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RESUMEN

Inmovilizacién de enzima fosfolipasa A2

Se investigaron varios soportes para la inmovilizacion de
fosfolipasa Az (Lecitase 100 S-NOVO), en un sistema que podria
encontrar aplicaciones industriales tales como en la hidrélisis
selectiva de Lecitina de soja para obtener lisofosfolipidos
(lecitinas modificadas) de gran importancia en las industrias
farmacéuticas y de la panificacién.

Se obtuvo adsorcién de enzima sobre Alumina, Silica gel,
Amberlita IRA-4008, Dowex y Sephadex A-25 (los resultados
indican entre un 15 y 30% de adsorcion de enzima).

La reaccion de inmovilizacion fue efectuada a temperatura
ambiente con agitacion magnética suave de tal manera que el
soporte, 50 mg, y la enzima fueron mantenidos en un volumen
total de 5 ml de buffer Tris-CIH (pH 8,65). Se efectuaron las
inmovilizaciones con varias relaciones enzima-soporte y se
determiné el porcentaje de adsorcién con respecto al pH, la
temperatura y el tiempo.

Se comparé la actividad de la enzima inmovilizada con la
actividad de la enzima soluble para la hidrdlisis de lecitina de soja
pura en polvo.

PALABRAS-CLAVE: Fosfolipasa Az - Inmovilizacion - Soporte.

SUMMARY
Phospholipase A2 enzyme immobilization

A series of several supports were tested for phospholipase A,
enzyme (Lecitase 100 S-NOVO) immobilization. This system
would find a number of industrial applications such as the
selective hydrolysis of soybean lecithin to obtain lysophospholipids
(modified lecithins) of great importance in pharmaceuticals and
bread making.

Successful results have been obtained from the immobilization
of Phospholipase Az on Alumina, Silica gel, Amberlite IRA-400S,
Dowex and Sephadex A-25 via adsorption (the results were in the
range 15-30% of enzyme adsorption).

The immobilization reaction was carried out at ambient
temperature, with slow magnetic agitation such that the enzyme
and 50 mg support were present in the total reaction volume of
5 miin Tris-ClH buffer (pH 8.65). Several enzyme/supports ratio and
the adsorption percentage with respect to pH and temperature
and time were investigated.

We have compared the behaviour of the phospholipase Az in
soluble form and immobilized form toward pure powder soybean
lecithin as substrate.

KEY-WORDS: Immobilization - Phospholipase Az - Support.

1. INTRODUCCION

La inmovilizacién de una enzima presupone su
anclaje a un soporte inorganico de modo que pueda

ser usada en forma continua. En procesos que utili-
zan enzimas en solucién, las enzimas conviven con
el producto final y por lo tanto deben ser eliminadas,
en cambio, en procesos con enzimas inmovilizadas
éstas son retenidas dentro del reactor.

Las enzimas inmovilizadas pueden retener su ac-
tividad por mayor tiempo que aquellas en solucién
(Tosa, 1973), a la vez que una enzima puede ser fi-
jada cerca de ofras enzimas participantes de una se-
cuencia catalitica, incrementando la eficiencia de la
conversion.

Estas caracteristicas hacen a las enzimas inmo-
vilizadas atractivas si se quiere procesar continua-
mente una gran cantidad de sustrato o si las
enzimas involucradas son costosas. Por otra parte,
la capacidad para fijar una enzima en espacios pre-
determinados y bien definidos proporciona oportuni-
dades para aplicaciones originales de las enzimas
inmovilizadas.

Las ventajas del uso de enzimas inmovilizadas
se puede resumir como sigue:

1. Posibilidad de uso multiple o repetitivo de
una carga de enzimas.

2. Disponibilidad de frenar la reaccién rapida-
mente por eliminacion de la enzima de la so-
lucién de reaccién.

3. En muchos casos, la enzima es estabilizada
por enlaces covalentes.

4. La solucién procesada no queda contamina-
da con las enzimas.

5. lLarga vida media de la enzima con velocida-
des de decaimiento predecibles.

Cada uno de estos puntos contribuye a la cre-
ciente utilizacién de la tecnologia de enzimas inmo-
vilizadas.

Ademas de las ventajas econémicas que pueden
lograrse por la inmovilizacién de una enzima, se
puede ejercer un control adicional sobre el grado de
conversion de sustrato a productos. Cuando en una
reaccion se emplean enzimas solubles, la reaccion
se puede detener con la sola destruccién de la enzi-
ma o cambiando alguna de las condiciones del me-
dio (pH, concentracién de sal).

Cuando la enzima esta inmovilizada, el grado de
reaccién se puede modificar alterando las velocidades
de flujo de sustrato a través de enzima inmovilizada



Vol. 51. Fasc. 3 (2000)

o removiendo la enzima de la solucién. Estos contro-
les se pueden ejercer rapidamente. Por ofra parte, la
enzima inmovilizada puede ser mas precisa y rapi-
damente controlada que la enzima en solucion.

Asf por ejemplo, la hidrdlisis de Lecitina de Soja,
una mezcla de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina
y fosfatidilinositol, puede llevarse a cabo mediante el
uso de enzima Fosfolipasa A: en la cual se libera al
acido graso de la posicion C-2 y se obtiene un pro-
ducto enriquecido en lisolecitinas, con aplicaciones
en la industria farmacéutica y de la panificacion. La
reaccion que ocurre se muestra en fig. 1.

Este articulo describe el uso de distintos materiales
como soportes para una Fosfolipasa A, de origen co-
mercial (Lecitase 100-S-Novo). La inmovilizaciéon de
esta enzima fue realizada por adsorcion fisica. La afi-
nidad del soporte para ia enzima fue también estu-
diada evaluando la actividad enzimatica a diferentes
tiempos de incubacién de la misma. La Fosfolipasa
inmovilizada puede ser utilizada como un catalizador
para la liberacion de acidos grasos de Fosfolipidos, y
su actividad comparada con la de la enzima soluble.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiales

Enzima

La Enzima empleada fue una preparacién comer-
cial de Fosfolipasa A: (fosfatido-2-acil-hidrolasa E.C.
3.1.1.4) denominada Lecitasa 100-S de 11000 Ul/ml
manufacturada por NOVO-NORDISK (1989) y ob-
tenida a partir de pancreas de cerdo. Esta enzima
actua estereospecificamente sobre los 3sn-fosfogli-
céridos rompiendo la unién éster del acido graso y
glicerol en la posicion del C-2 (ver fig. 1).
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Figura 1
Reaccién de hidrélisis de una lecitina catalizada por
Fosfolipasa A2
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La enzima fosfolipasa A. es de bajo peso molecu-
lar (kDa=14), con alto grado de enlaces por puente
disulfuro y con disposicién esférica, todo lo cual con-
tribuye a definir su alta estabilidad frente al calory a
los agentes desnaturalizantes (De Hass y col,
1968).

Soporte

Para la inmovilizacién de la enzima se ensayaron
los siguientes soportes:

1. DEAE Sephadex A-25 (Dietilaminoetilsepha-

dex) (Sigma-USA) de 40-125 um.

Silica gel 60 70/270 mesh (Macherey, Nagel

Co).

Silica gel > 100 mesh (Macherey, Nagel Co).

Silica gel 60 80/100 mesh (Macherey, Nagel Co).

Aldmina 70/230 (Macherey, Nagel Co).

Dowex 1 (Fluka, AG): Son resinas de intercam-

bio anidnico fuertemente bésicas con trimetil-

benzilamonio como grupo catiénico, producido

por polimerizacion cruzada con un 8% de di-

vinilbenceno. Son esferas de 16-100 mesh.

7. Dowex 21-K (Fluka, AG): similar al anterior
pero con un porcentaje no definido de divinil-
benceno. Son esferas de 16-30 mesh.

8. Dowex 50W (Fluka, AG): Es una resina de
intercambio catiénica fuertemente acidica
producida por polimerizacion cruzada con
8% de divinilbenceno. El grupo activo es aci-
do sulfénico y son esferas de 0,3-0,04 mm
de didmetro.

9. Dowex 16/40 mesh (Fluka, AG).

10. Amberlita IRA-400S (BDH Chemicals Ltd):
Es un copolimero de estireno y divinilbence-
no con propiedades de intercambiador de
aniones fuertemente basico, con funcionali-
dad de amonio cuaternario:

Sapareme =0,70 Q/ mi
tamano = 0,4-0,5 mm

11. Amberlita IRC-50AR 16-50 mesh (Carlo Erba):
Es un copolimero de &acido metaacrilico y di-
vinilbenceno. Es una resina de intercambio
catiénico débilmente acida con funcionalis-
mo de acido carboxilico:

Saparente = 0,69 g/ml
tamafio = 0,33-0,50 mm

12. Tamiz Molecular 54, de 2 mm (Merck).

13. Tamiz Molecular 10A, de 2 mm (Merck).

14. Tamiz Molecular 4A, de 2 mm (Merck).

15. Tamiz Molecular 3A, de 2 mm (Merck).

16. Chromosorb P/AW DMCS 80-100 mesh
(Merck): A base de tietra silica (tierra de dia-
tomeas) con supetficie especifica [m?/g} que
disminuye en el orden P-A-W-G. El tipo P (de
«pink» debido a su ligera coloracién rosada)
muestra la maxima capacidad de impregna-

ookw N
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cion con fases estacionarias utilizadas en
cromatografia gaseosa (hasta el 30%).
AW-DMCS: material lavado con acido y trata-
do con diclorodimetilsilano. Es de superficie
dura y no se rompe con el manipuleo.

17. Piedra Pémez 80-100 mesh.

18. Perlita.

19. Perlas de vidrio TMS-silanizado 140/270 mesh
(Sigma).

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado
analitico.

— Buffer Tris-HCI pH 7,55; 8,00; 8,45 y 8,65 [Ta-
belle per il Laboratorio-Carfo Erba]. Se contro-
laron utilizando un pHmetro BM 201 Biometric
con electrodo de vidrio combinado, sensibili-
dad 0,05 unidades de pH.

Sustrato

El sustrato, lecitina de soja pura en polvo fue ob-
tenido a partir de las gomas crudas secas que cons-
fituyen un subproducto de la industria aceitera
(Maroto y col., 1992).

2.2. Metodologias

Cuantificacién de Fosfolipasa Az

La concentracion de Fosfolipasa A. en solucion
fue evaluada mediante mediciones de absorcién de
radiacién ultravioleta utilizando un espectrofotéme-
fro UV-Vis. Spectronic 21 Bausch & Lomb.

Se determind la longitud de onda de méxima ab-
sorbancia en tres soluciones de Fosfolipasa A;:

185 Ui/ml, 277,5 Ul/ml y 370 Ul/ml. Se realiz6é un
barrido de longitudes de onda entre 270 y 320 nm.

La curva de calibracion Absorbancia vs. concen-
tracién de Fosfolipasa Az se determiné para valores
de concentracion entre 20 y 200 Ul/ml.

Técnica de Inmovilizacion

Entre los distintos métodos de inmovilizacién po-
sibles se escogi¢ el de adsorcién (Kennedy y White,
1985; Reimerdes, 1989; Sardar y col., 1997).

El procedimiento seguido en la etapa de inmovili-
zacion fue el siguiente:

A una solucién enzimatica preparada con 5 ml de
buffer Tris/HCI de pH 8.65 + 50 ul de fosfolipasa A
se la puso en contacto con 50 mg de soporte y se
agité suavemente a temperatura ambiente durante
90 min. Se centrifugd 2 min. a 1500 rpm . Para cada
ensayo de inmovilizacion se evaluo la concentracion
de enzima midiendo la Absorbancia de la solucion a
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280 nm, y luego se leyd la concentracion correspon-
diente en la curva de calibracion.

La cantidad de Fosfolipasa inmovilizada, resultd
de la diferencia entre las concentraciones en la solu-
cion, antes y después de ser puesta en contacto con
el soporte. El solido fue lavado con 5 mi de buffer
Tris-HCI y centrifugado nuevamente. El liquido se
descarté y el soporte mas la enzima inmovilizada se
empled en la reaccién de hidrdlisis.

Este procedimiento se repitié para cada uno de
los soportes.

Determinacién del pH Optimo

Con el fin de optimizar la inmovilizacion, y dentro
del rango de pH recomendado por la bibliografia
para méxima actividad de fosfolipasa A, se realiza-
ron determinaciones a los siguientes valores de pH :
7,55; 8,00; 8,45y 8,65.

Determinacién del tiempo de inmovilizacion

Se evaluaron los siguientes tiempos de inmovili-
zacion: 30, 60, 90 y 120 minutos.

Los ensayos se llevaron a cabo poniendo en con-
tacto 5 ml de una solucién de 111 Ul/m! de Fosfolipa-
sa Az en buffer Tris-HC| pH 8,65 con 50 mg de
soporte y manteniendo una agitacién suave a tem-
peratura ambiente. La solucién enzimatica fue cuan-
tificada antes y después de la inmovilizacion. Este
procedimiento se repitié para cada uno de los tiem-
pos evaluados.

Célculo del rendimiento de inmovilizacion

Se realizaron ensayos de inmovilizacion a pH
8,65, agitando suavemente durante 90 min solucio-
nes de Fosfolipasa A. en buffer Tris-HC! cuya con-
centracion de enzima variaba entre 20-200 Ul/ml
(equivale a 10-90 plE/5mi buffer) con 50 mg de so-
porte. En cada ensayo se evaluo la cantidad de en-
zima adsorbida en Ui/mg de soporte.

Reaccidn de hidrdlisis utilizando enzima soluble

En un recipiente provisto de agitacion magnética
y termostatizado a 48°C se colocaron 20 mi de buffer
Tris-HCI pH 8,65, 180 mg de Lecitina Pura y solucién
de CaCl; para hacer la concentracion de Ca™ = 6
m.

A la suspension se le agreg0 5 ul de enzima y se
mantuvo la agitacién durante toda la experiencia.

En cada alicuota de 2 ml extraida en funcién del
tiempo, se detuvo la reaccion de hidrélisis disminu-
yendo el pH hasta 2 utilizando H.SO4 1N. Los écidos
grasos liberados fueron extraidos y valorados por ti-
tulacion (Dole y Meitnertz, 1960).
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Reaccion de hidrdlisis utilizando enzima
inmovilizada

En un sistema similar al antes descrito se repitié la
experiencia utilizando como fuente de enzima la pre-
paracién inmovilizada sobre DEAE-Sephadex o sobre
Alumina. Se extrajeron las muestras y se valoraron los
acidos grasos liberados como se indicé antes.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Enzima Fosfolipasa A, presenta un espectro
de absorcién en la region del UV cercano con absor-
cién caracteristica a 210-220 y 260-280 nm, como
resultado de las transiciones © — 7* de los anillos
aromaticos de los aminoécidos triptofano, tirosina y
fenilalanina (Rao, 1970).

La relacién de Absorbancias Azgonm/Azsonm determi-
nada fue 1,80. La literatura (De Hass y col., 1968) indi-
ca para Azsonm/Azeonm=1,72 Y para Assonm/Azsznm=1,97.

La curva de calibracion (Absorbancia vs. concen-
tracién de enzima) resulta una linea recta en el inter-
valo estudiado: 20-200 Ul/ml Fosfolipasa Az. En este
trabajo, se midi6 la Absorbancia a 280 nm de los gru-
pos arométicos de la cadena proteica para el segui-
miento del proceso de inmovilizacién.

Otros autores utilizaron también este procedi-
miento. Hertzberg y col. (1992) midieron la liberacion
de Lipasa confinada en perlas de alginato midiendo
la Absorcion de la solucién acuosa a 280 nm.

En el procedimiento de inmovilizacién de Fosfoli-
pasa A; sobre Agarosa se efecttia el seguimiento de-
terminando la Absorbancia a 220nm (Lombardo y
Dennis, 1965).

Las figuras 2-a/2-e muestran los resultados de in-
movilizacidn sobre distintos soportes de acuerdo al
procedimiento indicado.

Todas las experiencias de inmovilizacion se reali-
zaron a pH 8,65 ya que la bibliografia cita el intervalo
de pH entre 8 y 9 como adecuado para las reaccio-
nes de hidrélisis enzimatica, ya sea que la Fosfolipa-
sa Az se encuentre libre (NOVO-NORDISK, 1989) o
inmovilizada (Lombardo y Dennis, 1965).

De los soportes enumerados y para los cuales no
se indican resultados de inmovilizacion la razén se
debi6 a alguno de los siguientes factores:

a) No se detectdé adsorcién de enzima en las
condiciones experimentales descritas. Tal
fue el caso cuando se ensayaron los sopor-
tes Chromosorb, Dowex 50W, tamiz molecu-
lary Amberlite IRC-50.

b) El soporte produce una turbidez que hace
impracticable la lectura espectrofotométrica.
Fue el caso de perlita, piedra pémez y perlas
de vidrio silanizado.

. Debe remarcarse que las dos resinas de inter-
. Sambio catidnico utilizadas (Dowex 50W y Amberlita
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IRC-50) no rindieron ningln porcentaje de adsorcién
de enzima.

La fig. 3 de seleccion de pH realizada para el sopor-
te DEAE-Sephadex muestra que se logra la mayor adsor-
cién de enzima precisamente en el intervalo de pH 8-9.

Este resultado debe considerarse muy importante
pues se logra el mayor porcentaje de adsorcion al mis-
mo intervalo de pH para el cual la Enzima muestra la
mayor actividad en reacciones de hidrélisis (Bagi y
col., 1997).

Este hecho resulta en una ventaja ya que se dis-
minuyen los fendmenos de desorcion que normal-
mente se producen con enzimas adsorbidas y en
condiciones de proceso.

De acuerdo a la fig. 4 se determiné que el tiem-
po de inmovilizacion no puede ser menor de 90
min,

Los soportes ensayados y que resultaron efec-
tivos en distinto grado para la inmovilizacién fueron
los siguientes: alimina (fig. 2a), Amberlita IRA-
400s (fig. 2b), Silica gel de distintas granulome-
trias (fig. 2c), DEAE-Sephadex A25 (fig. 2d) y
Dowex (fig. 2e).

Se ohservé que excepto para el caso de silica gel
de mayor granulometria (60-100 mesh) (fig. 2c) y
para Dowex (fig. 2e) todos los resultados que mues-
tran el porcentaje de enzima inmovilizada son simila-
res y se ubicaron en una franja que va desde el 15% al
30%, por lo que la eleccién de alguno de los soportes
como el mas adecuado para los ensayos subsiguien-
tes resultaria de otras consideraciones distintas a las
gue se indican en fig. 2a/e.

No ocurrié desorcion significativa de la enzima en
buffer pH 8,65 como se puede observarenlafig. 5y
esta situacion es similar a la descripta por Hoq y col.
(1985) durante la adsorcién de lipasa proveniente de
Céndida cylindracea sobre films de polipropileno mi-
croporoso. Esto indicaria que la adsorcion fisica de
Fosfolipasa A, sobre Sephadex por ejemplo, es un
proceso cuasiirreversible y en ese sentido se ade-
cua a la hipétesis que formulan Malcata y col.
(1992), que proponen que la molécula de proteina-
enzima contacta con la superficie del soporte en un
sitio determinado al comienzo del proceso de adsor-
cién y luego comienza un plegado de la misma lie-
gando a una situacién donde ta proteina queda
ligada por varios sitios de union.

De esta manera, si se produce la ruptura de uno de
tales enlaces, es poco probable que se efectle simul-
taneamente en todos y la enzima se desprenda (Boh-
nert y Horbett, 1988), proceso este que fue bien
estudiado junto con el reemplazo de una proteina ad-
sorbida, por otra de mayor energia libre de adsor-
cién que compite con la primera por los sitios de
unidn sobre el soporte (Norde y col., 1986; van der
Padt y col., 1990).

La fig. 6 muestra los resultados comparativos en-
tre dos reacciones de hidrélisis efectuadas bajo las
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Influencia de pH sobre la Inmovilizacién de Fosfolipasa Az
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Figura 5
Efecto del tiempo de incubacién de la Enzima inmovilizada sobre
DEAE-Sephadex para la reaccién de hidrdlisis
Solvente: Buffer Tris-CIH pH 8,65
Sustrato: lecitina de soja pura en polvo 0,019 M.
Tiempo de reaccién: 10 min,
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Progreso de la reaccién de hidrdlisis en funcién del tiempo
para los sistemas
a) Sustrato + enzima soluble
b) Sustrato + enzima inmovilizada sobre DEAE-Sephadex
¢) Sustrato + enzima inmovilizada sobre Alimina
Solvente: Buffer Tris-CIH pH 8,65
Sustrato: lecitina de soja pura en polvo; 0,0127 M.

condiciones: sustrato + enzima soluble, (Maroto y
col., 1999) y sustrato + enzima inmovilizada en
DEAE Sephadex y Alimina.

La determinacién de los parametros cinéticos de
la enzima inmovilizada para la reaccién de hidrdlisis
de los fosfolipidos de la lecitina de soja utilizando
DEAE-Sephadex A-25 y altimina como soportes se
presentard en otro trabajo. La eleccién de ellos entre
todos los soportes que resultaron efectivos para la
inmovilizacién se efectué en consideracion a las ex-
celentes propiedades mecanicas (rigidez y durabili-
dad), teniendo en cuenta que las reacciones de
hidrélisis se realizarian en un reactor de tanque agi-
tado. Por otra parte, tanto el DEAE-Sephadex como
la alimina han sido empleados a escala industrial
(Chibata y col. 1976).

_ Lautilizacién de 50 ul de Enzima en la técnica de
* Inmovilizacion result6 de los ensayos de rendimiento
e inmovilizacién realizados segun las condiciones
@i}i‘lﬁicadas Yy cuyos resultados se muestran en las ta-
%}:flas | para inmovilizacién sobre DEAE-Sephadex y |1

‘. para inmovilizacién sobre alimina.
i . 8e observa en ambos casos que la cantidad de
Inzima adsorbida por unidad de masa de soporte
Xpresada en mg), va aumentando conforme se in-
menta la concentracion de enzima de la solucién

asta que la cantidad de enzima agregada llega a 50

{corresponde a 111 Ul/ml de solucién). A partir de
{ui, un incremento en la concentracién de enzima

Iy
i
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no ocasiona un aumento en la cantidad de enzima
adsorbida, por lo cual se considera que el soporte se
encuentra en estado de «saturacién».

Tabla |

Rendimiento de la inmovilizacién de Fosfolipasa
A; (lecitasa 100S) sobre DEAE-Sephadex

Concentracion de Enzima adsorbida
fosfolipasa A2 [Ulmi] por mg de soporte [Ul/mg]

22,2 0,3

44,4 0,7

66,6 1,35

88,8 2,22
111,0 2,65
133,2 2,63
155,4 2,60
177,6 2,56
199,8 2,60

Solvente: Buffer Tris-CIH pH 8,65
Ry
Tabla Il

Rendimiento de ia inmovilizacién de Fosfolipasa
A2 (lecitasa 100S) sobre Alimina

Concentracion de Enzima adsorbida
fosfolipasa Az [UUml]} por mg de soporte [Ul/mg]

22,2 0,3

44,4 0,8

66,6 1,21

88,8 2,02
11,0 2,62
133,2 ‘ 2,60
155,4 2,56
177.6 2,60
199,8 2,60

Solvente: Buffer Tris-CiH pH 8,65

4. CONCLUSIONES

» Se selecciond y se puso a punto un procedi-
miento para el seguimiento de la adsorcién de
enzima Fosfolipasa A, sobre el soporte lo que
permitié realizar en una forma sencilla las de-
terminaciones para la eleccién del pH éptimo
de adsorcién (entre 8 y 9) de tiempo minimo
de inmovilizacion (90 minutos) para el soporte
y la metodologia de trabajo descrita.

* Se ensayaron distintos soportes resultando
efectivos para la inmovilizacién: alimina, Am-
berlita IRA-400 S, Silica Gel, Sephadex y Do-
wex. Se presentaron problemas de turbidez
incompatibles con las determinaciones es-
pectrofotométricas 0 no se detecté adsorcion
de enzima en los siguientes casos: Chromo-
sorb, Dowex 50W, tamiz molecular, Amberlita
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IRC-50, periita, piedra pémez y perlas de vidrio
silanizado.

» |os porcentajes de enzima inmovilizada (entre
15 y 30%) fueron similares para todos los so-
portes que resultaron efectivos. Silica Gel 60-
100 mesh y Dowex presentaron menores
indices de adsorcién.

e Se seleccion6 DEAE-Sephadex y allmina
como los soportes mas adecuados para la de-
terminacion de los pardmetros cinéticos de la
enzima inmovilizada en reaccion de hidrélisis
de los fosfolipidos de la Lecitina de Soja en
consideracion al buen porcentaje de inmovili-
zacion y excelentes propiedades mecanicas.

o Sise compara el comportamiento de la enzima
soluble y la enzima inmovilizada en la reaccién
de hidrélisis, se ve que en la segunda se mani-
fiesta una disminucién de la actividad enzimé-
tica. Entre otros motivos esto sucede porque:

a) las enzimas pueden estar en una configura-
cion diferente cuando se encuentran inmovi-
lizadas y en consecuencia, con sus constan-
tes cinéticas, Km y V, modificadas.

b) En un soporte, la interaccién entre la enzima
y el sustrato tiene iugar con un entorno distin-
io al existente en solucidn. Este efecto tam-
bién modifica las constantes.

¢) Habra particién del sustrato entre el soporte y
la solucién tal que la concentracion del mis-
mo en la vecindad de la enzima puede ser di-
ferente de la que existe en solucion.

d) Lareaccion en el soporte sélido puede seren
alguna medida controlada por difusion.
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