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Introduccidn. Los jarabes fructosados se emplean en la
elaboracién de bebidas carbonatadas, reposteriay confiteria.
Estos jarabes, que generamente son importados y
elaborados a partir de amidén de maiz, han venido a
desplazar el uso de sacarosa como edulcorante en nuestro
pais generando una severacrisis en laindustria azucarera.

Es por ello que con este trabajo se pretende contribuir ala
resolucion de esta problematica, desarrollando un sistemade
hidrdlisis enzimética directa en el jugo de cafa utilizando
invertasa inmovilizada sobre microesferas de nylon-6. H
producto obtenido podria ser competitivo con bs jarabes
fructosados de maiz.

Metodologia. La invertasa fue covalentemente inmovilizada
sobre microesferas de nylon-6 (1). La actividad enzimética
se determind por el método del &cido 35 Dinitrosdlicilico
(DNS); la activided fue medida bago las siguientes
condiciones, tiempo de incubacion de 40 seg, temperatura
50 Cy una solucién de sacarosa 0.3 M en buffer de acetatos
0.05 M pH 55. Para los andlisis de actividad se utilizaron
cantidades conocidas del sistema inmovilizado y 0.050 mL
de una solucién de enzima conteniendo 0.086 mg/mL. La
Vméx esta expresada en umol de sacarosa hidrolizada mint
mg™ protefna’y Km en mM de sacarosa. Se utiliz6 jugo de
cafia con 15% de sacarosa.

Resultados y Discusion. La cantidad de enzima unida al

soporte fue de 4.93 mg de proteina por cada g de soporte. E
factor de efectividad de la enzima inmovilizada @) fue de
0.85, es decir, la enzima inmovilizada retiene un 85% de la
actividad que presentaria si estuvieralibre. En el cuadro 1 se
observa que la enzima inmovilizada y libre presentan los
mismos pH y [S] éptimos, ademés presentan el mismo perfil

al efecto del pH y [S]. La cinética de temperatura para la
enzima inmovilizada presenta una meseta que va de 55 a 65
C, en € caso de la enzima libre solo se presenta un pico de
méxima actividad a los 65 C. El efecto de la temperatura,

para ambos casos, después de los 65 C es negativo, yaquela
actividad a los 70 y 75 C cae un 20 y un 60%
respectivamente.

Cuadro 1. Comparacion de los parametros fisicos y cinéticos de la
enzima inmovilizada y libre.

Parémetro Inmovilizada Libre
pH 55 5.5
Temperatura( C) 55-65 65
[SI(M) 01 0.1

Vmax 2244 1059

Km (mM) 29.3 24.5

En la figura 1 se observa la cinética caracteristica de
inhibicién por sustrato para la invertasa, donde laKi parala
enzima libre es de 710 mM y para la inmovilizada 691 mM.
Los pardmetros cinéticos obtenidos para la enzima
inmovilizada se consideran aparentes puesto que no se sabe
hasta que punto son minimizados |os efectos de transferencia
de masa externos.
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Fig. 1. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad de
laenzima libre e inmovilizada.

Las pruebas realizadas sobre jugo de cafia muestran que €l
biocatalizador perdi6 entre un 10% y un 15% de su
actividad; se cree que esto es debido a la presencia de
algunas sales en el jugo de cafa.

La inmovilizacion favorece la reutilizecion  del
biocatalizador hasta por 30 lotes seguidos sin perder su
actividad inicial.

Conclusiones. En este estudio se inmovilizd covalentemente
la invertasa sobre microesferas de nylon-6. Se encontraron
valores Optimos de pH y [S§] similares para la invertasa
inmovilizada y libre, 5.5y 0.1 M. Se obtuvo un rango parala
temperatura 6ptima de la invertasa inmovilizada (5565 C) y
un solo punto para la enzima libre (65 C). La Km de la
enzimainmovilizadaes 1.2 veceslaKm delaenzimalibre.
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