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1. Resumen

Las enzimas son catalizadores biolégicos que desempefian un papel primordial en
distintos procesos bioquimicos de la industria alimentaria. Una de las enzimas mas
utilizadas en este ambito es la glucosa oxidasa debido, en parte, a sus propiedades
oxidantes al convertir la glucosa en acido glucénico, consumiendo oxigeno y
produciendo peroxido de hidrogeno. La inmovilizacion de la glucosa oxidasa se ha
empleado como estrategia para mejorar su actividad y estabilidad y permitiendo
también su reutilizacién, por lo que permite que los procesos industriales sean mas
rentables. Uno de los métodos de inmovilizacion mas destacados es la inmovilizacion
por unién covalente gracias, principalmente, a que la unién de la enzima con el soporte
es muy estable. En este trabajo se hace una revisién bibliogréfica de los avances
recientes en la inmovilizacién covalente de la enzima glucosa oxidasa. Los avances de
este método, tanto en los en materiales de soporte como en los distintos
procedimientos de inmovilizacién, realizados en los Ultimos afios estan siendo
satisfactorios, permitiendo aplicar la glucosa oxidasa en distintos procesos como
envasado activo o produccion industrial de &cido glucénico mediante inmovilizacion
covalente.

Palabras clave: glucosa oxidasa, inmovilizacién, union covalente, aplicaciones,

industria alimentaria.

Abstract

The enzymes are biological catalysts that it plays a main role in different biochemical
processes in the food industry. One of the most widely used enzymes in this field is
glucose oxidase due, in part, to its oxidizing properties by converting glucose to
gluconic acid producing hydrogen peroxide. The immobilization of glucose oxidase has
been used as a strategy to improve its activity and stability and also allow its reuse,
thus allowing industrial processes to be more profitable. One of the most prominent
immobilization methods is immobilization by covalent bonding, mainly because the
binding of the enzyme with the support is very stable. In this work, a bibliographic
review of recent advances in the covalent immobilization of the enzyme glucose
oxidase is made. The advances of this method, both in support materials and in the
different procedures carried, out in recent years are being satisfactory, allowing the
application of glucose oxidase in different processes such as active packaging or
industrial  production of gluconic acid through covalent immobilization.

Keywords: glucose oxidase, immobilization, covalent bond, applications, food industry.



2. Introduccién

En los dltimos afios se ha observado un gran aumento en el uso de enzimas en
diversas industrias, como la farmacéutica, la biotecnoldgica, la quimica y, sobre todo,
en la industria alimentaria. La importancia de las enzimas en la industria alimentaria
proviene de las ganancias que se obtienen de su uso, mejorando los procesos de
fabricacion y la calidad de los alimentos, por lo que su venta se ha incrementado de

manera constante en los ultimos afios (del Moral y col., 2015).

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que tienen la capacidad de acelerar
y facilitar reacciones quimicas (Sanchez-Ramirez y col., 2014). Las enzimas, también
llamadas catalizadores biolégicos, controlan la mayoria de los procesos bioquimicos
en los organismos y, normalmente, la concentraciébn de enzima necesaria es muy
pequefia (Enderle y col., 2012). Algunas cuestiones que han limitado la utilizacion de
enzimas en diversos procesos son las condiciones de trabajo bajo las cuales las

enzimas son estables y el gran coste del proceso por el alto precio de las enzimas.

Gracias a los procesos de inmovilizacién de enzimas, los problemas mencionados
anteriormente se pueden solucionar en gran medida, ya que, por ejemplo, la
inmovilizacion permite la reutilizaciéon de la enzima, entre otras ventajas (Cabral y col.,
2018). Uno de los procesos de inmovilizacion de enzimas que existe actualmente es la
inmovilizacion por unién covalente, un método que en los ultimos afos esta recibiendo
bastante atencion por parte de los investigadores por sus multiples ventajas, entre las
cuales destacan su sencillez, la gran estabilidad de la enzima inmovilizada y que no

hay pérdida de la enzima después del proceso de inmovilizacion.

Por otro lado, la enzima glucosa oxidasa esta recibiendo también bastante atencion
debido a sus diversas aplicaciones en las distintas industrias, entre ellas la industria
alimentaria. La reaccion catalizada por la glucosa oxidasa transforma la glucosa en
acido glucoénico eliminando oxigeno y generando peroxido de hidrégeno, una
propiedad interesante en el campo de la conservacion de alimentos, ya que la enzima
tiene efecto oxidante y el peréxido de hidrégeno actia como un agente antibacteriano

y antifingico (Wong y col., 2008).

Las aplicaciones de la glucosa oxidasa se encuentran en la industria de la
panificacion, mejorando las propiedades sensoriales de los productos (Kouassi-Koffi y
col., 2018), actuando como conservante o antioxidante por su capacidad de eliminar
oxigeno, utilizandose también en la industria lactea como agente antibacteriano (Wong
y col., 2008), en la produccién de vino con bajo contenido en alcohol porque en su

reaccion se elimina la glucosa que de otro modo se convertiria en alcohol (Valencia y



col.,, 2017) y en la produccién de huevo en polvo para evitar el pardeamiento no

enzimatico o reaccion de Maillard (Zia y col., 2013).

3. Justificacién

Como se ha comentado anteriormente, la utilizacion de la enzima glucosa oxidasa en
el campo de la industria alimentaria se encuentra en pleno auge desde hace unos
afos debido a sus multiples propiedades, beneficios y aplicaciones. Los procesos de
inmovilizacién de enzimas, entre los cuales se encuentra la inmovilizacion por union
covalente, permiten una mejora en la actividad y estabilidad de la enzima y, también,

reducir los costes al permitirse su reutilizacion.

Por lo tanto, es necesario conocer los Ultimos avances en la inmovilizacion por uniéon
covalente de la enzima glucosa oxidasa para poder seguir optimizando este proceso
de inmovilizaciéon y permitir la utilizacion de esta enzima inmovilizada de manera

optima y eficaz en diversos ambitos de la industria alimentaria.

4. Objetivos

El principal objetivo de esta revision consiste en estudiar la inmovilizacion por union
covalente de la enzima glucosa oxidasa recopilando toda la informacion actual
existente sobre este método. Para hacer este estudio, en primer lugar, se revisara
informacion sobre la enzima glucosa oxidasa y los distintos métodos de inmovilizacion
enzimaticos que existen, revisando posteriormente los Ultimos avances en la
inmovilizaciébn por unién covalente de la enzima glucosa oxidasa. Por otro lado,
también se estudiaran las aplicaciones de esta enzima inmovilizada covalentemente

en la industria alimentaria.

5. Material y métodos

En este estudio se ha realizado una busqueda masiva de documentos y articulos
cientificos en relacion con los avances sobre la enzima glucosa oxidasa, sus distintos
mecanismos de inmovilizacion, centrandonos en la inmovilizacién covalente y sus
posibles aplicaciones en la industria, destacando la industria alimentaria. Para la
recopilacion de datos se utilizaron las siguientes bases de datos: Web of Science
(WOS), Scopus, ScienceDirect y, por ultimo, Google Scholar, considerando que estas

bases de datos cubren los campos necesarios para realizar dicha revision. La



busqueda se basoé en las siguientes palabras claves: glucosa oxidasa, inmovilizacién,

union covalente, aplicaciones, industria alimentaria.

También se encontraron documentos a partir de las referencias de otros articulos y/o
revisiones bibliograficas. Los criterios de inclusién que se tuvieron en cuenta fueron
que los articulos estuvieran en inglés o bien en espafiol. En cuanto al rango de fecha
de la publicacion, para la busqueda de la informacion general sobre la glucosa oxidasa
y sus distintas aplicaciones en la industria alimentaria, asi como los distintos tipos de
inmovilizacion de enzimas que existen no se ha hecho ninguna restriccién temporal.
Por otro lado, para la busqueda de los avances en la inmovilizacion covalente de la
enzima glucosa oxidasa y sus aplicaciones inmovilizada covalentemente en la
industria alimentaria nos hemos centrado en los dltimos 10 afios. Se ha excluido
aguellos trabajos encaminados al desarrollo de biosensores y células de biofuel con la
enzima glucosa oxidasa inmovilizada covalentemente que por la amplia informacion
que se ha encontrado pueden ser objeto de revisiones especificas. En cuanto al
proceso de seleccion de los articulos, se revisaron todos los resimenes y
conclusiones, y, en algunos casos, los articulos completos con el fin de poder decidir si
la informacion que habia en ellos estaba relacionada con el objetivo de nuestro
trabajo. Finalmente, si el tema tratado en el documento era de interés, el documento

ha sido transcrito para adecuarlo a la redaccion del presente documento.

6. Resultados y discusion

En este apartado de la revision se describe toda la informacién que se ha encontrado
una vez procesada y ordenada. En primer lugar, se describen las caracteristicas
generales de la enzima glucosa oxidasa. En segundo lugar, se describen las distintas
aplicaciones de la glucosa oxidasa en la industria alimentaria. En tercer lugar, se
realiza una revision de los distintos sistemas de inmovilizacibn de enzimas que
existen, destacando sus ventajas y desventajas. Por Ultimo, se describen los dltimos
avances en soportes y procedimientos que existen en los procesos de inmovilizacion
por unién covalente de la enzima glucosa oxidasa, asi como las distintas aplicaciones

en la industria alimentaria de esta enzima inmovilizada covalentemente.

6.1. Aspectos generales de la enzima glucosa oxidasa

La glucosa oxidasa fue descubierta a finales de la década de 1920 en extractos del

hongo Aspergillus niger. Esta enzima presenta un grupo prostético: FAD (flavin-



adenina-dinucleétido) y posee dos dominios, por lo que es una enzima oligomérica
(Valenzuela y col.,, 2007). La glucosa oxidasa pertenece a la familia de las
oxidorreductasas (B-D-glucosa: oxigeno-l-oxidorreductasa; EC 1.1.2.3.4) la cual
cataliza la reaccion de oxidacién de la B-D-glucosa a acido gluconico, utilizando
oxigeno molecular como un aceptor de electrones con produccién simultanea de agua
oxigenada (Figura 1). Se ha observado que la glucosa oxidasa es altamente especifica
con el anémero B de D-glucosa, no ocurriendo lo mismo con el anédmero a el cual no
parece ser un sustrato adecuado (Bankar y col., 2009). La glucosa oxidasa es un
enzima que tiene efecto oxidante debido a la liberacion de peroxido de hidrégeno en

Su reaccion catalitica.
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Figura 1. Representacién esquematica de la reaccion catalizada por la glucosa
oxidasa (Bankar y col., 2009).

Esta enzima es soluble en agua y practicamente insoluble en etanol, cloroformo y éter.
El pH 6ptimo para su activaciéon es de 5,5, pudiendo presentar actividad entre pH de

4,0 a 7,0 y su temperatura 6ptima oscila entre 30°C y 40°C (Singh y col., 2013).

La glucosa oxidasa puede obtenerse de una gran variedad de fuentes distintas,
incluyendo plantas, animales, hongos, insectos, bacterias, algas rojas y frutas citricas
(Dubey y col., 2017). La funcién principal de la glucosa oxidasa es de defensa contra
bacterias y hongos patégenos en los organismos en los que se encuentra gracias a la
propiedad de mantener una produccion permanente de peréxido de hidrégeno, lo que
permite un estrés oxidativo y, por lo tanto, que no exista crecimiento de patégenos
(Wong y col., 2008).



La glucosa oxidasa es una enzima ampliamente utilizada y muy importante, ya que,
por ejemplo, es necesaria para evaluar los niveles de glucosa en sangre, una tarea
analitica que formé parte del 40% del total de todas las pruebas de sangre realizadas
en un afio (Steiner y col., 2011). Por otro lado, la glucosa oxidasa se selecciona con
frecuencia como enzima modelo para investigar nuevos métodos de inmovilizacion
(Nery y col., 2016).

6.2. Aplicaciones de la enzima glucosa oxidasa en la industria

alimentaria

Hoy en dia, la glucosa oxidasa se considera una enzima segura y esta disponible
comercialmente para su uso como aditivo en la industria alimentaria en formato liquido
0 en polvo gracias a sus propiedades antioxidantes, estabilizantes y conservantes
(Wong y col., 2008). A continuacién, se detallan las distintas aplicaciones que puede

tener la enzima glucosa oxidasa en la industria alimentaria:
- Elaboracién de pan

La aplicacion de enzimas como aditivo en la industria de panificacion es una opcion
muy interesante para mejorar el rendimiento de la masa de trigo dado que se
consideran coadyuvantes alimenticios naturales no téxicos. La glucosa oxidasa es la
alternativa enzimética mas adecuada frente a los agentes oxidantes quimicos para
mejorar la masa de pan (Wang y col, 2011). Se ha observado que al afiadir
determinadas concentraciones de glucosa oxidasa en la masa de trigo se obtiene una
mejora en la calidad del pan y un fortalecimiento en la masa de trigo. La cantidad de
enzima afadida debe ser la adecuada porque se observaron efectos adversos al
agregar niveles mas altos de enzima (Bonet y col.,, 2006). Otras investigaciones
también han observado un efecto positivo por la adicion de glucosa oxidasa en masas
de harina de trigo, observando masas con un mayor volumen y mejoras en el grano de
la miga (Vemulapalli y col., 1998). EI mecanismo por el cual la glucosa oxidasa
produce estas mejoras es que el peréxido de hidrogeno producido en la reaccién
provoca la oxidacion de las unidades de sulfhidrilo libres de la proteina del gluten, lo
gue da enlaces disulfuro y la gelificacion de los pentosanos, provocando un cambio en

las propiedades reoldgicas de la masa.
- Antioxidante / conservante

Como se ha mencionado anteriormente, la reaccion general catalizada por la glucosa

oxidasa implica el consumo de glucosa y oxigeno para producir acido glucénico y agua



oxigenada. Esta reaccién consume oxigeno, lo cual es una propiedad interesante ya
que la presencia de oxigeno es un problema en muchos productos alimenticios como
productos con alto contenido en grasa (mayonesa, por ejemplo), donde la oxidacién de
los lipidos puede ocasionar un sabor rancio. De la misma forma, en bebidas como el
vino o la cerveza, la ausencia de oxigeno evita reacciones de oxidacioén. En alimentos
enlatados, embotellados o envasados, el oxigeno promueve el crecimiento microbiano,

por lo que es adecuado promover un ambiente anaerdbico. (Wong y col., 2008).

Por otro lado, el acido glucénico producido en la reaccion enzimética se considera
seguro para el consumo humano y la OMS no ha establecido un limite en su ingesta
diaria aceptable. A esto se le suma una mayor demanda por parte de los
consumidores de productos que no contengan antioxidantes quimicos, por lo que la
enzima glucosa oxidasa presenta un gran potencial en el campo de la conservacion de

alimentos.

La enzima glucosa oxidasa también puede servir como conservante utilizandola sobre
los materiales de envase de productos lacteos y de panificacion para prevenir el
crecimiento de levaduras y bacterias aerébicas eliminando el oxigeno (Suppakul y col.,
2003).

- Produccidon de huevo en polvo

Un efecto indeseado en ciertos productos alimentarios es el pardeamiento no
enzimatico o reaccion de Maillard. Se produce por la reaccion del grupo amino de la
proteina con los azucares reductores, dando como resultado un sabor no deseado y
un pardeamiento indeseable en el huevo en polvo deshidratado. Para evitar este
pardeamiento, la glucosa oxidasa se utiliza de manera eficaz para eliminar la glucosa y
el oxigeno residuales de los alimentos y de esta manera, prolongar su vida util (Zia y
col., 2013). Este pardeamiento también esta presente en productos como la patata,
por lo que la aplicacién de la glucosa oxidasa puede proporcionar buenos resultados

para reducir el pardeamiento no deseado de la misma manera (Low y col., 1989).
- Produccién de vino con bajo contenido alcohélico

Actualmente existe una creciente demanda por parte de los consumidores de vinos
gue contengan niveles mas bajos de alcohol y también de conservantes quimicos. La
glucosa oxidasa juega un papel importante en la produccién de este tipo de vinos
porque se utiliza para reducir el contenido alcohdlico al eliminar parte de la glucosa del
mosto que, de otro modo, se convertiria en etanol a través de procesos fermentativos

anaerobicos (Dubey y col., 2017). Por otra parte, en las regiones climaticas mas



cdlidas, los niveles de azlcar en la uva son mas altos que en regiones climaticas mas
frias, y, por lo tanto, los vinos poseen niveles de alcohol mas altos (Malherbe y col.,
2003). Este punto podria ser interesante por el hecho de que nuestro planeta esta
sufriendo un cambio climético que provocara un aumento de las temperaturas y, por lo
tanto, los vinos tendran un grado alcohdlico superior. Se ha demostrado que la
utilizacion de la glucosa oxidasa puede reducir hasta el 87% de la glucosa libre de la
uva en &cido glucénico (Bankar y col., 2009).

- Enlaindustrialactea

Como se ha mencionado anteriormente, una de las aplicaciones més importantes de la
glucosa oxidasa se encuentra en la conservacion de alimentos. El sistema
lactoperoxidasa es un agente bacteriostatico que se encuentra en algunas secreciones
como la leche o la saliva de mamiferos. Este sistema consta de tres componentes: la
enzima lactoperoxidasa, el tiocianato (SCN) y el perdxido de hidrégeno. La catalisis
por la lactoperoxidasa genera intermedios activos que son seguros y poseen
propiedades antimicrobianas. Este sistema cuando se utiliza junto con la glucosa
oxidasa es un agente antimicrobiano muy Util ya que la presencia de esta enzima y su
sustrato, que es la glucosa, permiten que el peréxido de hidrégeno que requiere el
sistema lactoperoxidasa se genere y reponga continuamente (Wong y col., 2008).
Dicho sistema es efectivo en la leche cruda previniendo su deterioro en el transporte y
almacenamiento y aumentando la vida util del producto. Este sistema también se
puede utilizar en la produccion de queso porque el acido glucénico producido se utiliza

para la acidificaciéon directa del queso.

6.3. Vision general de los sistemas de inmovilizacién de enzimas

La inmovilizacién de enzimas, a pesar de ser un proceso que se conoce desde hace
mas de 100 afios, sigue siendo una herramienta biotecnolégica en continuo estudio
para mejorar las propiedades cataliticas de las enzimas. Las enzimas inmovilizadas
son definidas como enzimas fisicamente localizadas o confinadas en una regién
definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad
catalitica y que pueden ser reutlizadas de forma repetida (Arroyo, 1998). La
inmovilizacibn combina la actividad elevada y especifica de las enzimas con la
estabilidad quimica y mecanica del soporte. Esto consiste en mantener la enzima
unida o atrapada en un soporte fisico, conservando su actividad catalitica y

permitiendo el flujo de sustratos y productos (Fajardo-Ochoa y col., 2011).



Las técnicas de inmovilizacion que se emplean deben cumplir algunas caracteristicas

fundamentales que son las siguientes (Papamichael y col., 2020):

- Simplicidad.

- Bajo coste de la matriz de inmovilizacion y del proceso.

- Estabilidad, durabilidad, reutilizacion y facil recuperacién de la enzima
inmovilizada.

- Mantenimiento de la actividad selectiva de la enzima.

En muchas ocasiones, las aplicaciones de las enzimas inmovilizadas son mas eficaces
gue sus formas libres, dado que evitan el coste de afadir nuevas enzimas y no
reutilizarlas y la existencia de problemas de estabilidad por efectos del pH y la
temperatura (Cao, 2005).

Por lo tanto, las ventajas mas significativas de los procesos de inmovilizacién de las

enzimas son las siguientes (Dwevedi, 2016):

- Manejo mas sencillo de la enzima.

- Capacidad de reutilizar la enzima (Util especialmente para enzimas costosas).
- Mayor estabilidad en condiciones fisicas y quimicas extremas.

- El proceso completo es mas viable desde el punto de vista econémico.

- Las enzimas inmovilizadas se adaptan a todo tipo de procesos industriales.

Del modo contrario, los principales inconvenientes que se pueden presentar con la

inmovilizacion enzimatica son los siguientes (Sanchez-Ramirez y col., 2014):

- Alteracioén de la conformacion de la enzima.

- Pérdida total o parcial de la actividad enzimatica.

- Presencia de fracciones de enzimas inmovilizadas con diferente nimero de
uniones al soporte, lo que modifica su actividad enzimatica y estabilidad.

- Los procesos de inmovilizacion son costosos.

Hoy en dia existen distintos métodos para la inmovilizacién enzimatica. Es importante
que se escoja el método de inmovilizacibn mas adecuado para cada enzima, para
asegurarnos que después de la inmovilizacién, la efectividad de la enzima sigue
persistiendo (Fajardo-Ochoa y col., 2011). A continuacion, se detallan los distintos
métodos de inmovilizacién de enzimas que existen, mostrdndose en la Figura 2 un

esquema de los mismos.



Métodos de inmovilizacion de enzimas
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Figura 2. Representacion esquemaética de los distintos métodos de inmovilizaciéon de
enzimas, donde E representa una molécula de enzima libre. Adaptado de Sirisha y col.
(20186).

Inmovilizacion por unién covalente

La inmovilizacion enzimatica por unién covalente es uno de los métodos donde se
encuentran los desarrollos recientes mas interesantes (Papamichael y col., 2020) y

gque mas se utiliza actualmente (Nguyen y col., 2017).

Este método consiste en la formacién de complejos estables enzima-matriz de
inmovilizacién a través de enlaces covalentes. Generalmente, el procedimiento de
union de la enzima al soporte sélido tiene dos etapas: una primera etapa de activaciéon
de la superficie para proporcionar grupos reactivos con los aminoacidos de la enzima,
y una segunda etapa de acoplamiento covalente de la enzima al soporte activado.
Para reducir los problemas de accesibilidad del sustrato al centro activo de la enzima
inmovilizada se pueden emplear moléculas que se comportan como brazos
alargadores entre la superficie y la enzima (Nguyen y col., 2017). Si los aminoacidos
del centro activo de la enzima participan en la unién covalente con el soporte se puede
producir una desactivacion total o parcial de la enzima. Para evitar este problema, el
proceso de inmovilizacion se puede llevar a cabo en presencia de un sustrato o un
inhibidor de la enzima. De esta forma se ocupa el centro activo de la enzima durante la

inmovilizacion por estas moléculas (Sulaiman y col., 2014).

Las enzimas contienen hasta 20 aminoacidos diferentes, pero no todos se encuentran
expuestos al exterior de las proteinas. Los principales grupos expuestos son la lisina, a

través de su grupo €-amino, la tirosina e histidina, los grupos cisteina y, en menor



medida, también la metionina, triptéfano, arginina, acido aspartico y acido glutamico
(Sheldon y col., 2013). Estos aminoacidos son los que mayoritariamente participaran

en el proceso de inmovilizacién covalente con el soporte.

Este método ampliamente utilizado en la industria alimentaria presenta las siguientes

ventajas (Fajardo-Ochoa y col., 2011):

- La manipulacion de las enzimas es sencilla.

- Lacarga de la enzima permanece constante después de la inmovilizacién.

- Los enlaces formados entre las enzimas y el soporte son muy estables.

- No existe liberacion de enzimas en la solucion.

- La enzima posee una mayor estabilidad frente a la desactivacion por el efecto
de la temperatura, de disolventes organicos o efectos de pH.

En cambio, este tipo de inmovilizacién también presenta ciertos inconvenientes que es

necesario conocer (Elnashar, 2010; Sanchez-Ramirez y col., 2014):

- Puede existir pérdida de la actividad enzimatica.
- Los buenos soportes suelen ser bastantes caros, por lo que el proceso puede
tener un alto coste.

- Se requiere la proteccion del centro activo para evitar una posible alteracion.

Inmovilizacién por adsorcion

La adsorcion enzimética es uno de los métodos méas sencillos para inmovilizar. Los
mecanismos de adsorcion se basan en enlaces débiles, como las fuerzas de Van der
Waal, interacciones electrostéticas e hidrofdbicas (Sassolas y col., 2012), y en funcion
del tipo de enlace la inmovilizacibn por adsorcion se puede clasificar en tres
categorias: adsorcion fisica, enlace electrostatico y adsorcion hidrofébica (Nguyen y
col., 2017).

La enzima se disuelve en una solucién y el soporte sélido se pone en contacto con la
soluciéon de enzima durante un tiempo determinado en unas condiciones adecuadas
que permitan la inmovilizacion de la enzima. Las moléculas de enzima que no se
absorben se eliminan de la superficie lavando con una solucién tampén (Nguyen y col.,
2017). Es un sistema de inmovilizacién que permite que las moléculas de enzima
adsorbidas se encuentren protegidas de la agregacion, protedlisis e interacciones
hidrofébicas (Spahn y col., 2008).



Los investigadores han utilizado soportes ecolégicos como las fibras de coco, las
cuales tienen buena capacidad de retencién de agua y alta propiedad de intercambio
catidnico; celulosa microcristalina con capacidad de unién reversible; caolin con alta
capacidad de retencién de enzimas; y materiales micro/mesoporosos, ofreciendo una

gran area de superficie ideal para las reacciones enzimaticas (Datta y col., 2013).

La inmovilizacion por adsorcion presenta multiples ventajas ya que nos encontramos
ante un proceso simple y econdmico dado que no es un proceso que necesite de
reactivos. Por otra parte, este tipo de inmovilizacién no es destructivo para la actividad
enzimatica porque no implica ninguna funcionalizacion del soporte (Nguyen y col.,
2017). De modo contrario, la inmovilizacibn por adsorcion también presenta
inconvenientes ya que las enzimas se unen de forma débil al soporte mediante una
union fisica débil, de modo que los cambios de temperatura, pH o fuerza idnica
pueden provocar procesos de desorcién/lixiviacion de la enzima (Mohamad y col.,
2015). Otro inconveniente es que soOlo se puede controlar la reaccién en periodos
cortos de tiempo (Romero y col., 2014).

Inmovilizacién por reticulado o entrecruzamiento

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en la estabilizacion de diversas enzimas,
las cuales se pueden unir entre ellas, sin soporte, a través del entrecruzamiento. Este
método de inmovilizacion sin soporte consiste en el uso de reactivos bifuncionales que
originan uniones intermoleculares entre las moléculas de la enzima. Como reactivos
bifuncionales se utilizan dialdehidos, diiminoésteres, diisocianatos, sales de
bisdiazonio y aminas activadas con carbodiimida (Arroyo, 1998), aunque el reactivo

mas ampliamente utilizado es el glutaraldehido (Nguyen y col., 2017).

Los procedimientos de inmovilizacion por reticulado se pueden distinguir en dos tipos:
mediante agregados enzimaticos reticulados (CLEA) o por medio de cristales de
enzimas reticulados (CLEC). En el caso del procedimiento utilizando CLEA, las
enzimas inmovilizadas también funcionan en soluciones acuosas y son estables en
condiciones con concentraciones elevadas de sales metdlicas, solventes organicos
polares y apolares. Las enzimas inmovilizadas en el caso de la utilizacion de CLEC,
generalmente poseen mejoras significativas en las propiedades mecénicas, dando
como resultado una mayor estabilidad y eficiencia que las enzimas no tratadas

(Nguyen y col., 2017; Papamichael y col., 2020).



La inmovilizacién por entrecruzamiento es un método muy simple basado en la fuerte
unién quimica de biomoléculas enzimaticas, por lo que la posible fuga de enzimas es
minima. Otra ventaja destacada es la posibilidad de utilizar agentes estabilizantes
adecuados para ajustar el microambiente de la enzima y, de este modo, aumentar la
estabilidad (Nguyen y col., 2017). Este método también posee inconvenientes, siendo
susceptible a cambios leves de temperatura y pH en las condiciones de operacién
(Fajardo-Ochoa y col., 2011). Otro inconveniente es que el uso de glutaraldehido
podria dar como resultado graves modificaciones enzimaticas conduciendo a cambios
conformacionales enziméticos y, por consiguiente, pérdida de su actividad. Para
solventar este problema, se pueden agregar proteinas inertes como gelatina o
albumina de suero bobino durante la inmovilizacion para minimizar la modificacion de

las enzimas (Nguyen y col., 2017).

Inmovilizacion por atrapamiento

Este método de inmovilizacion implica la retencion fisica de la enzima en las cavidades
interiores de una matriz sélida porosa formada generalmente por prepolimeros
fotoentrecruzables o polimeros del tipo alginato, acrilamida, colageno, etc. (Arroyo,
1998). Este sistema permite el intercambio del sustrato y los productos, pero retiene la
enzima, por lo que la difusion de la enzima est4 limitada (Cil y col., 2007). Sin
embargo, solo se puede utilizar en un nimero limitado de enzimas (Dwevedi, 2016),
siendo un método poco eficaz para enzimas que emplean sustratos de elevado peso
molecular, ya que los microporos del soporte dificultan la entrada del sustrato al centro

activo de la enzima.

El procedimiento de inmovilizacién por atrapamiento consiste en dos pasos (Nguyen 'y
col., 2017): una primera etapa en la que se produce la mezcla de enzima en una
solucién de monémero, y una segunda etapa en la cual se produce la polimerizacion
de la solucién del monémero elegido mediante una reaccion quimica o condiciones
experimentales cambiantes. Uno de los polimeros mas empleado es el alginato de
calcio, con el cudl se consigue un atrapamiento eficiente y se evita la pérdida de la

enzima (Romero y col., 2014).

La ventaja mas destacable de este método es su eficiencia a la hora de inmovilizar la
enzima. Por otra parte, podemos también destacar que la enzima no sufre ningun tipo
de alteracion estructural ya que el método de unién es fisico y no quimico (Matosevic y
col., 2011). Otra ventaja adicional es la capacidad de optimizar las condiciones de la

inmovilizacién, gestionando el microambiente de la enzima inmovilizada y teniendo



cierto control sobre su valor de pH 6ptimo y otros parametros (Nguyen y col., 2017).
Sin embargo, este método también tiene varias desventajas. Es posible que en este
método exista fuga de enzimas, solamente se pueden utilizar sustratos o productos de
pequefio tamafio y es necesario un equilibrio entre las propiedades mecéanicas de la
matriz y su efecto sobre la actividad enzimatica (Dwevedi, 2016).

Inmovilizacién por encapsulacion o microencapsulacion

Es un método similar al atrapamiento, pero en esta técnica las enzimas estan
rodeadas de membranas semipermeables que permiten el paso controlado de
moléculas de sustrato y producto hacia el interior, pero no de enzima al exterior
(Arroyo, 1998). Estas membranas pueden ser permanentes o no permanentes (Kuiper
y col.,, 2008). Este método proporciona una gran superficie entre la membrana
semipermeable y la enzima (Nisha y col., 2012). Gracias a este método es posible
combinar enzimas y encapsularlas en una misma membrana, provocando una
combinacién en las funciones de las enzimas y/o liberando de manera ordenada las

diferentes enzimas presentes en las distintas etapas de las reacciones.

Una ventaja de este método es que permite una alta actividad de la enzima
inmovilizada y proporciona gran resistencia a cambios de temperatura y pH (Wang y
col., 2004). Otra de las ventajas es que es posible aumentar el nivel de proteccion de
las enzimas creando capas protectoras de distintos materiales como emulsificantes y
espesantes (Fajardo-Ochoa y col., 2011). El principal inconveniente de este método es
gue puede haber liberacion de enzimas al medio, contaminandolo e impidiendo la
reutilizacién de la enzima (Volodkin y col., 2004). Otro inconveniente de esta técnica
es la inactivacion de la enzima durante el proceso de encapsulacién (Nisha y col.,
2012).

6.4. Avances en lainmovilizacién por unién covalente de la enzima

glucosa oxidasa

En los ultimos afios se han producido avances significativos en la inmovilizacién
covalente de la enzima glucosa oxidasa porque dicha enzima esté recibiendo mucha
atencion por parte de los investigadores por sus amplias aplicaciones. También hay
gque sefalar que la glucosa oxidasa se selecciona con frecuencia como enzima modelo

para investigar nuevos métodos de inmovilizacion covalente (Nery y col., 2016).



En este apartado analizaremos las técnicas de inmovilizacién covalente de la enzima
glucosa oxidasa realizadas en los ultimos diez afios. Los avances en la inmovilizacion
covalente de la glucosa oxidasa se han discutido atendiendo al tipo de soporte
empleado en el proceso de inmovilizacion. Estos estudios se muestran en la Tabla 1
(Anexo 1), donde se puede observar el soporte, el agente activador del soporte y las

ventajas e inconvenientes de cada procedimiento.
6.4.1. Nanoparticulas magnéticas

Recientes investigaciones han mostrado que las nanoparticulas magnéticas son una
alternativa interesante a las matrices organicas y minerales empleadas para la
inmovilizacién de enzimas. Las nanoparticulas magnéticas son particulas con tamafios
de hasta 100 nm que presentan en su composicion un componente magnético (Afieh y
col., 2020). Se han empleado 6xidos de Fe, como la magnetita (FEsO.), magemita (y-
Fe,0s3) (Afieh y col., 2020) y la ferrita de niquel (NiFe;O4) (Atacan y col., 2019), y sales
de Co, como el CoCl,, como componentes magnéticos (Lee y col., 2012a).

La inmovilizacibn en este tipo de soporte tiene como ventaja que las enzimas
inmovilizadas pueden separarse facilmente mediante un campo magnético externo,
dando como resultado una mejor reutilizacién de la enzima vy, por lo tanto, reduciendo

el coste total (Bilal y col., 2018).

Ademas, también se ha observado que la inmovilizacién covalente de la glucosa
oxidasa en estas nanoparticulas magnéticas mejoran su estabilidad. La union
covalente de la enzima en la superficie de nanoparticulas magnéticas de 6xido de Fe
recubiertas con silice y tratadas con 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (Figura 3) mejoran la
estabilidad de la enzima frente al pH y la temperatura. Se ha demostrado que la
enzima inmovilizada adquiere una disposicion conformacional y estructural adecuada
para mejorar su actividad y estabilidad ante rangos mas amplios de pH y temperatura.
Ademas, el proceso de inmovilizacion tuvo apenas efecto sobre el sustrato y la
difusién del producto (Abbasi y col., 2016).

Similares resultados se han encontrado en un reciente estudio donde la glucosa
oxidasa fue inmovilizada covalentemente en nanoparticulas magnéticas de ferrita de
niquel (NiFe>0O4) modificadas con taninos. La enzima inmovilizada mostré6 una mejor
actividad y estabilidad frente a rangos mas amplios de temperatura y pH que la enzima
libre (Atacan y col., 2019).
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Figura 3. Unién covalente de glucosa oxidasa en nanoparticulas magnéticas de oxido
de Fe modificado. Adaptado de Abbasi y col. (2016).

6.4.2. Nanoparticulas de silice / particulas mesoporosas

En esta Ultima década se ha observado un gran interés por las nanoparticulas de silice
mMesoporoso como soporte para la inmovilizacién de enzimas, ya que estos materiales
inorganicos presentan alta resistencia, se puede controlar su morfologia y porosidad,
son biocompatibles y es facil introducir en su superficie grupos funcionales reactivos
con los aminoacidos de las enzimas. Estos materiales tienen una estructura ordenada
con canales con un tamafio de mesoporo (2-50 nm) y separados por paredes de silice
(Si0Oy), lo que les confiere una gran superficie por volumen para la inmovilizacién de

enzimas (Popat y col., 2011).

Se ha estudiado distintos activadores de la superficie de estas estructuras de silice
con el objeto de proporcionar puntos de anclaje covalente para la enzima glucosa

oxidasa.

Se han incluido grupos epoxi reactivos en la superficie de nanoparticulas de silice
empleando 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano (Figura 4A) (Jung y col., 2010) y metacrilato
de glicidilo (Figura 5) (Ji y col., 2013). La unién soporte-enzima tiene lugar a través de
la reaccion entre el grupo amino de la glucosa oxidasa y el grupo epoxi del soporte.
También se han incorporado grupos amino reactivos a la superficie de estos
materiales empleando el 3-aminopropiltrimetoxisilano (Figura 4B) (Jung y col., 2010).
En este caso se empled glutaraldehido como agente entrecruzante entre los grupos
amino del soporte y de la enzima. Otros estudios también han demostrado la eficacia
del glutaraldehido como agente entrecruzante entre el soporte de silice activado y la
enzima, mejorando la actividad y la estabilidad térmica de la glucosa oxidasa e
incrementandose su reutilizacion y capacidad de almacenamiento (Huang y col., 2010;
Huang y col., 2011; Wu y col., 2012; Golikova y col., 2017; Pitzalis y col., 2017).
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Figura 4. Inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa en nanoparticulas de silice: (A)
la silice modificada con epoxi reacciona con el extremo N-terminal de la enzima; (B) la
silice modificada con aminopropilo reacciona con el glutaraldehido y el extremo N de la
enzima. Adaptado de Jung y col. (2010).
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Figura 5. Esquema que muestra la reaccion que se da entre las nanoparticulas de
silice modificadas con metacrilato de glicidilo y la enzima glucosa oxidasa (Ji y col.,
2013).

Otros reactivos, como el N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida, empleado solo
(Lee y col., 2012a; Lee y col., 2012b) o en combinacién con la N-hidroxisuccinimida
(Balistreri y col., 2016), se han estudiado para mejorar la uniéon de la enzima glucosa
oxidasa sobre la superficie de soportes de silice. La unién covalente soporte-enzima
tiene lugar con la formacion de un enlace amida entre el grupo amino del soporte y los
residuos carboxilicos de la enzima. Estos agentes quimicos mejoraron la actividad
catalitica de la enzima inmovilizada, ademas de su estabilidad térmica y su

reutilizacion.

Para la encapsulacién de nanoparticulas de silice se ha empleado quitosano para
inmovilizar la glucosa oxidasa, permitiendo la reutilizacion repetida de la enzima (Lee y
col., 2012b) (Figura 6), mostrando la glucosa oxidasa una mayor estabilidad y una

ligera pérdida de su actividad (Madhu y col., 2019).
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Figura 6. Inmovilizacién de glucosa oxidasa en nanoparticulas de Co-B/SiO, formando
perlas de quitosano. TEOS: ortosilicato de tetrametilo; 3-APTES: 3-
aminopropiltrietoxisilano; EDC: N-(3 dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida. Adaptado
de Lee y col. (2012b).

6.4.3. Oxidos de grafeno

El 6xido de grafeno es una especie de nanomaterial de carbono bidimensional que se
caracteriza por tener una gran superficie especifica y poseer muchos grupos
funcionales que contienen oxigeno que se pueden activar, lo que lo convierte en un
material potencial para actuar como soporte en la inmovilizacién de enzimas (Zhao y
col., 2014).

Se ha utilizado un soporte selectivo formado por 6xido de grafeno y concanavalina A
para la inmovilizacion de la glucosa oxidasa. De este modo, los grupos amino de la
concanavalina A se unieron covalentemente a los grupos carboxilo de la enzima. La
glucosa oxidasa inmovilizada poseia un rango méas amplio de estabilidad frente al pH y
la temperatura, un plazo mas largo de estabilidad en almacenamiento y una mayor
resistencia frente a agentes desnaturalizantes (Zhou y col., 2012). En otro estudio, se
emplearon los grupos carboxilo e hidroxilo de la superficie del 6xido de grafeno para la
coinmovilizacion de glucosa oxidasa y celulasa con el objetivo de convertir en un Unico
paso la carboximetilcelulosa en acido glucénico. Previamente a la inmovilizacién
enzimatica, los grupos carboxilos se activaron previamente con N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida y N-hidroxisuccimida y los grupos hidroxilo con

2,4 ,6-triclorotriazina (Zhang y col., 2019).
6.4.4. Polimeros derivados del acido acrilico y maleico

Se han empleado diversos polimeros del acido acrilico y sus derivados (acrilato de
metilo, acrilato de polietilenglicol y acrilato de terc-butilo), los cuales contienen grupos
carboxilo, que facilitan la inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa. Estos soportes
proporcionaron a la enzima una mayor actividad y una mejora en su estabilidad

térmica (Xu y col., 2017).



El uso de nanofibras de poliacrilonitrilo como soporte de inmovilizacion mejoré la
actividad catalitica de la glucosa oxidasa tras un almacenamiento prolongado y
posibilitd su reutilizacion (Manuel y col.,, 2015). También se ha observado un
incremento en la estabilidad térmica de la glucosa oxidasa inmovilizada
covalentemente en un copolimero de &cido acrilico y polietilenglicol, mejorando su
estabilidad al almacenamiento, si bien, se observé una disminucion de su actividad
(Luoy col., 2012).

Recientemente, se emple6 como soporte de inmovilizacion esferas de metacrilato de
poliglicidilo, utilizando diversos agentes activadores, como el N-(3-dimetilaminopropil)-
N’-etilcarbodiimida, la N-hidroxisuccinimida y el glutaraldehido. La glucosa oxidasa
inmovilizada mostré un rango mas amplio de temperatura y pH 6ptimos, una mayor

actividad catalitica y una mayor estabilidad al almacenamiento (Liao y col., 2019).

Por otro lado, se ha estudiado un copolimero del &cido maléico como soporte para la
inmovilizacién de la glucosa oxidasa. Previamente se reactivo térmicamente el soporte
para transformar sus grupos dicarboxilicos en grupos reactivos anhidrido del acido
maléico. Posteriormente, se form6 un enlace amida por reaccion de los grupos amino
de la enzima con los grupos anhidrido del soporte. Tras el procedimiento de
inmovilizacion, la glucosa oxidasa mostré una mayor actividad y estabilidad térmica

(Samoilova y col., 2014).
6.4.5. Quitosano y dextrano

El quitosano es un material de origen natural econémico. Contiene grupos amino en su
estructura polimérica, lo cual lo ha convertido en un portador biolégico con alta
capacidad para inmovilizar enzimas (Ghadi y col., 2015). Diversas investigaciones han
utilizado este material, ya sea en forma de microesferas, empleando glutaraldehido
como agente entrecruzante, mostrando la glucosa oxidasa inmovilizada una mejor
actividad enzimética (Zhou y col., 2012) o en forma de nanoparticulas magnéticas
también utilizando glutaraldehido como agente entrecruzante. En este caso, la glucosa
oxidasa tuvo una pequefa pérdida de actividad, aunque mostré una mayor resistencia

a rangos amplios de pH (Afjeh y col., 2020).

El dextrano es un polisacarido que contiene principalmente enlaces a-1,6 y también a-
1,2, a-1,3 y a-1,4 entre unidades de glucosa. Se utiliz6 este polimero como soporte en
la inmovilizacion covalente de la glucosa oxidasa, observandose una alta actividad
enzimatica a altos valores de pH y temperatura (Altikatoglu y col., 2010). La activacion

del soporte se realizd por oxidacién de sus grupos hidroxilo con peryodato de sodio



para rendir grupos aldehido reactivos con los grupos amino de la enzima mediante la
formacion de una base de Schiff (Figura 7).
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Figura 7. Representacion esquematica de la activacion del soporte con peryodato de
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sodio y unién covalente de la enzima. Elaboracién propia.
6.4.6. Polimeros derivados del polietilenglicol

En un estudio reciente se ha sintetizado un soporte a base de un polimero derivado
del polietilenglicol para inmovilizar covalentemente a la glucosa oxidasa. Tal y como se
observé para el dextrano, se activd el soporte con peryodato de sodio para obtener
grupos aldehido reactivos que pudiera reaccionar con los grupos amino de la enzima.
Los resultados mostraron una mayor vida Util de la glucosa oxidasa, asi como una
mejora en la estabilidad térmica, pero se observo también una pérdida de la actividad
enziméatica (Vardar y col., 2018).

6.4.7. Marcos cristalinos organometalicos

Los marcos cristalinos organometalicos son materiales que pueden ser (tiles como
soporte debido a diversas caracteristicas como son su alta superficie especifica, su
tamafio de poros uniformes y su gran potencial para incorporar una gran variedad de
funcionalidades quimicas (O"Keeffe y col., 2011). Se han empleado marcos cristalinos
organometdlicos derivados del acido tereftalico para la unién covalente de la glucosa
oxidasa a su superficie. Para ello, se modificaron los residuos amino del soporte con
glutaraldehido para proporcionar grupos carboxilicos reactivos con los grupos amino
de la enzima. Se observd que la glucosa oxidasa inmovilizada tenia una alta
capacidad de reutilizacion, manteniéndose la estructura del soporte y su actividad

enzimatica (Tudisco y col., 2016).

6.4.8. Aplicaciones de la enzima glucosa oxidasa inmovilizada por union

covalente

A pesar de que existen diversas aplicaciones de la enzima glucosa oxidasa en la
industria alimentaria, muchas de estas aplicaciones se realizan con la enzima en forma

libre, no con un procedimiento de inmovilizacion por unién covalente. No obstante, en



los Ultimos afios se han realizado algunas investigaciones aplicando esta enzima
inmovilizada mediante enlaces covalentes para diversos usos en la industria

alimentaria.

Por un lado, el uso de materiales de envasado con enzimas inmovilizadas
covalentemente puede ser una manera prometedora de disefiar envases activos
aplicables en la industria alimentaria. Los enlaces covalentes aseguran que las
enzimas no migren al alimento, por lo que pueden ofrecer la ventaja reglamentaria de
no ser consideradas un aditivo alimentario. En este sentido, se ha inmovilizado la
glucosa oxidasa en peliculas de polimeros derivados del acido metacrilico y de
poliamida. La activacion de la superficie de las peliculas se realiz0, previo tratamiento
con acido clorhidrico, con glutaraldehido e isocianuro de ciclohexilo, para permitir una
unién covalente entre la pelicula activada y los grupos carboxilos y/o amino de la
enzima. Estas biopeliculas inhibieron el crecimiento de Escherichia coli CNCTC 6859,
Pseudomonas fluorescens CNCTC 5793, Lactobacillus helveticus CH-1, Listeria
ivanovii CCM 5884 y Listeria innocua CCM 4030 (Hanusova y col., 2013).

Por otro lado, la tendencia en el consumo de lacteos funcionales, entre los cuales
destaca el yogur por contener bacterias probiéticas, esta en aumento por sus multiples
beneficios para la salud. Sin embargo, la presencia de oxigeno es incompatible con las
bacterias probidticas, ya que muchas de ellas son anaerdbicas. Por sus
caracteristicas, la glucosa oxidasa es una enzima que se puede utilizar para reducir el
efecto nocivo del oxigeno en este tipo de productos. Un estudio reciente inmovilizd
covalentemente la glucosa oxidasa en nanoparticulas recubiertas de quitosano y se
aplicaron en yogur probiético para beber. Se utiliz6 glutaraldehido como agente
entrecruzante entre el soporte y la enzima. Los resultados mostraron que las muestras
de yogur con la enzima inmovilizada contenian mayor concentracion de bacterias
probidticas, como Bifidobacterium lactis y Lactobacillus acidophilus, que con el uso de
la enzima libre. También se observé que la adicién de glucosa oxidasa no tuvo efectos
negativos en el sabor, demostrandose ser un método seguro, natural y
econémicamente viable para la conservacion de las bacterias probidticas del yogur
(Afjeh y col., 2019).

Por dltimo, como se ha mencionado anteriormente, en la reaccién quimica de la
glucosa oxidasa se produce acido glucoénico, el cual es un compuesto que en la
industria alimentaria se emplea como acidulante, gasificante, estabilizador del color,
antioxidante y agente quelante en pan, piensos, bebidas, etc. (Wong y col., 2008). La

produccion de acido glucénico basada en enzimas como la glucosa oxidasa se



considera un método viable para reducir los costes de su produccién. Recientemente,
se ha propuesto un método enzimatico para la produccion de acido glucoénico a partir
de carboximetilcelulosa en un solo paso a través de la coinmovilizacion de las enzimas
glucosa oxidasa y celulasas en la superficie de un soporte de Oxido de grafeno. La
activacion del soporte se realiz6 con la N-(3-dimetilaminopro-pil)-N’-etilcarbodiimida y
la N-hidroxisuccinimida. Este método proporciona una estrategia mas econdémica para

la produccion de &cido glucénico a nivel industrial (Zhang y col., 2019).

7. Conclusiones y futuras tendencias

La inmovilizacién de la glucosa oxidasa permite hacer un uso de esta enzima en la
industria de una manera mas eficiente y econémica. Actualmente, se estan realizando
numerosas investigaciones en cuanto a materiales de inmovilizacion y distintos
procedimientos para optimizar este método de inmovilizacién covalente con la enzima
glucosa oxidasa. Estos estudios muestran las ventajas de la inmovilizacion covalente
de la enzima glucosa oxidasa, ya que incrementa su actividad y estabilidad y permite
su reutilizacién. Sin embargo, hasta la fecha son pocos los estudios que han abordado
el uso de la enzima inmovilizada covalentemente en la industria alimentaria,
centrandose su aplicacion en la produccion de acido glucénico y como agente
antimicrobiano. En base a los resultados discutidos en esta memoria, seria muy
interesante valorar la inmovilizacién covalente de la glucosa oxidasa como estrategia

para mejorar su aplicacion en otras aplicaciones industriales.
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9. Anexo |

Tabla 1. Resumen de los distintos

oxidasa.

Particulas

magnéticas

Nanoparticulas
de silice/
particulas

mesoporosas

Soporte

Particulas
magnéticas de
oxido de Fe
Nanoparticulas
magnéticas de

ferrita de niquel

Silice/SiO2

Espumas de
silice

mesocelular con
grandes é&reas

superficiales

Nanoparticulas
de Fe304/SiO2

Nanoparticulas

de silice

Nanoparticulas
de Co-B/SiO2

Nanoparticulas
de Co-B/SiO2 en
perlas de

quitosano
Silicio

Silice
mesoporosa
SBA-15

soportes de inmovilizaciébn por union covalente para la enzima glucosa

Modificador de
soporte / Agente

activador

2,4,6-tricloro-1,3,5-
triazina (TCT)

Taninos

Glutaraldehido

N-(3-
dimetilaminopropil)
N’-etilcarbodiimida
(EDC)
N-hidroxisuccinimi-
da (NHS)
Glutaraldehido
3-aminopropiltrieto-

xisilano

Glutaraldehido

EDC

EDC

Metacrilato de

glicidilo

Glutaraldehido

Caracteristicas

Mejora de la estabilidad ante cambios de pH
y temperatura
Mejora en la actividad y estabilidad en

rangos mas amplios de pH y temperatura

Alta actividad y estabilidad
Exclusion de la adicién de catalasa

Mayor actividad catalitica
Mayor estabilidad térmica
Ligera desnaturalizacion de la glucosa

oxidasa

Mayor estabilidad térmica, capacidad de

operacion y mayor tiempo de
almacenamiento

Mejor rendimiento catalitco y mayor
estabilidad

Mayor actividad catalitica
Mantenimiento de la actividad tras varias

reutilizaciones

Mejor estabilidad durante la operacion y
almacenamiento

Baja actividad

Mejora de la estabilidad en almacenamiento

Facil manejo de la enzima inmovilizada y
reutilizacién repetidas veces

Pérdida de actividad

Referencia

(Abbasi vy
col., 2016)

(Atacan vy
col., 2019)

(Golikova y
col., 2017)

(Balistreri y
col., 2016)

(Huang vy
col., 2010)

(Huang vy
col., 2011)

(Lee y col.,
2012a)

(Lee y col.,
2012b)

iy col,
2013)

(Pitzalis vy
col., 2017)



Oxidos de

grafeno

Polimeros
derivados de
acido acrilico y
maleico

Soporte

Material
mMacroporoso
ordenado
tridimensional-
mente

Tamiz molecular
SBA-15
Mesoporoso con

ortosilicato  de

tetrailo

Oxido de
grafeno

Oxido de
grafeno

Esferas de

metacrilato  de

poliglicidilo

Acido acrilico
Acrilato de
metilo

Acrilato de poli
(etilenglicol)
Acrilato de terc-
butilo

Nanofibras de

poliacrilonitrilo
Metacrilato  de
glicidilo/silice

Copolimero de
acido acrilico y

polietilenglicol

Modificador de
soporte / Agente

activador

Glutaraldehido

3-aminopropiltrime-
toxisilano (ATS)
3-glicidoxipropiltri-
metoxisilano (GTS)
Glutaraldehido-ATS
EDC

NHS

TCT

Concanavalina A

EDC
NHS
Glutaraldehido

Metacrilato de

glicidilo

Caracteristicas

Alta actividad catalitica y estabilidad térmica

Almacenamiento mas largo sin pérdida de
actividad
Esta unién hace que la glucosa oxidasa sea

menos propensa a la lixiviacion

Buena actividad y estabilidad de la glucosa

oxidasa

Rango de estabilidad de pH mas amplio
Mayor tiempo de almacenamiento

Mayor resistencia a agentes
desnaturalizantes

Rango mas amplio de temperatura y pH
Optimos

Mayor actividad catalitica

Mayor estabilidad en el almacenamiento

Mayor actividad catalitica

Mejora de la estabilidad térmica

Retencibn de actividad eficiente tras
almacenamiento prolongado

Reutilizacion enzimatica simple
Mejora de la estabilidad en almacenamiento

Aumento de la estabilidad térmica
Aumento de la estabilidad en
almacenamiento

Disminucion de la bioactividad

Referencia

(Wu y col.,
2012)

(Jung y
col., 2010)

(zhang vy
col., 2019)

(Zhou y
col., 2012)

(Liao y col.,
2019)

Xu y col.,
2017)

(Manuel vy
col., 2015)

Ji y col,

2013)

(Luo y col.,
2012)



Quitosanos

Dextranos

Polimeros
derivados de

polietilenglicol

Marcos
cristalinos

organometélicos

Soporte

Copolimero de

acido maleico

Nanoparticulas
magnéticas de

quitosano
Quitosano

Microesferas de

quitosano

Dextrano

Polimero
derivado de
polietilenglicol
Marco cristalino
organometalico
del

acido tereftalico

derivado

Modificador de
soporte / Agente
activador

Glutaraldehido

Glutaraldehido

Peryodato de sodio

Peryodato de sodio

Glutaraldehido

Caracteristicas

Mayor estabilidad térmica

Mayor actividad catalitica
Mayor resistencia a rangos amplios de pH
Pequefia pérdida de actividad catalitica

Utilizacidon repetidas veces de la glucosa

oxidasa inmovilizada

Mejor actividad enzimatica

Se mantiene la actividad enzimatica a altos
rangos de pH y temperatura

Mayor estabilidad térmica
Mayor vida util de la enzima
Reduccidn de la actividad enzimatica

Alta capacidad de reutilizacién enzimatica

Retencién de la actividad catalitica

Referencia

(Samoilova
y col.,
2014)

(Afjeh y
col., 2020)

(Madhu vy
col., 2019)
(Zhou y
col., 2012)
(Altikatoglu
y col.,
2010)

(vardar vy
col., 2018)

(Tudisco vy
col., 2016)



