cuatro nimeros que identifica
cada enzima de acuerdo a la reacciéon que cataliza asociado al nombre aceptado de la
enzima. Tradicionalmente habia seis grupos (Tabla 1), pero a partir del afio 2018 se
integro un séptimo grupo: las Translocasas.

Tabla 1
Clasificacion de las enzimas por reaccion catalizada

Reaccion que catalizan

Oxido-Reductasas Transmision o traslado de atomos de H.

Transferasas Transfieren grupos funcionales

Hidrolasas Ruptura de grupos funcionales inserciéon de molécula de agua (hidrdlisis).

Liasas Sintesis o ruptura de dobles enlaces por eliminacion o adicion de radicales.

Isomerasas Reubicacion de grupos funcionales en una misma molécula
(interconversion de isdmeros).

Ligasas Catalizan la union de dos moléculas por medio de enlaces carbono-

carbono, carbono-oxigeno, carbono azufre y carbono-nitrégeno.
Translocasas Catalizan el movimiento de iones o moléculas a través de membranas o su

ruptura al interior de las membranas.
Fuente: Adaptada de McDonald y Tipton (2023).

Existen nombres genéricos aceptados relacionados al tipo de reacciéon que cada
enzima cataliza tales como oxidoreductasa, transferasa, hidrolasa, liasa, racemasa,
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epimerasa, isomerasa, mutasa o ligasa. Los nombres sistematicos consisten de dos
partes: una que contiene el nombre del sustrato o en algunos casos los sustratos,
separados por dos puntos y la segunda parte a la que se agrega el sufijo -asa, que sefala
el tipo de reacciéon, por ejemplo lactato deshidrogenasa, glucosa oxidasa, etc. Estos
nombres sistemdaticos pueden ser complicados de usar y actualmente la Unién
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC por sus siglas en inglés) trabaja junto
con el Comité de nomenclatura de I[lUBMB para que los nombres utilizados sean
practicos y precisos (McDonald et al., 2009; McDonald y Tipton, 2023).

2.Uso de las enzimas en la industria

Las reacciones catalizadas por enzimas ocurren naturalmente en todos los organismos
y muchas de ellas son comunes en diversas clases de organismos (bacterias, vegetales,
mamiferos, etc.). Aunque la funcién de una enzima en un organismo sea analoga a la de
otras especies, puedes ser que la secuencia de aminoacidos y su estructura
tridimensional tengan diferencias. Con la biodiversidad del planeta, esto genera un
abanico de reacciones distintas catalizadas por miles de enzimas (Basso y Serban, 2019;
Fasim et al., 2021).

Estas capacidades cataliticas en donde se conjuntan una velocidad de reaccién muy
elevada y una variedad de reacciones, condiciones y sustratos posibles, hacen que las
enzimas sean conocidas como los biocatalizadores mas eficientes y diversos,
representando asi una enorme potencialidad para ser aplicadas en diversas areas
industriales, tales como en la sintesis de farmacos, aromas y sabores, en la industria de
los alimentos, de la peleteria, en la produccién de biocambustibles y detergentes e
inclusive en la produccién de biosensores y cosméticos (Basso y Serban, 2019; Fasim et
al., 2021).

En buscadores cientificos y de bases de datos de patentes, es evidente que cada vez
mas procesos cambian de la quimica convencional que usa catalizadores quimicos
convencionales a la biocatalisis cuya eficiencia radica fundamentalmente en el uso de
enzimas. La biocatdlisis mejora el porcentaje de conversién, la selectividad y
especificidad en la reaccién, también incrementa los beneficios econémicos y
ecologicos ya que las condiciones de reaccion pueden hacerse mas “suaves”, invirtiendo
menos energia, menos solventes organicos potencialmente toxicos, generando menor
huella de carbono, y maximizando la eficiencia atémica de la reaccidn, es decir usando
todos los atomos disponibles para generar el producto deseado, generando asi menos
subproductos o desechos (Basso y Serban, 2019; Choi et al., 2015).

El grupo de enzimas mas abundantemente usado en diversas aplicaciones son las
hidrolasas, se considera que, de todas las enzimas empleadas en la industria, alrededor
de un 80 % pertenecen a esta categoria. Su amplio uso se debe a que no necesitan de
cofactores, que son de costo relativamente bajo; existe un gran nimero de enzimas
disponibles a precios no tan elevados; son altamente especificas al reconocer sustratos;
y pueden ser empleadas en procedimientos y técnicas que usan disolventes no acuosos,
como es el caso de las lipasas (Kocabas et al., 2022). La Tabla 2 enlista algunas de las
principales aplicaciones industriales de las enzimas.
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Tabla 2
Algunas aplicaciones de las enzimas
Industria Aplicacion

Alimentos Proteasas Coagulacién de leche, férmulas infantiles,
produccién de saborizantes
Procesamiento de almidones, pectinas y celulosa

Amilasas Modificacion de grasas y lacteos

Lipasas
Detergentes Lipasas y proteasas Eliminacién de manchas
Alimentos de Fitasas Digestibilidad del fitato - liberacién de fo6sforo
mascotas y agricolas
Bebidas y jugos Pectinasas Despectinizacién, maceracién
Textiles Celulasas Acabado y suavizado de algodon
Industria Lipasas Resolucion de compuestos quirales
farmacéutica y de Sintesis de péptidos
sintesis organica Proteasas
Diagndstico y salud DNA polimerasas Diagndstico por PCR

Deshidrogenasas y Sensores
lipasas

Fuente: Adaptada de Kirk et al. (2002) y Fasim et al. (2021).

La mayoria de las enzimas usadas en procesos industriales son de origen microbiano,
mayoritariamente provenientes de bacterias y de hongos, esto es debido a que su
produccién tiene alto rendimiento, una buena relacion wuso/costo, buena
reproducibilidad y rentabilidad; adicionalmente es facil optimizar su produccion. Por
lo anterior, en todo el mundo, existen grupos de investigacién que trabajan en el
aislamiento de nuevas cepas microbianas, la identificacion de las enzimas que
producen, y su purificacion, caracterizacion y aplicacion. A estos esfuerzos se han
sumado las nuevas técnicas moleculares tales como la metagendmica, en la que se
analiza la secuencia de los 4cidos nucleicos de una muestra, lo que permite identificar
a una gran cantidad de genes presentes en un ambiente o comunidad microbiana y
permite la identificacién de nuevas especies, vias metabdlicas y la caracterizacion
filogenética y funcional de dichas comunidades (Ansorge, 2016). Esto ha permitido
acceder a nuevas y numerosas enzimas para un mercado en constante crecimiento, se
estima que la demanda global de enzimas genera un mercado de mas de 7 000 millones
de doélares anuales (Fasim et al., 2021).

Existe un enfoque multidimensional utilizado en la mejora de los bioprocesos
industriales, es decir, aquellos en los que se involucran biomoléculas o micrroganismos,
que incluye la busqueda y mejoramiento de cepas microbianas, asi como del uso de
ingenierfa metabdlica y evoluciéon dirigida; la bioprospeccién y el empleo de
metagenOmica; la optimizacion de medios de cultivo y sistemas de expresidn, asi como
el disefio de biorreactores; el establecimiento de sistemas continuos de purificaciéon
mejora de sistemas secretores, el uso de células completas y la implementacion de
técnicas de inmovilizaciéon de enzimas. La Figura 2 esquematiza los principales
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aspectos de este enfoque multidimensional (Ansorge, 2016; Basso y Serban, 2019;
Fasim et al., 2021).

Figura 2
Enfoque multidimensional utilizado en la mejora de los bioprocesos industriales
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Fuente: Elaboracidén propia adaptado de Fasim et al. (2021).

Uno de los principales inconvenientes para el uso de enzimas como biocatalizadores
es la propia naturaleza proteica de las enzimas; esta biomoléculas son sensibles y
propensas a desnaturalizarse en condiciones fisicoquimicas diferentes a las de su
actividad 6ptima.

Tal es el caso de ciertas condiciones normales en procesos industriales, tales como:
altas fuerzas idnicas, uso de solventes organicos, pHs y temperaturas extremas. Una de
las principales estrategias para reducir la desnaturalizacion de las enzimas en estas
condiciones es inmovilizarlas para asi aumentar su resistencia estructura y por tanto
catall (Maghraby et al., 2023).

La informacién disponible acerca de los métodos para inmovilizar enzimas, los
factores involucrados y las capacidades de dichas enzimas inmovilizadas es amplio, por
lo que este documento pretende servir de introduccién a los diferentes métodos para
inmovilizar enzimas, asi como a las ventajas y desventajas de cada uno de ellos.

3. Inmovilizacion de enzimas

Una vez que se ha decidido establecer un proceso que involucre el uso de al menos una
enzima como biocatalizador, se debe determinar si se usara la enzima en forma libre
(soluble) o en una forma sélida (insolubles), se le llama enzima inmovilizada, a todas
aquellas que se encuentran restringidas en un espacio determinado de forma sélida
(Arroyo, 1998). Producir la forma soélida de una enzima significa generar un
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biocatalizador que combine estabilidad, selectividad y propiedades cinéticas de la
enzima con las propiedades fisicas y quimicas de los vehiculos o soportes sélidos, todo
ello para maximizar la estabilidad y la actividad enzimatica de interés en una forma
final llamada enzima inmovilizada (Arroyo, 1998; Maghraby et al., 2023; Mathews et al.,
2012).

Existen ventajas y desventajas en el confinar a las enzimas a estos espacios fisicos:
entre las ventajas se encuentran la posibilidad de recuperar el biocatalizador facilmente
del medio de reaccién, la capacidad de reusarlo, el aumento de la estabilidad de las
enzimas y los cambios favorables en la selectividad de la misma. La inmovilizacion
mejora los procesos cataliticos ya que su uso disminuye, tiempos, costos y energia,
haciendo mas sostenible la actividad industrial y de otras areas donde las enzimas sean
usadas. Entre las desventajas se encuentran la posible disminuciéon o pérdida de la
actividad enzimatica, las limitaciones en la difusién y transferencia de masa de
sustratos y productos, el costo de la inmovilizacién y los cambios en la selectividad o
aumentos de impedimentos estéricos (Basso y Serban, 2019; Brena et al., 2013).

La eleccion del método de inmovilizacion es crucial ya que cada método pueda
producir un biocatalizador con propiedades diferentes aun para una misma enzima, por
ello es necesario conocer los diferentes métodos y aproximaciones para inmovilizarla.
Cada estrategia de inmovilizacidon presenta ventajas y desventajas ya que al inmovilizar
a las enzimas estas pueden sufrir cambios como bloqueo del sitio activo, los problemas
de difusiéon en el medio del sustrato o que los productos puedan alterar los
rendimientos y provocar cambios en la estructura terciaria en la enzima, lo que
afectaria la afinidad por el sustrato, o propiciar la desnaturalizacién de la enzima,
algunas de estas ventajas y desventajas se muestran en la Tabla 3 (Garcia-Galan et al,,
2011; Maghraby et al., 2023).

Tabla 3

Ventajas y desventajas de los métodos inmovilizacion enzimdtica comunes
Método Ventajas Desventajas

Encapsulacion Sin modificacidon quimica de la enzima  Fuga de enzimas
La enzima debe retener la actividad Problemas de transferencia
catalitica en las condiciones de masiva
polimerizacién/transicion del soporte

Atrapamiento Sin modificaciéon quimica de la enzima  Fuga de enzimas

La enzima debe retener la actividad
catalitica en las condiciones de
polimerizacion/transicion del soporte

Inclusion en
membranas

Resistencia a microorganismos
Actividad enzimatica media-alta
Adsorcion Sin modificacion quimica de la enzima
Facil y barato de realizar

Problemas de transferencia
masiva

Fuerza de unién débil

Fuga de enzimas

Baja especificidad de la reaccién
(es decir, la adsorcion y el
intercambio i6nico podrian
superponerse)
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Entrecruzamiento Alta estabilidad Disminucion en actividad
Buen almacenamiento enzimatica
Buena reutilizaciéon

Union covalente Resistencia de la encuadernacion Posibilidad de modificaciones
Minimizacion de fugas de catalizadores estéricas de la enzima.
Estabilizacion de la enzima Pérdida de actividad.

Son necesarias modificaciones
quimicas del soporte.

La fijacion es irreversible, lo que
impide la reutilizacion del
soporte.

Fuente: Elaboracidn propia adaptado de Maghraby et al. (2023) y de Zucca y Sanjust (2014).

Los métodos para la inmovilizacién enzimatica se pueden agrupar principalmente
de dos formas: una, de acuerdo a la reversibilidad de la unién, es decir, si la uniéon entre
la enzima y el soporte es reversible o irreversible; y la segunda, dependiendo de la
naturaleza de la unién con el soporte, ya sea por union fisica o por unién quimica
(Maghraby et al., 2023; Mathews et al., 2012).

3.1. Inmovilizacion por métodos de retencion fisica

Los métodos de inmovilizacion fisica son aquellos donde ninguna parte de la enzima
reacciona con el material donde estara inmovilizada (soporte), solo se encuentra fija al
mediante fuerzas fisicas; las diferentes estrategias estan enfocadas en “atrapar” a la
enzima en algin medio o adsorberla al mismo (Arroyo, 1998; Maghraby et al., 2023;
Mathews et al., 2012).

En la Figura 3 estan esquematizadas las principales estrategias de inmovilizacion
fisica:

Figura 3
Métodos fisicos de inmovilizacion enzimdtica

Métodos Fisicos

|
I

Inclusién en

Atrapamiento membranas

Microencapsulacion

APLICACION EN
REACTORES

600000

PRODUCTO
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@ = Enzima

Fuente: Elaboracion propia adaptada de Maghraby et al. (2023).
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3.1.1. Atrapamiento

Se conoce como atrapamiento al confinamiento de un biocatalizador dentro de una
matriz sélida y porosa que pueden geles o fibras normalmente de tipo polimérico tal
como los alginatos, los carragenatos, resinas de poliuretano o polimeros del tipo
poliacrilamida. Para inmovilizar una enzima por esta técnica se debe obtener una
suspension del biocatalizador de interés en una solucién, donde ocurre una reaccién de
polimerizaciéon por causa de un cambio en la temperatura o por la interaccién de
diversos reactivos (Arroyo, 1998; Salazar-Leyva et al., 2014).

Una vez que la enzima se confina en la matriz polimérica, ya puede incorporarse el
medio de reaccién, donde de manera ideal el flujo de productos y sustratos es libre. Con
este método se logra mantener la actividad enzimatica y, por lo general, no se ve
afectada la estructura del biocatalizador, aunque las condiciones de polimerizacion
necesitan de una rigurosa inspeccién y observacion (Salazar-Leyva et al., 2014)

Entre las enzimas inmobilizadas por atrapamiento se encuentran diversas proteasas
que gozan de amplia popularidad en la industria alimentaria; ejemplo de ello es la
inmovilizacién por atrapamiento en perlas de alginato de calcio de la proteasa alcalina
de Bacillus brevis, el derivado enzimatico mostré 100 % de actividad enzimatica en pHs
alcalinos de 9y 10, y en temperatura de 65 °C, comparando estas caracteristicas con la
forma libre de la enzima, cuyo pH y temperatura 6ptimos son de 8 y 45 °C, el
atrapamiento representa un claro aumento de estabilidad (Qamar et al., 2020).

3.1.2. Inclusion en membranas o fibras

En este método el soporte forma una barrera que contiene el biocatalizador en su
interior facilitando la difusiéon de los sustratos y productos, el soporte puede ser de
distintos materiales naturales o sintéticos, de forma comun se emplean polimeros como
poliacrilamida, silica-gel, agarosa o carregenatos. Una de las ventajas de incluir en
membranas o fibras a las enzimas es que ademas de impedir que ocurran cambios la
estructura de la enzima, esta puede emplearse para establecer sistemas de liberacion
controlada del biocatalizador. Para lograr esta inclusion las enzimas se colocan en una
solucién conformada por el material que sera usado para confinar el biocatalizador,
después se somete a un cambio de temperatura o se afiaden catalizadores para gelificar
el soporte, posteriormente se deshidratan y se pulverizan para ser almacenados (Cen
etal, 2019; Mureseanu et al., 2005).

Uno de los principales usos de las enzimas inmovilizadas en membranas es su
aplicacion en reactores, estos reactores son sistemas contienen en el interior a las
enzimas inmovilizadas en membranas, por medio de una bomba se establece un flujo
de sustrato en el disolvente adecuado y éste se hace pasar a través del reactor, ademas
tienen una capa permeable al sustrato liquido e impermeable al biocatalizador (Arroyo,
1998). La membrana puede tener forma de lamina plana, o ser un mddulo enrollado en
espiral, o de forma tubular, o cualquiera que sea requerida para el proceso (Luo et al.,
2020).

La necesidad de establecer tecnologias sostenibles hace que estos reactores de
membrana sean especialmente atractivos porque no requieren aditivos, pueden
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funcionar a temperaturay presion moderadas y reducen la formacién de subproductos.
Una de las desventajas que puede tener esta técnica son los problemas de difusion del
sustrato que debe transportarse a través de la membrana hasta el catalizador y el
producto debe transportarse desde el sitio de reacciéon hasta el otro lado de la
membrana por ello los problemas relacionados al transporte de masa son los que
limitan los rendimientos en este tipo de dispositivo (Basso y Serban, 2019; Luo et al,
2020).

En contraste, entre las ventajas de la inmovilizacién en membranas esta el aumento
de la estabilidad en ensayos a largo plazo y con ciclos repetidos; esto fue observado en
la inmovilizacién de la lipasa pancreatica porcina en membranas de ceramica
silanizada, lo que permitié una retenciéon de mas del 60 % de su actividad inicial
después 7 ciclos de reutilizacion (Gao et al., 2023).

El uso integrado de reactores es especialmente importante para productos
obtenidos por procesos de fermentacidn, tales como en los que producen acidos
organicos y antibidticos; o aquellos involucrados en el procesamiento de alimentos y
bebidas; por ejemplo, en reacciones de hidrolisis de lactosa (presente en la leche entera
o suero de queso) donde la inmovilizacién en reactores de membrana es una técnica
eficaz ya que permite utilizar las B-galactosidasas de manera repetida y con gran
eficiencia (Basso y Serban, 2019; Luo et al., 2020; Maghraby et al., 2023).

3.1.3. Microencapsulamiento

Esta técnica consiste en emplear una matriz polimérica que forma una membrana
semipermeable para proporcionar un medio que sea capaz de regular la interaccién de
la enzima con el exterior. Las microcapsulas tienen recubrimientos pueden ser
homogéneos o heterogéneos, liberan las enzimas contenidas cuando se someten a
condiciones determinadas, por lo que se aumenta la vida util de las enzimas al retrasar
las reacciones quimicas con el exterior (Pasin et al., 2012).

Entre las enzimas que han sido microencapsuladas con excelentes resultados se
encuentran las lacasas, estas enzimas son una clase de oxidasas que catalizan la
reduccién de oxigeno molecular sin la formacién de peréxido de hidrégeno, lo que las
ha hecho atractivas para su uso en biosensores, sintesis organica, e inmunoensayos,
las lacasas microencapsuladas en quitosano, silica mesoporosa y otros materiales

mantienen su capacidad de reuso y actividad intacta hasta por cuatro semanas (Ren et
al., 2020).

3.2. Inmovilizacion por union quimica

Los métodos de inmovilizacién en los que la enzima se fija al soporte a través de una
reaccion quimica son los mas usados; las reacciones utilizadas pueden ser directas
entre la proteina y el sélido o indirectas, con la ayuda de reactivos que sirven de
“puentes”. Hay muchos materiales organicos e inorganicos que sirven como soportes y
la eleccion debe considerar las caracteristicas especificas que se quieren obtener,
teniendo en cuenta la unién eficiente de la enzima y el que conserve su capacidad
catalitica, asi como el tamafio de particula, densidad, porosidad y forma (Basso y
Serban, 2019; DiCosimo et al., 2013).
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Anivel quimico, factores como la existencia de ciertos grupos funcionales especificos
en la enzima y el soporte, asi como el tipo de enlace que se quiere establecer, son
variables que se deben tener presentes para elegir el tipo de enlace y el soporte
adecuado; estas uniones pueden ser a través de uniones covalentes directas,
entrecruzamiento y adsorciéon, en la Figura 4 se representan los métodos de
inmovilizacién quimica con las interacciones entre el soporte y la enzima. Los derivados
enzimaticos obtenidos por esta via normalmente tienen una gran capacidad de reuso, y
s6lo se requiere que pueda separarse de manera facil del medio de reaccion y ofrecer
la resistencia mecanica para las condiciones de trabajo requeridas por el reactor
durante varios ciclos (Arroyo, 1998; Maghraby et al., 2023).

Figura 4
Métodos quimicos de inmovilizacion enzimdtica

Métodos Quimicos

Unidn covalente Entrecruzamiento Adsorcion

@ = Enzima |—| =Enlaces covalentes s = Fuerzas de Van der Waals,
interacciones hidrofébicas vy

electrostaticas

Fuente: Elaboracion propia adaptada de Maghraby et al. (2023).
3.2.1. Unioén Covalente

La inmovilizacion de enzimas por unién covalente permite incorporar el biocatalizador
al soporte de manera irreversible y asegura la mayor resistencia de la unién entre el
soporte y la enzima, esto minimiza los problemas de fuga o “lavado” del biocatalizador;
adicionalmente, la unién covalente no dificulta la transferencia de masa de reactivos y
productos, aumenta la estabilidad de la enzima hacia el calor, el pH y los disolventes
organicos, y la unién puede ser en varios puntos de la molécula logrando con ello una
union fuerte (Sannino et al., 2020) El principal problema de inmovilizar a las enzimas a
través de este método es que hay la posibilidad de que la uniéon quimica altere la
conformacion activa de la enzima si las reacciones necesarias para unir la proteina al
soporte modifican de forma no deseada su estructura tridimensional (Sanchez-Otero et
al.,, 2022; Sannino et al., 2020; Zucca y Sanjust, 2014).

Adicionalmente, la inmovilizacién por unién covalente requiere funcionalizar
(procedimiento por el cual se introduce una nueva funciéon quimica en un soporte) los
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soportes inorganicos, insertando grupos funcionales como -NH2, -OH, -COOH, -SH, de
modo que el soporte se vuelva capaz de reaccionar con las enzimas; los soportes
también requieren ser activados (proceso donde la funcion quimica recién introducida
se hace reactiva hacia la enzima) con agentes tales como haluros organicos e
inorganicos, glutaraldehido, carbodiimidas, entre otros (Sannino et al., 2020; Zucca y
Sanjust, 2014).

Es importante que el area cercana al sitio activo del biocatalizador no se vea
comprometida o modificada por el establecimiento de enlaces covalentes con el
soporte, esto es necesario para que la enzima conserve toda su capacidad catalitica,
debido a la relevancia de este aspecto, se han desarrollado una amplia variedad de
reacciones para maximizar el aprovechamiento de los grupos funcionales disponibles
en el biocatalizador (Liebana y Drago, 2016).

La inmovilizacién por union covalente se ha empleado en el desarrollo de
biosensores selectivos, por ejemplo, para el analisis de galactosa, mediante la unién
covalente de galactosa oxidasa (sustrato importante para la fermentacién y la
produccién de alimentos) a peliculas de colageno altamente polimerizadas (Kanyong et
al., 2017).

3.2.2. Entrecruzamiento para la Produccion de CLEAs (Cross-linked enzyme
aggregates)

La produccion de agregados reticulados CLEAs (Cross-linked enzyme aggregates) es un
meétodo de inmovilizacidn que goza de aceptacion ya que no requiere el uso de soportes,
permite usar enzimas no purificadas, e inclusive puede aplicarse para co-immovilizar
diferentes enzimas (Yamaguchi et al.,, 2018).

Para obtenerlos hay que enlazar quimicamente a las moléculas de enzima entre si
mediante reactivos enlazadores seguidos de procesos de precipitacidon con polimeros,
sales inorganicas y solventes organicos, sumando reticulados tridimensionales que
poseen una elevada fuerza de interaccién, disminuyendo la pérdida de actividad
enzimatica y aumentando la estabilidad.

Las uniones intermoleculares mantienen la red de entrecruzamiento estable con el
uso de reactivos bifuncionales, como diiminoésteres, dihidrinas, diaminas vy
tripolifosfato de sodio, esto después de la precipitacidn, entre ellos ell glutaraldehido
es el reactivo mas usado para el entrecruzamiento ya que es econdmico y tiene alta
afinidad a grupos e-amino que se encuentran en lisinas (Oliart-Ros et al., 2021; Sheldon,
2011). A pesar de la popularidad del glutaraldehido como agente de entrecruzamiento,
su uso no es siempre recomendado, ya que algunas enzimas pierden su actividad o su
estabilidad frente a él; por ello, en lugar del glutaraldehido se han implementado
técnicas que utilizan moléculas bifuncionales alternas para sintetizar CLEAs tales como
el agar, el quitosano, el dextrano, la pectina y la goma arabiga (Nadar et al,, 2017).

Aunque una desventaja en la sintesis de CLEAs estriba en que los agentes y las
condiciones del proceso pueden modificar la estructura de las enzimas o incluso
provocar la pérdida de la actividad, la producciéon de CLEAs goza de popularidad, esto
debido a que los CLEAs tienen una considerablemente mayor resistencia a la
desnaturalizacion térmica y al almacenamiento. La actividad catalitica de los CLEAs de
la lipasa termoalcaléfila de Geoobacillus thermoleovorans CCR11 se mantuvo al 100 %
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durante un periodo de almacenamiento de 30 dias a 4° Cy 25° C, esto representa cuatro
veces mas de resistencia al almacenamiento que la forma soluble (Oliart-Ros et al.,
2021).

3.2.3. Adsorcion

La inmovilizacién de enzimas por adsorcién es el método mas directo para permitir la
interaccién de la molécula biolégica con el soporte, la enzima permanece unida al sélido
por medio de fuerzas de Van Der Waals, interacciones electrostaticas o hidrofébicas;
este tipo de enlaces son de naturaleza débil y por ello la enzima puede desprenderse
por variaciones en el pH y en la fuerza iénica del medio, o por simple difusién al medio,
aunque por otra parte tiene la ventaja de que generalmente la actividad enzimatica no
se ve modificada (Badillo-Zeferino et al., 2017). La enzima se disuelve en una solucién
que suele ser un amortiguador de fosfatos y se ponen en contacto con el soporte de
eleccidén, posteriormente las moléculas no absorbidas deben eliminarse de la superficie
lavandolas con una solucién amortiguadora. Este método es uno de los mas faciles y
econdmicos, ya que no se utilizan ingredientes adicionales para la funcionalizacién y el
procedimiento no es complicado (Sanchez-Otero et al., 2022).

Las enzimas inmovilizadas por adsorcidon pueden presentar una mayor eficiencia
catalitica por cada gramo de proteina inmovilizada (hiperactivaciéon) y por gramo de
soporte que las enzimas inmovilizadas por otros métodos; esto es comun en el caso de
enzimas lipoliticas, cuya estructura es compatible con los soportes hidrofébicos, lo que
favorece mayor interaccidn con este tipo de enzimas que con el resto de las proteinas
del medio durante la inmovilizacion; hay en la literatura reportes de informes de lipasas
inmovilizadas por adorcién en soportes hidrofébicos, como las de Candida antarctica,
Rhyzopus oryzae y Geobacillus thermoleovorans que presentan grados de
hiperactivaciéon que van desde el 300 % al 1000 % de la actividad original y buen
desempefio en la sintesis de ésteres de cadena corta (Badillo-Zeferino et al., 2017;
Madalozzo et al., 2014; Nordblad y Adlercreutz, 2013).

4. Nuevas tendencias en inmovilizacion

Actualmente la inmovilizacién enzimatica es un area del desarrollo cientifico enfocado
en generar biocatalizadores en presentaciones cada vez mas novedosas y que ofrezcan
mayor estabilidad y funcionalidad junto con una mayor capacidad de redso. Por un lado,
se busca utilizar materiales ya conocidos que no habian sido usados como soportes para
inmovilizacién enzimdatica, y por el otro se estan incorporando materiales
especializados como las nanoestructuras y otros ensamblajes supramoleculares
(Federsel et al., 2021).
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4.1. Uso de nanoestructuras y nanoparticulas

Los avances en nanotecnologia también han beneficiado al desarrollo de nuevos
derivados enzimaticos, lo que a su vez ha favorecido al establecimiento de bioprocesos
mas eficientes, lo anterior a través de cambios fundamentales tales como la
disminucién del tamano de los reactores y el aumento de la relacion
superficie/volumen de los biocatalizadores haciendo mas eficiente la actividad
enzimatica por gramo de inmovilizado; adicionalmente, las propiedades épticas y
magnéticas de algunos nanomateriales y nuevos soportes hacen mas facil la separacion
del medio de reaccién y los rangos de trabajo de pH y temperatura se han visto
ampliados (Meena et al.,, 2021).

Entre los tipos de nanoestructuras usadas para inmovilizar enzimas estan
nanoparticulas de diferentes materiales incluido el grupo de las nanoparticulas
magnéticas y diferentes arreglos de nanotubos. Estas estructuras se esquematizan en
la Figura 5.

Figura 5
Representacion esquemdtica de las principales nanoestructuras utilizadas para la inmovilizacién de
enzimas

=¥%;) = Enzima

Nanotubos
de carbono

Nanoparticulas Nanoparticulas de Nanoparticulas de
magnéticas silice oro

Fuente: Elaboracidn propia adaptada de Federsel et al. (2021) y de Neupane et al. (2019).

4.1.1. Nanotubos de Carbono

Los nanotubos de carbono son estructuras alétropas del carbono de forma cilindrica,
que se descubrieron por primera vez en 1993, desde entonces, los nanotubos de
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carbono juegan un papel central en la nanotecnologia y el desarrollo sostenible, ya que
se aplican en biocatdlisis, suministro y diversas aplicaciones que implican transporte
de moléculas y uso de biosensores. Estos nanotubos pueden ser de diferentes grados
de complejidad que van desde una capa sencilla enrollada, hasta multiples capas
enrolladas sobe ellas mismas. Los nanotubos generalmente son funcionalizados con
diferentes reactivos, para poder unir posteriormente la enzima (Neupane et al., 2019;
Singh y Chauhan, 2020).

4.1.2. Nanoparticulas de Oro

Las nanoparticulas de oro son atractivas para la construccién de dispositivos tales como
biosensores electroquimicos, biosensores o&pticos y biosensores piezoeléctricos
(Putzbach y Ronkainen, 2013). Las nanoparticulas de oro pueden modificarse en su
forma, tamafio y estado de agregacion haciéndolas reaccionar con varios tipos de
moléculas, estas modificaciones proporcionan diversas propiedades para su aplicacion
en la industria farmacéutica, y en la deteccion de acido nucleicos bacterias y virus.
También se ha usado en sistemas bimetalicos en la fabricacion de sensores que usan
enzimas especificas para la mediciéon de glucosa (Lipiniska et al., 2021; Putzbach y
Ronkainen, 2013).

4.1.3. Nanoparticulas de Silice

Los materiales a base de silice son soportes atractivos para la inmovilizaciéon de
enzimas debido a su caracter amable con el medio ambiente, su excelente estabilidad
estructural y su buena resistencia quimica a solventes organicos y ataques microbianos,
asf como su alta biocompatibilidad y baja citotoxicidad (Meena et al., 2021).

Las nanoparticulas de silice mesoporosas han demostrado ser un tipo de soporte
eficaz para la inmovilizaciéon de enzimas, ya que estas conservan sus propiedades, lo
que les brinda un mayor potencial para distintas aplicaciones biotecnolégicas. Al ser
estructuras porosas, exhiben grandes areas superficiales lo cual hace mas eficiente el
proceso de inmovilizacién al permitir una mayor carga de biomoléculas, un mejor
control sobre la cinética de carga y liberacién y una mayor biocompatibilidad. Las
particulas de silice pueden ser funcionalizadas con diversos reactivos para mejorar aun
mas su funcion como soportes y en general las enzimas inmovilizadas en silice
mesoporosa presentan una actividad mas elevada en comparacién con las enzimas
libres (Popat et al., 2011; Meena et al.,, 2021).

4.1.4. Nanoparticulas Magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas tienen propiedades tales como alta estabilidad,
biocompatibilidad, baja toxicidad; adicionalmente, el magnetismo les permite ser
facilmente recuperadas del medio de reaccién usando un campo magnético externo por
lo que su uso como soportes de inmovilizacion se ha incrementado en afios recientes,
Estas nanoparticulas contienen una sustancia con propiedades magnéticas tales como
la magnetita (Fe304), la maghemita (Fe203) y otros minerales (Meena et al., 2021).
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Algunas aplicaciones de nanoestructuras para inmovilizar enzimas capaces de ser
aplicadas a catdlisis o en la manufactura de biosensores, asi como la mejoria en la
actividad se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4

Ejemplos de uso de nanoestructuras para inmovilizacion enzimdtica

Tipo de Enzima Ventajas/ aplicaciones

nanoparticula inmovilizada

Nanoparticulas de Glucoamilasa Aumento de la estabilidad al pH y al

quitosano almacenamiento por 4 meses, alta capacidad de
reuso/
Produccién mas eficiente de glucosa a partir de
almidon.

Nanocompuesto de Acetilcolinesterasa Mayor sensibilidad a la deteccion de pesticidas

quitosano-TiO2 (nM). Estabilidad total tras 30 dias e
almacenamiento/

Uso en biosensores de alta sensibilidad.

Nanoparticulas de Glucosa oxidasa Mejora de sensibilidad aumento de actividad/
oro Uso en sensores electroquimicos para medir
glucosa
Mayor eficiencia catalitica, aumento de
@-Amilasa estabilidad en almacenamiento/
Uso en lavado de textiles y en remosiéon de
adhesivos
Nanotubos de Glucosa oxidasa Resistencia a la desnaturalizacion/
silicatos Uso en biosensores
Nanotubos Lipasa Aumento en la actividad enzimatica/
funcionalizados Uso en sintesis de compuestos quirales

Fuente: Elaboracidn propia adaptado de Lee y Au-Duong (2018) y de Meena et al. (2021).

4.2. Uso de Marcos Organicos Covalentes (COF)

Los Marcos Organicos Covalentes -(COF) por sus siglas en inglés: Covalent organic
frameworks- son materiales poliméricos organicos porosos de compuestos organicos
unidos entre si por enlaces covalentes, esto les ofrece una estabilidad termodinamica,
baja densidad, gran superficie de contacto, multidimensionalidad, y una estructura
cristalina de alto orden expandida que los ha hecho sujetos de interés en diversas
aplicaciones biotecnoldgicas. Estos pueden funcionalizarse de diferentes maneras lo
que amplia las posibilidades en geometria y afinidad a diferentes enzimas (Esrafili et
al, 2021). En la Figura 6 se muestra una representacién de un COF con una enzima
inmovilizada en él.

Las enzimas se pueden integrar en los COF a través de diferentes técnicas, incluida
la adsorcidn fisica o la union covalente entre las moléculas de enzima y los COF o
mediante un agente de entrecruzamiento y generalmente este método de
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inmovilizacién provee resistencia a las enzimas inclusive a disolventes organicos
(Oliveira et al., 2019).

Figura 6
Representacion esquemdtica de una enzima
inmovilizada en COF

Fuente: Elaboracién propia adaptada de Esrafili et
al. (2021).

4.3. Marcos Organicos Metalicos (MOF)

Los marcos organicos metalicos, llamados —-(MOF) por sus siglas en inglés: Metal
Organic Frameworks- son estructuras compuestas por iones metalicos o agrupaciones
de ellos unidas por ligandos organicos, en la Figura 7 se esquematiza un MOF unido
por enlaces covalentes o por fuerzas intermoleculares a moléculas de enzimas.

Los MOF son un tipo de materiales porosos con un orden cristalino, que han captado
gran atencion como una reciente matriz de soporte poroso para la inmovilizacion de
enzimas, ya que ofrece mejoras en la estabilidad quimica y térmica de las enzimas sin
comprometer el acceso al sitio activo, una buena difusion de los sustratos, facil acceso
a los sitios activos, y alta carga enzimatica, ademas de ser facilmente reciclables.

Se les usa para inmovilizar enzimas mediante inmovilizacion superficial, ya sea por
enlaces covalentes o por medio de fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofébicas
o electrostaticas. Si se aumentan los tamafios de poro, las enzimas se pueden “infiltrar”
en el MOF aumentando su estabilidad, el enlazarlas covalentemente permite su
encapsulacion in situ 46 (Federsel et al.,, 2021; Shomal et al., 2021).

190 UVserva | numero 17 | abril-septiembre 2024 | ISSN: 2448-7430
Coordinacion Universitaria de Observatorios | Universidad Veracruzana



l IVSERVA Estrategias de inmovilizacién enzimatica.../ Sosa et al.

Figura 7
Esquema de inmovilizacién enzimdtica en MOFs (metal organic frameworks)

Fuerzas de Van der Waals,
interacciones hidrofébicas vy
electrostaticas

Fuente: Elaboracidn propia adaptada de Shomal et al. (2021).

5. Conclusiones

El uso de enzimas para aplicaciones industriales, farmacolégicas y alimentarias es un
area en constante desarrollo que requiere de la implementacién de técnicas y
estrategias que permitan un uso cada vez mas eficiente de esos biocatalizadores. La
inmovilizacién por diferentes vias y usando diversos soportes permite generar
derivados cataliticos cada vez mas resistentes a las condiciones de proceso, con mayor
capacidad de retso, con una mayor eficiencia en la actividad de la enzima por cada
gramo de biocatalizador, y la facil recuperacion del mismo del medio de reaccién, y todo
ello contribuyendo a tener cada vez mas procesos sostenibles, econdmicos y amables
con el medio ambiente.

La tendencia general es seguir remplazando a los procesos quimicos convencionales
por estrategias basadas en enzima en todos los niveles y areas del desarrollo, la
inmovilizacién enzimatica evoluciona a pasos agigantados para satisfacerla, surgiendo
nuevos métodos y nuevos materiales, y como aprovecharlos como soportes enzimaticos
deben estudiarse para hacer la industria competitiva y sostenible.
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