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RESUMEN 

En los últimos afi9s,_ se ha observado un incremento en la utilización .de enzimas 

inmovilizadas para catálisis en diferentes procesos de la industria (Palmieri y col, 1994; 

D 'Annibale y col, 2.000). Las enzimas pueden ser atrapadas o Incorporadas covalentemente 

en polímeros, y así formar materiales biológicamente activos que .sean estables y capaces de 

actuar en ambientes extremos. Con esto en mente, este trabajO:~consistió~en'-obt~ner un ~

conjugado biocatalítico mediante la unión del polímero quitosano.corí la enzima lacasa, 
;_ . i 

seguido de una modificación química para mejorar la catálisis en solvente orgánico. 

Se preprararon conjugados biocatalíticos al Inmovilizar. la enzima lacasa del hongo 

ligninolítico Coriolopsis ga/lica mediante reacciónjquímica de la carbodimida sobre el 

polímero quitosano. Estos conjugados enzimáticos se sometieron a una modificación 

hidrofóbica, mediante la adición de una molécula de metoxi-polietilén glicol activada PM 

5000. 

Se logró producir un conjugado quitosano-lacasa inmovilizando un 57 o/o de enzima 

con las condiciones establecidas de temperatura y concentración de carbodimida. El grado de 

modificación del quitosano, se determinó mediante la titulación de los grupos amines con 

fluorescamina. La inmovilización de la enzima en el quitosano le provee estabilidad 

operacional a pH extremos (1 y u) y el modificar hidrofóbicamente el conjugado Quitosano

Lacasa, incrementa su estabilidad al doble. El perfil de actividad contra pH y temperatura no 

se ve afectado al inmovilizar la enzima ni al modificar el conjugado Quitosano-Lacasa. En 

cuanto a la estabilidad a temperatura no hubo una diferencia significativa de la enzima libre 

con el conjugado Quitosano-Lacasa ni con el conjugado Quitosano-Lacasa-PEG. A pesar de 

que la modificación hidrofóbica no le confirió una mayor solubilidad al conjugado 

Quitosano-Lacasa en solvente orgánico, éste si presentó una mayor actividad en solvente 

orgánico con aw de 0.73 en comparación con la enzima libre. 
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INTRODUCCION 

En la actualidad, la indust¡-ia ~e ha ~~forzado por tener procesos eri~rg~ticarnente 

económicos y ambientalmente amigables. Una opción para esta problemática es el uso de la 

biocatálisis. Las enzimas son biocatalizadores muy eficientes, selectivos y son 

ambientalmente inocuos. Un aspecto importante de la biocatálisis es explorar aplicaciones 

novedosas y estrategias para el uso de las enzimas (Valderrama y col, 2.003). Una estrategia 

emergente es, que al combinar la actividad catalítica de ciertas enzimas, con las propiedades 

fisicoquímicas de polímeros da como resultado conjugados biocatalíticos con características 

de interés para la industria como lo son estabilidad y fácil recuperación del catalizador. 

Un aspecto irT)portante para la formación de los conjugados biocatalíticos, es el uso 

de biopolímeros naturales eh lugar depolímeros sintéticos debido a su biocompatibilidad y 

biodegradabilidad. Diversos estudios se han enfocado en utilizar polímeros naturales como 

soportes para llevar a cabo algún tipo de inmovilización (Hirano y Zhang, 2000; l<urita y col, 

1997; Wu y col, 2002). Dentro de los polímeros naturales, el quitosano ha sido ampliamente 

utilizado en alimentación, medicina y biocatálisis debido a su alta disponibilidad, bajo costo y 

biocompatibilidad (Majeti y l<umar, 2000). El quitosano es un polímero de interés para 

llevar a cabo reacciones químicas controladas debido a la reactividad de sus grupos 

funcionales (Vazquez-Duhalt y col, 2.001; D'Annibale y col, 2.0oo; Wu y col, 2002). 

Dentro de las enzimas de interés biotecnológico se encuentra la lacasa, la cual es 

utilizada en su forma nativa o como biocatalizador inmovilizado (Luterek y col, 1998). La 

lacasa tiene aplicaciones potenciales en la descontaminación de sistemas que contienen 

fenoles (Yaropolov y col, 1994), en el tratamiento de efluentes de la industria textil (l<arum 

y Nicell, 1997) y para oxidar hidrocarburos aromáticos (Pickard y col, 1999). 
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Diferentes métodos se .han descrito para conjugar polímeros con enzimas, 
- . --- . 

involucrando de forma general el acoplamiento de grupos reactivos del polímero con la 

cadena p~lip~ptíc:Jica de la enzirnª'~cºl1~~r~1'J~ti\/~~c!i!i;5r~Ttef1tar la solubilidady estabilidad 

de la enzima en condiciones extremas. Considerando lo anterior, la lacasa puede ser 

conjugada covalentemente con el quitosano, debido a qúe la lacasa en su superficie tiene un . . . -. 

gran número de grupos carboxilos y es posible que existan interacciones electrostáticas con 

los grupos amino del quitosanó en-másd~-un pü_nto~ Del:>Ido a"que-alglJnos sustratos de esta 

enzima son solubles en solvente orgánico, se propone Una modificación hidrofóbica del 

sistema para que la reacción se lleve a ca.be en una sol.a fase y se mejore la catálisis. Estudios 

previos muestran que la modificación química co.n polletilén glicol contribuye en gran 

medida a la solubilidad, termoestabilidad y estabilidad de.enzimas en solventes orgánicos 

(Longo y Combes, 1999; García-Arellano y col, 2002). Por lo tanto, con la modificación 

hidrofóbica del conjugado biocatalítico, se podrían tener características de· interés pára la 

industria como lo son estabilidad a condiciones extremas de pH, temperatura, solvente 

orgánico y una fácil recuperación del biocatalizador. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1 Blocatállsls en la nueva Industria 

Mientras que una ~mplia variedad de productos químicos resultado de tecnologías 

innovadoras, han apor~ado. com6didad a .nuestras vida.s en el siglo pasado, también han sido 
.:·-'- > e<·' ' 

responsables· de: un ifT1pactb negativo 0 enel· medio ambiente (Kitajlma ·yYamamoto,"2002). Es -
. ~ -' . . ' .. '-=·. . ~ . 

'''.~: -'~·. ·. ,-, . ..:·, 

inevitable· que la industria; en un esfuerzo por minimizar 1.os problemas de contaminación 

ambiental, desarrolle tecnologías que sean económid1m~ntEV \li~bl~s,;_e~~rgétic~mente 
favorables y ambientalmente amigables. Las presiones énergéticas vendrán dé la menor 

disponibilidad de recursos no renovables, mientras que ·las presiones ambJe11talesGend~án de 
• - • e : •. ;- - ; ~. ~/ :. -·: _.' - . - . : , 

una legislación cada vez más estricta, lo cual es producto de la cre~ient~ démanda de la 

sociedad por un ambiente limpio (Valderrama y·c()I; 2003). E~ lasúlti~as,dosédéca~así se ha 

observado un creciente interés en utilizar fuentes renovablesY~xplótar.r~<ic~iones.biológicas 
. . - . -: ~ ;. -- . : . . _:,. _·' ' '..' . ' -·'. .: . :. . ' . . ' . , :- --·. . . '·: : ·'._ · .. 

con el objetivo de tener procesos con be!1efi~ios er1~rgéticosy arnblentales (Eggersdórfer y 

col, 1 992; Wu y col, 2002). 

Una estrategia interesante pára cumplir estas expectativas es la biotecnología de 

enzimas. Las enzimas son proteínas que ft.incionan como catalizadores acelerando la 

velocidad de una reacción química. El uso de enzimas no solo se refiere a la industria de 

procesos, sino que abarca otros sectores como la medicina, al análisis, la protección 

ambiental, la energía y medios de comunicación. Actualmente las enzimas pueden ser 

empleadas como catalizadores en procesos industriales. También son usadas como reactivos 

analíticos y encuentran diversas aplicaciones en el campo de la medicina. El uso regular en 

terapia clínica, la aplicación en sensores enzimáticos para controlar procesos y el desarrollo 

de tecnologías para el uso de enzimas en el tratamiento de efluentes, celdas electroquímicas 
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y síntesis orgánica, produce cambios significativos en la magnitud y la estructura del 

mercado de enzirnas; ~n losúlÚmos a~os la l:iiotecnoléígíá y sus aplica.ciones ;¡t1d~strfales en·• 1a 
- --- .-·: "- - : : - -- ._ -~ ' ._ 

obtenCión det~ proai/cfüs ,C0c:juíniicos~~enºº 1a" inaLisfri¡:I alim-e-ntariá"rfa
0

rmácéütic~-han 
,>:•- , :::· ·,,.':' •• _:: •• ' - • . . .• • 

experimentado grandes avances. Losproce~9s c,.ata)iz_c¡'<:jo:;.-pá,r: E!l}Zilllas:en.larh;idl!stria son 

cada día••·más numerosos, debido a que'pr~~e~~an,ulla ~eri~ -~e •Jen~ajas ~obre los 

catalizadores convencionales no .biol6glcosº(Arró~o;~f998).ºEsto'se -deb~~-a-"~qu·~·1as--erizimas 

tienen características muy particulares: alta actividad catalltica, funciollán a temperatura 

ambiente y presión atmosférica, son biodegradables y muestran una gran especificidad de 

sustrato (incluso estereo y regio selectiva). A pesar de el innegable potené:ial de las enzimas, 

ésta~ no siempre son estables bajo las condiciones de operación que requieren determinados 

procesos industriales. Sin embargo, las enzimas pueden ser manipulables mediante 

modificaciones químicas o con ingeniería de proteínas, con el objetivo de hacerlas más 

estables a ambientes extremos, más solubles o _más selectivas, para que sean capaces. de 

transformar materias primas en productos· de valor agregado (lllanes, 1994 ). Este paso 

representa un impoúante desafío tecnológico _que está siendo resuelto paulatinamente 

mediante la integración de diversos conocimient9s, lo que permite present.ar. un· p~morama 

interesante pcira la biotecnología y perspectivas de desarrollo a corto y mediano plazo. 

1.2 Lacasa cónfo enzima modeló . " . . . .. , 
.-.· ' 

La. iacasa (E;c. 1.10.3.2) es una polifenol oxidasa que cataiiza la oxidación de una 

variedad de sus~ratC>s orgánicos e. inorgánicos; -La lacasa es. ~iembro, d~_ una familia de 
--· . . ,· . ' .,=. :, '. '· 

oxidasas, la cual incluye a la ascorbato. oxldasa, la ceruloplasrnina ~>a(C:1tOcrorho c oxidasa. La 

enzima lacasa fue descubierta '·haée• rnás\de;un;Aiiiglo~en _el árbol japonés Rhu~ vernici~era 
(Yoshida, 1 883 ). Las lacasas se encuentran. prinC:ipa.lrnellte en hongos, pero también en 
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bacterias y plantas, son enzimas que contienen cobre y que catalizan la oxida~ión de 

diferentes compuestos ar-omáticos, mediante la reducción de oxígeno molecular. a agua 

(YélropolovY i::o1; 1994 y: 

Diferentes lacasas se han aislado, caracterizado e incluso clonado en los últimos años 

(Johannes y Majcherczyk, 2000). Sin embargo, dentro de las lacasas que se han estudiado, 

pocas son provenientes de bacterias y se ha propuesto que su función está relacionada 

principalmente en la formación de pigmentos. En cuanto a las lacasas de plantas se sabe que 

participan en la síntesis de lignina, mediante el acoplamiento de monolignoles a oligolignoles, 

durante procesos de regeneración por daños mec~n[cos. Las lacasas fungales constituyen el 
·. ;._. 

grupo mejor estudiado y caracterizado, un notableT~úmero de hongos las producen y puede 

ser de forma CÍhtra~celular, pero sobre todo· de forma extra-celular. Los mecariis~os 
. - . :' ·:- : - --, . , ,.' :~, ' " . ' 

catalíticos, actividades y posibles aplicacion'es de l;s 'iacasas fungales ban sido in~estigados 
en diferentes especies: Trametes versicoloP(collins y cól, 1996; Majcpercizyky;i;ol;l 998; 

'~-. :.'\7 

Piontek y col, 2602), P/eurotüs osfreatus (Hublik y Schinner, 2060; Tlnobó: ~: 6'61,' 2001 ), 
- '_·. ·~ .. ' . - . :. ;-,- - - - ·' - :- - . -. - . :· - -- ' '' -- : - .·';'. ' ·: --. ' ·:-';:: ... 7;; '·· -; '.:-•¡·-;:;'· - - -~--. - -- :··<, . - -- ' 

·. - '.:._~.'. -

Coriolopsis gallica (Calvo· y col, 1 998; Pickard y col, 1999); Traijf~ttésihirsuta (ÁbaaulÍa y. col, 
.\::: , ,(.:-_:. 

2000) y Ganocterma lucidum (Ko y col, 2001 ). La función de''!~~· 1aC:a~~s,furígales está 

relacionada con la producción de melanina y pigmentos, en lad~g~a'dación de Íigniha, y en la 

detoxificación de sistemas que contienen compuestos fenólic~l t6~1c~s {U ~ col, 1 999). 

Entre las lacasas de diferentes especies de hongos se encuentran variaci~hes significantes en 

sus constantes cinéticas, potencial redox y especifié:id<.1d por sustrafos. Sin embargo, la 

estructura del sitio activo es bastante conservado en las lacasas fúngicas, existiendo una 

gran diversidad en el resto de la proteína principalmeiíte en la parte glicosídica de la enzima 

(Mayer y Stapies, 2002); 
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La actividad de lacasa. in vitro es determináda principalmente por ensayos 

espectrofotométricos, mediante el monitoreo de productos de oxidación que son coloridos. 
": .- ·. _. -

Los sustratos más utilizados son: giiayélcol, 2:6.::aimEffoxifElnol;sir'irigáldazitia-y sustratos no 

fenólicos ricos en electrones como el ABTS (JotiannE!s y Majcherczyk, 2000) .. Debido a su 

capacidad de catalizar la oxidación de compuestos ·aromáticos, las la casas reciben una mayor 

atención como en~imas potenciales ,_para 1a Trid-ustria - en diferentes aplicacfones: 

deslignificación de la pulpa de papel, degradación de insecticidas. O pestiéidás, tratamientos 

de residuos de la industria textil, y degradáción de hidrocarburos polinlJcleoaromáticos (Xu y 

col, 2000). 

El hongo Coriolopsis gallica degrada lignina •. y produce . enzimas ligninolíticas, 

principalmente lacas!'! y marganeso péroiddas~ .. Con e( objetivo de estudiar la modificación 

enzimática de hidroC:aburos polinucleoarornáticos mediante la lacasa de Coriolopsis gal/ica . .· ... , \ · ... 
. . - . --· -·.,. \ ' ' . 

UAMH 8260, Vandertol-V~nier y col .. (2002)•pllrificaron y caracterizaron esta enzima (Tabla 

1 ). 

Tabla 1. Características de la lacasa de C. gallica UAMH 8260 (Vandertol-Vatiier y col, 2002) 

pi de isoenzima 3.4 

Peso molecular por SDS-PAGE 66 000 

Peso molecular por MALDl-TOF 56 668 

Contenido de carbohidratos 21% 

Contenido de átomos de cobre/molécula de lacasa 3.3 

Indice de pureza (A280 : A 606 ) 5 
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Encontrando que es una glicoproteína azul con un contenido de 4 átomos de cobre 

por molécula. El peso molecular~ promedio es de 66 kDa, con un contenido de C:arbohidratos 

de 21 %, v~alorescque'-e~fandentro del intervalo reportado pór Thürstcrn··( 1994 )~ donde las . 

lacasas típicas muestran un peso molecular entre 60~80 kDa, con un 1 5-20% de 

carbohidrato. 

1.2.1 Mecanismo catalítico 

Las lacasas fúngicas son oxidasas. multicobre, que catalizan la oxidación de la ligriina, 

orto y para difenoles y poliaminas, usando oxígeno molecul~r c~nío ox~dante .reduciéndolo 

directamente a agua. La oxidación de un sustrato fenólico' (Fig 1 ), Írwolucr~ típica111ente la 

formación de un radical libre después de la transferencia d~ uri electrón i la'lacasa, el radical 

puede sufrir otra oxidación con la formación de una quinona, la cual puede ser sustrato de 

reacciones polimerización. 

OH e 

~ ) 

OH 

Figura 1 . Reacción de oxidación de difenol (Thurston, 1 994) 

La molécula de lacasa contiene 4 átomos de cobre, los cuales juegan un papel 

importante en el mecanismo catalítico de la enzima (Glanfreda y col, 1999). Esfuerzos 

importantes se han realizado para obtener las estructuras tridimensionales de lacasas 

fúnglcas. Ducros y col, ( 1 998) reportaron la estructura cristalográfica de la lacasa del hongo 
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Coprinus cinereus con un cobre depletado. Recientemente Piontek y col, (2002) reportaron 

la estructura cristalográfica de la lacasa de Trametes versico/or en su estado completamente 

oxidado (Fig 2). 

Figura 2. Estructura tridimensional de lacasa de Trametes versico/or. En rojo se 
muestran los 4 átomos de cobre que forman parte de los tres sitios redox (Tl, T2 y T3) 

(Piontek y col, 2002) 

Los autores sugieren que esta estructura, proporciona una idea de la coordinación de 

los cuatro cobres en la lacasa, estos han sido clasificados de acuerdo a su resonancia 

paramagnética electrónica en tres centros de cobre: tipo 1 (Tl ), tipo 2 (T2) y tipo 3 (T3; 

donde se encuentran dos átomos de cobre unidos antiferromagnéticamente). Estudios de 

dicrorsmo circular y espectroscopia de absorción de rayos X muestran que los centros de 

cobre tipo 2 y 3 forman un cluster trinuclear (T2/T3). La catálisis involucra la unión de un 

sustrato al centro de cobre Tl (Fig 3), con la subsecuente reducción de Cu(ll) a Cu(I) en el 

sitio Tl, (el cuál es el responsable del color azul en las proternas que lo contienen, con un 
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máximo de absorción aproximadamente en 600 nm). Después hay una transferencia.interna 

de electrones del centro Tl al cluster T2/T3. Finalmente la unión y subsecuente reducción 

de oxígeno a agua en el cluster T2/T3 (Solomon y col, 1996). ·· 

T3 

T2 Cu(ID . T1 
Cu (TI) ~. Cu(ll) 

Cu(II)_____...> 

Intermediario nativo 

Cu(ll)~ 
S s+ Cu (Il) _____...>Cu(l) 

'=.. ¿f ... Cu(Il) 

s+ s l 
Transferencia 

interna de 
electrones 

Cu(I)----........._ '-. ) Cu(!)=> 
Cu(l) ~Cu(!) ..... lf---'.._'--- Cu(l) Cu(II) 

Cu(!) Cu(!) 

Estado completamente 
reducido 

Figura 3; Mecanismo catalítico de la lacasa (Solomon y col, 1996) 

1.2.2 Aplicaciones de la lacasa clelhongo llgillnolftlco Corfolopsfs gal/fea 
. -,~- ~ .· . ,. 

La lacasa. purificada dei hongo ligniriolítico. C, gallica es capaz de metabolizar 

hidrocarburos poliriucl~óárc>rilátiC:osAHP})!'estosc.so~ d~0irliporÍan~ia fundamental.· debido a 
::· ... ·. ,- . ·-.:., ' -: ... · .. -:1'- ' ., -:. ·;,.· '·-·. ·- .. ,., - - ,_-. 

que son contarninántes generados> por la tombustión incompleta del material orgánico 

contenido .eh el b~tróleó crud6: Lós;'.HP1. só~ ·~oléculas qu: contienen 2 o más anillos 

aromáticos de 6 carbonos fusionados y son compuestos con alto potencial redox. Debido a 

rrPPli::' CON 1. J..:: .:.&tJ ,,/ 
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sus efectos tóxicos, los HPA representan un serio riesgo a la salud humana, debido a que 

presentan actividad carcinogénica (Collins y col; 1 996; Sack y col, 1997). Los HPA que son 

metabolizádós por ·105 hongos, son ·suscéptibles de seratacados por dos vías,ya''sea~pc:fr el 

sistema monoxigenasa, P-450 (Bezalel y col, 1997), porenzimas ligninolíticas como la 

manganeso y lignino peroxidasa. (Vazquez~Duhalt y col, 1 994; Field y col; 1 996; Torres y col, 

i 997; Wang'y. ca1,·"-zoo2) o por la lacasa (toTiins.y .caT;1996TM~}cBercz.Yk--y <::61, -, 998; 
• -~ - :-· " - _-_' .·_ ' - _. - .-/: ·•. ' • o - -_-- -

~ . . . 
Pickard y col,. 1999; Vandertol-Vanier y col, 2002). En la mayoría de los casos; los HPA son 

sustrat()S jJ_oco ~oiubles en agua, lo cual limita sü~et~bolismo in vitÍo, de aquí la necesidad 

de estudiar el comportamiento de la lacasa en medios con restricción de agua (Rodakiewicz-

Nowak y col, 2000; Vandertol-Vanier y col, 2002). 

Pickard y col, (1999) reportan la transformación enzimática de 1 O hidrocarburos 

polinucleoaromáticos mediante la lacasa. De los 1 O HPA utilizados, 7 fueron transformados 

por la lacasa; Y se estudiaron los efectos de la adición de sustratos mediadores para 

incrementar la velocidad de oxidación de los sustratos. 

La enzima lacasa del hongo ligninolítico Corio/opsis ga/lica, además de ser utilizada 

para oxidar hidrocarburos polinucleoaromáticos (Pickard y col, 1 999; Vandertol-Vanier et al., 

2002), también es utilizada para descontaminar sistemas que contienen fenoles (Karum y 

Nicell, 1997), y para tratar efluentes de la industria textil (Calvo y col, 1 998). De esta forma 

se siguen aportando conocimientos importantes en los últimos años para elucidar la función, 

estructura y mecanismos de reacción de las lacasas, como enzimas con aplicaciones prácticas 

en la biotecnología. 
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1.3 Modificación de blocatallzadores 

El uso de enzimas en· síntesis· química· para la· resolución de· mezclas·· racémicas al igual 

que su utilizacióri en bi6~ensores}c~talizadore~ •en la iridustria alimentaria ye en detergentes, 
"' .:·. ;.:-. . .-" > ' _; - . . 

necesitam el desarrollo de tégnicas p~ra alterar sús propiedades catalítica~; La. modificación 
.·.' .:.--.- :-.--: _·--;-· ::·----:_(~;:~:-_-;:~·,2:·:: :->ú·~-·-.·_.·-,JY. --~-"~- ·, .·,,:,_ .,--- .,."---'~<:. --:, :;-~~-;: :.---- ·--.··_:_; .. :. := 

química es el método qu~ originalm~nt~ se utilizó para ~lt~r~r y mejÓrar~ funciones en las -- · ..... ·, ·. . ,.-. ;,,· •.· .. ·· . . : --- ,_- .. --·. .•' .. ·., .,, ' 

proteínascy podeir'.1Jtili¡;arlas·cor·:nl.Jevas propied~9~.s.· (DeSanti~ y~'J~nes~l ~9 9 ); Se·· han 
-- - . - . .,:. ~ - '--~ -

propuesto divers~~ ~strategias para llevar esto a cabo mediante inmovilización, 

entrecruzamiento, y adición de polím~~os. 

1.3.1 lnmovlllzadón de enzímas 

La inrrioviliz~ción'de enzimas es un proceso en el que se localiza a la enzima en una 

región definida del espacio, con la característica general de retener su actividad catalítica y 

que se pueda reutilizar (Katchalski-Katzir, )993). La~· aplica~ion~s más importantes de las 

enzimas inmovilizadas se pueden clasificar,~ri:•án'allticas (biélsensores), médicas (aplicación 

terapéutica) y en aplicaciones industriales (en la industria química, alimentaria, farmacéutica 

y tratamiento de residuos), donde en todas las aplicaciones se traduce en una mejora 

significativa en su solubilidad y estabilidad (Arroyo, 1998). Hay enzimas que muestran un 

amplio rango de solubilidad en determinado proceso especialmente cuando son inmovilizadas. 

Aspartasas, lipasas, amidasas, son ejemplos de enzimas inmovilizadas que adquieren vidas 
\ .;_·' , 

medias de semanas o meses. La inmovilización de enzimas se utiliza con la finalidad de 
e· -. .·- ·;· ' 

proteger a la enzima contra cambios de pH, terripera!ura ·º fuerza/lórfü::aly se refleja 

generalmente en un incremento en lasolubilidad y estabilidad:(P:almieri Ycol'. l994). Aimado 

a esto, la inmovilización de enzimas presenta laJt.ent.aja de que la enzima pi.Jede ser separada 

del sustrato y producto de reacción y utilizarse repetidamente. Aunque se han desarrollado y 
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aplicado diversas técnicas de inmovilización, se reconoce que no hay un método u.niversal 

válido aplicable para todas las enzimas. No obstante, gracias a toda la.información disponible 

en la áctúalidad, ~se pi.Jeaen~"háceí generalizaciones "56rfre·cada métodó de~ inmovilización, 

seleccionanc:fo e.I más adecuado para cada aplicación específica. 

1.3.1.1: R.etelldón física 

El atrapamiento consiste en la retención física de la enzima en las cavidades interiores 

de una matriz sólida porosa, constituida generalmente por prepolímeros entrecruzables o 

polímeros del tipo poliacrilamida, colágeno, alginato, carraginato o resinas de poliuretano El 

atrapamiento pude ser en geles o en fibras, este método es de gran sencillez desde el punto 

de vista experimental, ya que requiere de poca cantidad de enzima para obtener derivados 

activos (Arroyo, 1998). Sin embargo, se requiere de un .control riguroso de las condiciones 
\ .· 

de polimerización, y asegurar que la naturaleza química del. proéeso no altere los grupos 

reactivos de la proteína. Palmieri y col, ( 1 994) ensayaron lá lnlJlovilizaéión de una .fenal 

oxidasa, mediante atrapamiento en geles de alginato de cobre; encontra11do que lá enzima 

fue activa en un amplio rango de pH y se incrementó la velocidad de oxldaé:iónde sustratos. 

1.3.1.2. Unión covalente 

La unión química de las enzimas a un soporte, es el método de inmovilización más 

utilizado. Las enzimas son inmovilizadas a través de algún tipo de interacción entre los 

residuos de aminoácidos de la proteína y grupos reactivos del soporte. Las propiedades de la 

enzima inmovilizada van a estar regidas en gran parte por las características particulares 

tanto de la enzima como del soporte. La interacción entre los dos resulta en una enzima 
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inmovilizada con características. químicas, bioquímicas, mecánicas o cinéticas específicas 

(Tischer y Kasche, 1999): 

los soportes empleados~en láºinmoviliZaciÓn~dé~eriiimas deben~tene~rcc~fad~ríSticas 

deseables, como una elevada refiis~enciél mecánica,su~mica y,. biolÓ~ic~; Insolubilidad, 

regenerabilidad y bajo costo .. Al~una~ de estascaract~rí~ticas s~ encuentr~n l~n :2ompromiso, 

por lo cual no existe un soporte TdE!af para determinado proces0.~Lo"tsoporte5'. difieren en 

tamaño, densidad, porosidad y forma: Los soportes se pueden:clásiflcar de la siguiente 

manera (Tabla 2). 

Tipo de soporte 

Inorgánicos 

Orgánicos 

Tabla 2. Clasificación de soportes (Arroyo, 1 998) 

Naturales 

Sintéticos 

Naturales 

Sintéticos 

Ejemplos 

Arcillas, sílice, piedra pómez 

Oxides de metales, vidrio de tamaño de poro 

controlado, vidrio no poroso, alúmina, cerámicas 

Celulosa, almidón, dextranos, agar, agarosa, quitina, 

quitosano, colágeno, queratina 

Poliolefinas, poliacrilatos, poliacrilamidas, alcohol 

polivinílico, poliamidas 

Las enzimas se pueden unir a los soportes mediante adsorción y mediante unión 

covalente. En la adsorción, la enzima se une a un S()porte mediante Interacciones iónicas, 

fuerza de van der Waals y por puentes de. hidrógeno. Los principales factores qúe influyen a 

la adsorción son: el pH del medio, la fuer;a hSnica,: el :~lá~~tro ~el porÓ y• la p.resenciá de 

iones. La unión covalente de una enzima a un soporte 'es quizá el método de inmovilización 

más interesante desde el punto de 'vista industrial, por ser altamente manipulable. La 

metodología de la unión covalente se basa en la funcionalidad de grupos químicos del soporte 
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para que reaccionen con residuos de aminoácidos de la enzima (grupos OH, SH, NH2; COOH, 

etc). Existen diversos tipos de reacciones químicas que se hari utilizado en la unión C:ovalente 
- - -- - ,>_ 

de enzimas a soportes activados; cómo la acilación, alquilaclón, formación de· bases de Schlff: 

Dentro de las ventaja!; que presenta este sistema de in.movilización es, ci.u~' la;c:~rga ,de la 

enzima permanece co.nstante después de la inmovilización y por lo general pres'entan una 

mayor resistenda a-la- desnaturalizaCióri ·porel-efecfo'cte-lci temperatura-,--s'üi~e'~tefc;r~c'.micO, -y 

pH al tener estabilizada sU estructura tercia;ia. ·La enzima polif~nol o~id~sa ; ütilizada 

ampliamente en la oxidación de o-difenoles, se • in~ovilizó -coval~nt:~me;nt~; usando como 
: . . - . ' ' ··;:_,_ .. "'. ··- ¡ 

soporte al polímero carboximetilcelulosa. La inmóvilizaciJn cova'lente I~ cbnfirió •a la enzima 
. ·: - ·' .·:. - . ~ .· ---. -. ' 

propiedades interesantes para ser utilizada a gran i escala;,; L~_¡vicla .rriedi'a a. 5 OºC para la 

enzima libre fue de 73 min y para la enzima lnrnovllizada fue efe Z1 O rnin (Arica, 2000). Estos 

resultadC>s sugieren que la termoestabllidad :~e ria i~onienol oxidasa, se incrementó como 
·,.;:····_.:-'( _·:_:<'.· -, __ .-· ::·~~-- ::~:::- -,< :->.:::·- ) ' 

resultado de la inmovilización covalente sobre carl:ioximetilcelulosa. 

1.3.2 Entrecruzamiento 

Una de las estrategias de modificación química para que la enzima no pierda su 

conformación es el entrecruzamiento, el cual pude tener un efecto estabilizador (mecánico y 

químico), mediante la prevención del desplega~iento de la prot~í~a. Los ag~ntes 
: - ·, ' .-.-

bifuncionales que se utilizan para entrecruz.a.r enzl111asplJeden ser: gÍutaralde~ído, cloruro de 

adipoilo, carbodimida y diaminas. El tiempo total dereacciÓni al igual que la concentración del 

agente, pueden controlar el grado de entrecruzamientÓ d~ la en~'imái(Gov~rdhan, 1999). 

En años recientes se ha- investigado los efectos de gelificación en sistemas de 

microesferas de quitosano entrecruzado con glutaraldehído para la liberación controlada de 
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fármacos (Fwu-Long y col, 1999). La penicilina G acilasa, utilizada comercialment.e en la 

hidrólisis de penicilina -G y cefalosporina G, se estabilizó mediante el entiecr~zamiento con 

dialdehídos de -dextrana. la enzima entrecruzada, mostró Un-inCrefl1entb a e-hueve veces en 

su vida media a SSºC sin afectar su valor de Vmax (Kazan ycol, 199?J ELincremento en la 

estabilidad térmica, se atribuyó tanto al entrecruzamiento (interacciones no covalentes), 

como a las interacciones favorables entre Jos grupos fíli:lroxii con las moiéc-ulashidl"otfücas ele 
Ja enzima. 

Tomando en cuenta que el entrecruzamiento confería propiedades interesantes a las 

enzimas, hubo un interés en estudiar los cristales de enzima entrecruzados (CLEC' s). 

Qui ocho y Richélrds (1964) .fueron Jos primeros en reportar el uso de glutaraldehído como 

agente entrecrnza~fo.~Jogrando estabilizar meciinicamente el_ cris~al. de .Ja carboxipeptidasa-A, 

para obtehiú· ur\mejo_r patrón de· difracción.' Eh .. los cristales; las rnolécu,Ja-s ,. de proteína están 

simétricamente, ar~egládas con_ una orientación definida.y su 6onformación nativa es 

arriba de una temperat°ura· d~ so·c: sfp embargp éuarid,0'·%1 ª"istal i:i,e doroperoxidasa. se 

entrecruza, se lncremér1ta su ter~oestabilid~d'co~parada c~nl~ enzima-soluble (,A.yala y col, 

2002). 

1.3.3 Modificación con Polletllén gllcol 

La modificacióh'- de la superficie de una proteína mediante la unión química de 

polímeros, es uná blléna estrategia para desarrollar biocatalizádores con propiedades 

interesantes. No· obstante se ha estudiado Ja adición de pequeñas moléculas, al igual que 

carbohidratos sobre la superficie de las proteínas con el objetivo de mejorar su estabilidad. El 
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acoplamiento del carbohidrato quitosano sobre la enzima .celulasa de Trichoderma viride 

incrementó su termoest8,bilid~d al igual qúe su esta~bilidad -a pH -entre 1 y 3 .2 (barias y 

Villa longa, ··2001):_; Ur(=f~%t0r irñp~ft~nré'rc¡ue=ccontribi.iye ~la ~estabiiriacion·a·=pH/ es·· la 

interacciónentr,e JC>:S gr!Jpos,carboxll d(:?I ácido glutá.rnico y aspártico de la enzima con los 

grupos aminos•del qui~osano. • 

Los polimeros como el polietilén glicol han sido muy estudiados, debido a que es una 

molécula anfifílica y de alto peso molecular, que contribuye en gran medida a la solub.ilidad y 

estabilidad de enzimas en solventes orgánicos (Longo y Combes, 1999). De gran importancia 

es su utilización en el diseño de enzimas terapéuticas, reduciendo su antigenicidad e 

incrementando su estabilidad in vivo (Lundbland y Bradshaw1 .1997). 

. . 

El polietilén glicol (PEG) es una .niolécula liÓeál o ramificada, •es un polléter neutral y 
. .. . . ··~ _.·~-. 

hay una amplia vafiedJd de des~:s m61e6u1ares.iE1 PEG se forma a partir de la polimerización 
., ·' ~ ' • " . ¡; "</ .• '·.' .. ,,:, : :··"-.": ' . ' •. ' ,. . • • 

aniónica de óxid~ ele ~~ile'rib,c.jniC:iadÍJ·p~~ u~ a~aqu~ riucleofílico de un grupo hldrpxilo sobre 

un anilfo·epÓi<idb;,t\.f)~~a(de'"sÚ~p~renf~ ~implicidad, esta molécula se~há;.~0110cirtido··en un 
1 •• .e, 

punto de intérés'en ef~ampQ;de la biÓtecnología y biomedicina, debido a que el PEG tiene un 

amplio rangó de'. soi:J~füd~d; ~ta ska ~n agua o en diferentes solvent~s/br~ánicos incluyendo: 

tolueno, cloruro. de .~~til~no, e~~n61 y acetona (Harris, 1992). .El P~G se puede utilizar 

comúnmente córl1o,m~~ornet•gxi-~EG~i-m~EG), ~n elcual uno d_e l¿s ~xtremos terminales de la 

molécula está constituido< por urí gnJpo rnetoxÍlo, 'rl1ientras que el otro extremo es un grupo ' ' .. ;: . ·. '_. >·· . ' ', .·_·-__ 

hidroxilo (Fig 4 ). Una de las Jentajas de uti.llzar. mPEG en la modificación de proteínas es su 

monofuncionalidad ya que no produce un entrecruzamiento eritre la proteína (Veronese, 

2001; Roberts y col, 2002). 
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PEG 

mPEG 

Figura 4. Estructura. general de polietilén glicol ·~ 

El grupo hidroxil de la molécula del PEG es susceptii:il~ de ser activado con grupos 
::~ . 

funcionales (pec:¡ueñas moléculas orgánicas, ... P~lím!.~~~=º2' .e.~!i~!C:.~~.~d.~~\.1.c>.~ .c:i:iales 

proporcionan un sitio de unión éova1eni:e 'con'~rGpos. r¿a'c'ti&~s e~·pecíficos ··de proteínas 
-· -~ ~: - ,- . - '. - . . ; , . . ··-, .- . . - ·' : . -

(Abuchowski y col, 1977; Harris y col, .1984 )/ Dentro de los tipos'.de ~~ti~aCión del· polietilén 

glicol se encuentra el PEG activado con clóruro cianúrico (Fig· 5), ei)cu~i pL~d~ r~~ccionar con 
. , 

grupos funcionales nucleofílicos como lisina, serina o tirosina, procluci~11do un cÓnjugado con 

un enlace amino secundario y el desplazamiento de un átomo de CL Col1ociendo f~ estructúra 
. "·.·c.··.·• '·. .,·,.·' . . 

de determinadas proteínas, se pueden modificar de forma espedfi~~ ~edi~~Ú la ~xidación de 
~ ':'/-' . - . . . '' ' 

moléculas de carbohidratos de las glicoproteínas, produci~ndo <grupos ald'ehídosque puedan 

reaccionar con el PEG-amlno (PEG-NH2). De.rivados del PEG se utilizan en una variedad de 

aplicaciones en campos de la biotecnología taies como: modificación de proteínas, síntes.is de 
. -

péptidos, purific~2iól1 decéÍulas, etc. Usualmente las proteínas a las cuales se les pega el 

PEG, permane:e~'. activ~-~ demÓstrando que el PEG no desnaturaliza a las proteínas y les 
'· . _'_.'•. ,_ , __ ,· 

provee en C:iertas~oéasionescaracterísticas de interés como lo son estabilidad, solubilidad y 

termoestabllidad. Como es el caso del citocromo c modificado químicamente
1
con PEG5000 

activado con cloruro cianúrico, el cual Incrementó dramáticamente la termoestabilidad de la 
:·._. ,-: . ', '.·.:::>·· ~ ~-i:.- -. ,__ '. 

proteína. El citocromo modificado retiene un45 % de actividad a 80ºC despúés.de7 hrs de 

incubación, mientras que la enzima sin modificar pierde toda su actividad des~~é~ de 3 hrs de 
--:~ •\_,·_ ::, 

incubación a la misma temperatura. La modificación con PEG activado, pr~dÜJo un conjugado 

capaz de oxidar compuestos polinucleoaromáticos y azufrados a 80ºC en presencia de 
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peróxido de hidrógeno y con una alta actividad en medios conteniendo 97.5% de s.olvente 

orgánico (Garcia-Arellano y cof, 2Ó02). · 

mHOH 
H O 

HO OH 

NH H 

PEG-carbonll-imldazol ·'. . . . / CH2 -PEG 

. "" / PEG-carbohldrato/polfmero 

CH3-0-{CH2·CH2 o-t,;CH2-CH2·0H 

/ 
PEG-O-.._.CH-CH2 

'd 
PEG-epóxido 

Metoxi polietilén-glicol 

! PEG-aldehl~ CI 

PEG-O~H 

o 

PEG-O-....:._.,NH2 

PEG-amlno 

N-i 
PEG-0-(' ~N 

N=( 
CI 

PEG-cloruro cianúrico 

Figura 5. Tipos de activación del metoxipolietilén glicol 

Otras raz0nes por las cuales la unión covalente. del PEG a péptidos y proteínas es de 

gran interés, es su u.tilización eh rriedicina; L~s modificaciones quími~as de proteínas con PEG 
" '. «, ;:'.> ·>: - :."' .. ' . .:.. -:· --, ·.: .·" _:::~-- '.·:'~>- ·_:>' <':-~.- ~-' ' " _.;-_- . ' .. ; : 

o sus deriva~os, se utilizan con el propósito.~de incrementar la vida media y reducir la 

inmunoreactividá8de. enzimas. en fármacos'para·diie~~as enfermedades. Algunos productos 

basados en modificación química con .PEG, 'gue se encuentran en el mercado son: Adagen® 

Oncospar® y PEG71ntrón® (Roberts y col, 2002). 

16 



A11teccdc11tcs 

Debido a la naturaleza hidrofílica del PEG, es posible modificar enzimas en solución 

acuosa. Dado que es una molécula anflfílica, también permite la modificación de la enzima en 

función de" un ambiente hidrofÓbiC:o. Tál es el caso de la modificación con PEG activado de 

diferentes enzimas: lipasa, catalasa, quimotripsina y peroxidasa que fueron solubles y activas 

en solventes orgánicos como tolueno, benceno, cloroformo y 1 , 1, 1 tricloroetano (lnada y col, 

1 986). Las enzimas hidrolíticas catalizaron la reacción inversa .de- hidrólTsis en solvente 

orgánico. La catalasa acoplada a PEG fue insoluble en benceno, pero al aumentar los grupos 

amines modificados, la enzima incrementa su solubilidad. La. peroxidasa de rábano tuvo una 

modificación del 60% sobre los grupos amino.s con una catálisis eficiente de la oxidación de 

sustratos con peróxido de hidrógeno en benceno. 

La modificación· química de enzimas con PEG ha sido utilizada ampliamente en 

biotecnología aplicada, con el objetivo de tener enzirrias aétivas, e~tablE)S y solubles en 

ambiente no 'Polap fü>ªría(per'5Jitir:e1-~es.fu9,io .(le r,Eía~Cio¡1esé;9utf~hci()n7r:r~n .ambientes 

hidrofóbicos. •Al·. igLlal.~ue ,sÚ-utilizadó/e~'1a. 1Ádú~tr1~ farm~béLl~ic~·,d6nd~· muc~~s medicinas 
'· ·-, -·. ' • : ;•o -· .. · · ·<'-> .,. · ·'. ·.o '-. ' -. .• : '· '" ·. ·. , ,- .. - . . . • . 

son solubles debi~C> a la a~iciónde PEG, fa6mt~ndC> s~ ad~ihistfa~16ii (VerClrlese,. 2001 ) . 

. - '· 

1.4 Blopolfmeros para la producc{6n de ~onjug~dosbi~catalftkos 
Como die~()~: vi~io~i~~11;·1J~. Últi~-ds>ciñ'.;~ ~e ha observado un incremento en la 

• .·e• ~~e 

utilización de en-~lin~s _lpmÓIJili~adas §ara caÚilisis ~n diferentes procesos de la industria. 

Mediante la combinación deda(propiedades fisicoqÜlmicas de los polímeros con la actividad 
. .'- · :e\ · ' · t ·:-.-._:·~ ./ .-.' -·-.'' • '.' .: ,. "':-

catalitica de la enzima, se pueden formar conjugados polímero-enzima, generando materiales 
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biológicamente activos. Y si estos conjugados se someten a modificaciones químicas con el 

objetivo de mejorar su. catálisfs en medios no convencionales, se podrían -tener características 

de interés paréi( lá inaustriá= como 10-=son estabilidad =a fondiC:ioné~s= extremas de pH, 

temperatura, solvente orgánico y una fácil. recuperación delbiocatalizador. 

Los biopolímeros naturales. son de gran lnter~s j)a~a~la"'Tndustria, debido a que la 

mayoría de los ~olínieros presentes hoy en día son ~ateri¡les sintetices, su biocompatibilidad 

y biodegradabilid~destá mucho más limitada comparada con .lo.s polímer()S naturales (Majéti y 

Kumar, 2000). Diversos estudios se han certrado en utilizar polímeros naturales como 

soportes. para llevar. a cabo algún tipo de inn1~vi1i.za~iÓn:. celulosa (Hiránocy Zhang, 2000; 

Arica y col, 2000), quitina (Kurita y col, J 99,7;\Ku~~k~·ke y col, 1 99f), quÍt~sa~o CCárrara y 
.i: - '~ '/, ,, ' 

2002). El explotar las características o grJpiJs·.fun'~ionales de. l~s polímeros al igual que las 

enzimas, se ha vi~to r~flejado e~ iaf~rmación d~: c~nj5gados-bi6catallticos con diversas 

aplicaciones. 

1.4.1 Quitina como polímero precursor 

La quitina es un polímero que se encuentra naturalmente en los exoesqueletos de los 

crustáceos, en la cutícula de .in.sectas y e.n la pared celular de hongos. Es considerada como 
'~ "' , .~ ~' . - . . ' 

el segundo polímero mas abuqdante 'después de fa.celulosa (Majetj,y KUmar, 2000), Es un 

mucopolisacáridC>. que consiste en residuos de acetii gl¿cosalTlina .unid.os (~·\}~~é~~de enlaces B 
,·;·:., _: ' ' 

( 1 -4 ). La quitina tiene aplicaciones potenciales en alimentos, ,medicina, tratamiento de aguas 

residuales, aligual que la industria textil y cosmética (Khor y Um, 2003). 

18 
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Comercialmente la quitina se obtiene a partir de los caparazones de cru~táceos, 

principalmente de cangrejos y camarones. El proceso para obtener quitina consiste en la 

remodón de cproleínadé los caparazones con un trélfamienfo--álcali -3~5o/o dir NaOH y la 

disolución del .carbonato de calcio que se encuentra presente en altas concentraciones con 

una solución de HCI al 3-5% a temperatura ambiente. El producto resultante es la quitina en 

forma de un precipitado blanco. La quitina se deacetila con una solución de 40-50% NaOH a 

1 20ºC aproximadamente 1-3 hrs. El precipitado se lava con agua y se disuelve en 2% de 

ácido acético. El material insoluble es removido y la solución resultante es neutralizada con 

NaOH. Este tratamiento produce aproximadamente quitosano con un 70% de deacetilación 

(Majeti y Kumar, 2000) .. El uso de ácidos y álcalis en los procesos tradicionales .de obtención 

de quitina afectan el gradó de cleacetilación y. p'olimerización,. mi~ntras que los métodos 

biológicos como. la ferrnenta~ión.ácido-láctiéa; permi.te elimina{:~~ot~í~a~y•mineráles· de 

forma más espeéifid•cdra ~'.cdi)2002). P6r,()tr'olado, I~ JrodJcciÓnfde ~·uit2sano a·partir de 
; .· ·. <·.:.'.~·-~;,((.,-,.· .. .,·.·._., .,,, .. , ,•_' ··', ~.e··.''"' : ·-:.~ ~:.>"··:~~:'.-··.:~::::+ _-"'.;':,- ·.". •:c;t -., • 

- ::e·.::.;·:.'· . ..,:··,:::-·_,_-~-··-.··' ·'.·. "':.· ':·,·:·· é"··.·"<:<···- ···::·_\'~· ... "·;_>~_:·~-... •····:.·-5::. ··.: 
caparazones .ele ·crustác:eo~,qu~· se:ob~len,en'~on,10 resi,duo.s•.de •. 1a:foc1u'stria a'iimentariapuede 

' '.- .. , '\c.,• ;. , ;:\·;~.:_: ;·.¡.< •'•,, 

caparazones contienen cantidades impori:ant~s-~e a~t~xantina/el cufu1·.•·es·un carcltelloide··que 

se utiliza como aditivo en los alimentos marint'.ls,"kn Í~ a~~aciJiúfra. También se ha e~aluado la 

producción de quitosano a partir de diterel1tei hbng'Os zlgomicetos, incluyendo Absidia, 

Gongronella, /vlucor y Rhizopus. Tan y col, (1996) encuentran que la mayor prodlJCCión de 

quitosano es a partir de G. butleri. Con este hongo, Nwe y Stevens, (2002) describen la 

producción de quitosano de buena calidad para su posterior uso en consumo humano. 

G
--·- . ('t" ·,.' --·-\ 

. . ... • . ~. 1 l \: l 1 ·l1• r J.:t. .. 
...... .,~ .. ··_ .. - \~,·.~r·'ln· 

.. . ~f..\' !\jJt\\ utlti.J 
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1.4.2 Qultosano 

Estructuralmente el quitosano es un polímero natural que está constituido por 

residuos de=glucosamina con~enlaces fL(l-4 kY un grupó=amino en=el carbono 2~.(Fig6). El

quitosano es. un mate~ia.1 tiet~rogéneo ~üyo gra_ªo de deacetilación varía desde un 6~ hasta 

un 90%, y 16s pes~s moiecu~ar~~se r~~ortande. 50 hasta 2000 kDa, atribuyéndose esta 

heterogeneiaéld-él la~falfa-ae=confrol en elproces~amient0 de la quitina. 

CH20H 

H NH2 

Figura 6. Estructura de quitosano 

El quitosano es un polímero semi-cri.stalino y el grado de cristalinidad está en función 

del grado de acetilaciÓn (Majeti .; Kumar, '2000). El quitosano es un polirnern interesante 

debido a su carácte(ió~ic9<e~iso~hcr~ri~~;a~\·d~s, 1bcu~1 est~;re1ad6na~Ó 2~n.~I~ protonaC:ión 

de sus grupos• a~i,~o;~' ~~ta• p~btonaci~n es responsabl~ de ,la ~·olu,l:imd~d;:~el• q~ltosano 
(Dambies y·· coJ,.!2001 )>El p61lfli~ro nor

1

riml!11eHte .Íis Íllsblubie .. •p,ar,. eridrrn~ide~un· pi{?, sin 
~ -~;:'> ~(..;>-:- ,._',~- .',· -,'- :.:~ 

_.·:·· .· ': -·.·: . .. ". 

grupo amlr10;'(RÑH2), mientras'. que a yai'óre~'de pH)nf~dbr~s 
1

pl'.edoiliinan los grupos aminas 
'.. .·'.<::.~· :·::'.··· ,---!_ , .... 

protonados (RNH3+). Las propiedades fisicbqüJmicas del q¿itosano están gobernadas por 

factores como la temperatura; pH, fuerza i6nica, grado de deacetllación; y de gran interés ha 

sido la caracterización y modificación deLpolímero. Brungerotto y col, (2001) caracterizaron 
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el quitosano de diferentes fuentes y relacionaron el grado de deacetilación con la pureza y 
-'• •e • : ··,;.•- ' 

solubilidad mediante IR. Un reporte c~mplementário 'es el de Ravindra y-coÍ;; ( 1 !39 8) dona e 
·- . . .- . . . -

proponen Ul1 rriéfodoc pahCestimé3r-lá-soluoilid~cÍ -·cie·qrnta"saAo-~c:m-c'diférentes-grc:ldos -de 

deacetilación. Mediante P'!rárnetros~ corno ·tensión,superfidal, • viscosidad i~trín~eca, constante 

dieléctrica e interacción .Flo~-Huggins. ·.·-

Debido a léj arhpli~.;reactivid.~d del los grupos amines del quitosáno~ una gran variedad 

de agentes tjuírT1icii ~án·:~idd -utilizados para modificar el quitosano ... -Esp~C:íficamente 
• - ··-· . 'f':'_·':-' . \:~:::·" ·- ;.·-- -" - • -

aldehídos, ácidos clorhícf~ic~s'; ~~hidridos y epóxidos, llevando a e.abo reacci_ones típicas de 

aminas, principalment{:¡ f'-frac[laciÓn y bases de Schiff. La variedad de moléculas que pueden 

reaccionar con el quitosano es muy grande. Estas moléculas le proveen funcionalidad 

específica, alterando sus propiedades biológicas o modificando propiedades físicas. 

1.4.2.1 Ejemplos de los conjugados enzimáticos y otros usos 

El aprovechar las propiedades del biopolímero, en combinación con la actividad 

biológica de algunas macromoiéculas, abre un nuev9 horizonte en la biotecnología, mediante 

la formación de conjugados enzimáticos con características de interés para la industria como 
- -

son una fácil recuperación del biocataliz~dor y estabilidad e~ ambientes extremos. 

La inmovilización covalente de ureasa sobre membranas de quitosano, se realizó con 
. - . 

fines terapéuticos con el objetivo deLremover urea dela sangre en un riñón artificial, se 

utilizo glutaraldehído como agente irímbviliz~nt~ y se_ e~_tudiaron diferentes propiedades 

(Krajewska y •col,: 1989). Vazque~-Duhalt-ycJi •. (~~01) conjugaron la enzima lacasa del 

hongo Coriolopsis gaJfita C:on quitosa.na,· encontrando que el conjugado quitosano-lacasa 
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muestra un comportamiento de respuesta al pH, siendo soluble y activo en cont;Jiciones 

ácidas y exploraron la capaéidad que tiene el conjugado de formar hidrogeles .l:Íiocat:alit:icos 

mediante un entreál..Jzamienfo. El conjugado hidrogelenzima pDede ser útiliiad()=parala 

detoxificación de aguas contaminadas con compuestos fenólicos de origen industrial (Arica, 

2000). Este sistema está reportado con una lacasa inmovilizada de Lentinuda edades en 

quitosano entrecruzada con glutaraldehído, doride=se observó una disminucion de la toxiCidad 

de los efluentes contaminados (D' Annibale y col, 2000). Una de las propiedades más 

interesantes de los polisacáridos en general es su capacidad de formar hidrogeles y películas. 

La formación de hidrogeles puede ocurrir por un diverso número de mecanismos y está 

fuertemente influenciado por los tipos de monosac~r,idos involucrados, al igual que la 
.. - . . -

naturaleza de los grupos sustituyentes. La formación; de•. hidrogeles a partir de polímeros 

usando fuerzas no covalentes, es un método utili;rndO enla industria por su uso potencial en 

el desarrollo de sistemas de liberación controlada• de ;fár·macos. El · quitosano es un buen 
~ ': ::·: .:: .. _,\.:'·_ > -

ejemplo de estos materiales cori excelentés.)ca~~~~erí~ticas d.e , biocompatibilidad, 

biodegradabilidad y baja toxicidad, requerim·i;nt~~ 'Jar~\qÜe áueda serutliizado comO un 

biomaterial. Adicional.mente, los.grupos arrtfooi:~~1:'¿Jitos,~no~'al ser
1
r1uqreoffllcos yreactivos·· a 

; - - . ,__ . ,_ ' . ·.. ' -- -~ . . - .. _ ·' -,,_ ,_ .' - - ': ' . , .. · - . . -- -

pH altos, le permit:ri al quitosarío ;ser.ebireérufadc{~ p~~a}c~~a/·k~1~s .con diferentes 

propiedades (Roberts y JaylOr;· 1 989). Di;yers'os/~stlJdios .se han· centrado en· investigar el 

efecto de agentes éntrecruzantes para ,la for[nacióh de geles~ Específicamente se ha 

estudiado el efecto de la variación de la hidrofobicidad del gel, la hidratación, la bioadhesión y 

la liberación de macromoléculas (Martín y col, 2002). Geles de quitosano con la enzima 

tirosinasa pueden convertir fenoles en quinonas electrofílicas que pueden reaccionar con la 

matriz (Payne y col, 1 992; Sun y Payne, 1996). Debido a que la especificidad de sustrato de 

la tirosina confiere selectividad para la conversión y que la reacción de quitosano-tirosina 

,,,.,,,.,,,., roN 
1 i .•.. i.J ,, 
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resulta en una interacción fuerte, este sistema puede ser utilizado eficientemente para 

remover contamina~tes fenólicos. 

Las propiedades del quitosano para.formar películas, 111ediante un entrecruzamiento, 

se ve seriamente Influenciada por las interacciones electrostáticas entre los aniones y el 

quitosano utilizando tostatos - multivalentes. se campar-aron las~ -ca-ractei-ísticás-de 

hinchamiento del quitosano, para utilizarlo exitosamente en la liberación de fármacos (Shu y 
: .: ::: ,· .. -;, :._ ~ 

Zhu, 2002). Las enzimas pueden ser atrapadas o incorporadas covalent~rnent~'. en geles 
< .-.:.: • _,· ! .. '"·--··~'" ,, '·-"" : ·, - : .- ,•_'· ·.', 

poliméricos, para usarlos en catálisis selectivas para biotransformadion~s, componentes 

funcionales de biosensores y en bioreactores terapéuticos (Novicky ~or~h~k.:199B;. 

Tomando en cuenta las bondades que presenta el quitosano de ser un soporte ideal 
. . . -

para diferentes aplicaciones, resulta interesante p~der ·estudiar _el comportamiento de 
.- -::.. ~- . . :: , -

. "' 

conjugar a la enzima lacasa del hongo. Coriolopsis gallica y:.la modificación hldrofóbica del 

sistema para mejorar la catálisis. 

TESIS CON 
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2 HIPOTESIS Y.OBJETIVOS 

2.1 Hlpóte~Js ·.·· 

La modificación con carácter hidrofóbiÍ::o de los conjUgados biocatalíticos del polímero 

quitosano y .1.a .enzim~.~la.ca~a 1112jora.la~cat~li~i.~.en .s.i~tel'Tl~s cor1teri.~~n~.º ~~ly~ntes orgánicos. 

2.2 Objetivo General 

Caracterizar el comportamiento fisicoquímico y cinético de los conjugados biocatalíticos de 

quitosano modificado hidrofóbicamente 

2.2.1 Objetivos Específicos 

Estudiar la conjugación de la enzima lacasa en quitosano, mediante la activación de 

los grupos carboxllos de la enzima. 

Modificar hldrofóbicamente el conjugado quitosano-lacasa, con la adición covalente 

del polímero polietilén gllcol. 

Caracterizar física y cinéticamente a los conjugados biocataliticos. 

Estudiar el efecto de la actividad de agua en la catálisis de la enzima y los conjugados 

biocatalíticos, en un sistema conteniendo solventes orgánicos. 

ITEsrn coN 
l~A DE ORIGEN 

24 



Mntcrin/es y métodos 

3. MATERIALES Y Mi:TODOS 

3.1 Reactlvosysolventes 

La cepautilizada para la producción de enzima lacasa (Coriolopsis gallica UAMH 8260) 

fue donada por el profesor Michael A. Pickard de la Universidad de Alberta en Canadá. Los 

solventes utilizados etanol, metanol,c isopropanol,\ acetonitrilo, tetrahidrnfurano, -tert~butanol, -

butanol, diclorometano y éter etílico,. fueron obtenidos de F_ischer Sciéntific y:J.T. Baker, Los 

reactivos quitosano (85% deacetilación)/ ¡etoxipolietilén glicÓI PM <so.dof(mpEG5aaa), 

polietilén glicol activado con cloruró clanúrico, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) c:arbodirnida 

( ECD), ácido trinitrobel'lcel'l~sí.Jl.fónico (TN BS), fluorescamina, ·2.~· -aziílb-bis-{3-

etilbenzotiazolina-6-ácido · sulfÓni~ó ·-···(ABTS ), siringaldazina, 2, 6-dimetoxifenol •. ·(2,6-DMPO), 

catecol y guayaco( fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. Los reactivos aJ·~tatb de sodio, 
' . . . . . 

fosfato de sodio (monobási~o y dihásico) y carbonato de sodio fueron obf~n-idos ·de J.T. 

Baker. 

3.2 Producción y purific(3cl6n de la enzima lacasa 

El inóculo para la producción dé la enzima lacasa del hongo Corio/opsis ga//ica, se 

preparó mediante la homogenización de 1 cm2 de micelio con ·so mi de medio GMY (glucosa, 

extracto de malta y levadura). Después de 5 días de crecimiento a 29ºC y 200 rpm, los 

cultivos fueron homogenizados nuevamente y aproximadamente 5 % del inóculo se utilizó 

para inocular el medio de producción, el cual consiste en 800 g de avena y 400 mi de buffer 

fosfatos 1 O mM pH 6. Después de dos semanas a 28ºC el medio sólido se extrajo con buffer 

fosfatos 1 O mM pH 6 y se filtró con gasa fina para separar los restos de grano. 

TESIS CON 
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El extracto líquido conteniendo la enzima, se centrifugó por 15 minutos a 1 0,000 g y el 
" ._,_ . . ' ' _._ -; .. ~ - ' . -

,,. -- -

sobrenadante se filtró en membranas Whatman GF /C 1 .2 ¡1m, lélc sOl~ciÓií se pre;C:fpltÓ ~en 

" - ·<- '"< .-'~ ·->~---.. ):-.:: ·:.-
extracto enzimático se pasó por una columna de·lntercambio.·aniónico(l:)E-!)2.celul()sa)_yla 

.- . - ,_ .·= " -,, 
. -

enzima se eluyó con un gradiente de NaCI, las fracciones quernostraron activid~d lacasa se 

concentraron y se pasaron por una colun1na de filtración en gel.(Seph-adex G~100) y 

finalmente por una:.C:olumna de Intercambio aniónico (Columna High Q). Se obtuvo una 

preparaciói;i. fiBa1 de l~~élsa d~ 1}0 U/mg. 

3.3 Determinación de actividad lacasa 

La actividad iacasa se determinó colorimétricamente utilizando principalmente como 

sustrato ABTS 0.5 mM en buffer acetatos 60 mM pH 4.5 a 25ºC, con una A.=436 nm y 

E=29,300 M·l cm-1. Una unidad enzimática de lacasa se define como 1 ¡1mol de sustrato 

oxidado/minuto a 2 5ºC. Las velocidades de las reacciones catalizadas por la lacasa, se 

midieron con la aparición de producto en un espectrofotó111etro BECKAM DU'R>650. Los 

sustratos utilizados, la longitud de onda (A.) y el coeficiente de extinción molar (e), se 

muestran en la Tabla 3. 

Tabla 3. Detección espectrofotométrica de actividad lacasa 

Sustrato 

ABTS 

Siringaldazina 

2,6-DMPO 

Guayaco! 

Catecol 

1. (nm) 

436 

530 

468 

470 

388 

E (M· 1cm· 1 ) 

29 300 

64 000 

14 800 

26 600 

1 300 
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3.4 Caracterización reológica de qultosano 

La caracterización· reológica · del· quitosano -se ·llevo a· cabo·. en un reómetro Contraves-

Rheomat 120·con un dispositivo cilíndrico(DIN ·1-15).-Debido a.que en estos.·experimentos se 

requiere de un~olu~~~ mlnimo de 1 5 mi, solo se caracterizó al quitosano y ,quitosano · <- -·0 ·' • ·':;:f--~ ·~~~·oc-~- "'--:.; _:-"'-'.' .. · - . - ·.~ -· _·· -

modific'ad~ c~~<p()li~tllén glicol aldehído, con el objetivo de conocer que tipo de fluido es el 

· quitosano .;f ~i~l~"rnÓdiflcación química la confiere nuevas características; El- reÓ~etro- ~s un 

torquímetro con la capacidad de medir viscosidad (11). La viscosidad es la resistencia que un 

material opone cuando se intenta deformarlo. Físicamente es el cociente .entre el esfuerzo de 

corte (i:) aplicado sobre un fluido y el gradiente de deformación {y) generado. De. forma .. ' ", '· -

general, los fluidos se pueden clasificar en dos grandes grupos de .acuerdo con el 
- - ·- '"· - ,-,·>--·· ~':. .-

•:•' ... ·- , .. ·'' -.:_ .· 

comportamiento de la viscosidad: newtonianos y no-newtoniano~: 2ó~ ;f1~fdóf'ile\Vtorlianos 
,-_:,.. .. . _-.. _: '.":::~-_'. ··:··-;· ._.: 

son aquellos que presentan una viscosidad constante - como ·Juncióri. del gradiente de 
. - .. -- __ ,,_" '·- - ·.-: 

' . . . . 
deformación. Los fluidos en los que la viscosidad varía con el gradiente de deformación son 

denominados no-newtonlanos {Fig 7). 

Dllatante 

Pseudoplástico 

Gradiente de deformación 

Figura 7. Comportamiento de los fluidos en función de la viscosidad 
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De forma paralela se prepararon diferentes soluciones de quitosano a diferer:ites pH 

(3-6) y se midió 1a viscosidad en 500 fd de1 fluido en un viscoMmetro cie cono y plato a 60 

rpm. Para obtener la viscosidad en centipoises (CpY; s'8,"mültiplii::ó-la~lecfUra obforilda-de la -

medición en % por 1.55, el cual es un factor que depen~~ d.e la geometría del viscosímetro y 

es proporcionado por el fabricante. 

3.5 Condiciones óptimas de la producción de conjugados blocatalftlcos: qultosano~lacasa 

Para realizar el conjugado biocatalítico, se llevó a cabo una unión covalente. 

Considerando que la enzima lacasa presenta una abundancia de grupos carboxilos .en su 

exterior, se propone su activación para que puedan reaccionar con los grupos amines del 

quitosano. Un método muy utilizado para la activación de los grupos carboxllos de· proteínas 

se lleva a cabo con carbodimida (Fig .8). 

H3C 
):H-CH2·CH2-C.H2-N=C=N-CH2·CH3 

HJC 

Fig 8. Estructura dé J-etH-3~(3,.dir,rietilaminopropÍI) carbodimida 

El conjugado. quitosano-J~c.ª'§a;tcofüÜg~dcüQLl)\s'~'.rea.llz~; ~~edlantela unión .• covalente 

de lacasa purificada del hcon~o·· ~~"J]'tic~\(~31',~f J/~uL~;~~~D~~~:~\i~ i?~fj,;;~nUS .·r~dio nielar de 

monómero de glucosamiiía/prot:eíria de' 6Q;ÓOO y~i.Jn¡:excesq mÓlarh:J~tc~rl:>Óaimida (ECD) de 
' ~~¿.~< ,-_,.;<'o·¡~::.,, .-.':~ó. ' .. ?:;-.'. --

400 sobre los carboxilos de la ~-~ot~ln~~ s{d~jÓ}reiic2iÓn~r por 2 hrs a 4·c'a pH 5 . 
. ·, .. ·. ·r.:;·i'' 

Posteriormente el pH se increméntó a 8 adiciClnaHc:lo 1 O volúmenes de buff~r fosfatÓs GO mM 

pH 8, formándose un precipitado (conjugado QL) el cual se separó mediante centrifugación 

5000 rpm por 5min. El conjugado QL se lavó tres veces en secuencias de solubilización-
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precipitación (con el objetivo de separar la enzima que no se unió covalentemente) y 

finalmente el conjugado QL se disolvió en buffer fosfatos 60 mM pH 4.5. 

3.6 Modificación hidrofóbica del conjugado biocataiítico 

L.a modificación hidrofóbica del conjugado biocataiítico, se basa en explotar la 

funcionalidad amino .del quitosano. El principio de la Jl10dificación _es, que el grupo. funcional 
' - - -- - . -- ---- - . ' 

-_ '-º----·------; -,----.- ·. . - ·- -

(aldehído o don.ira cianÚrico) del PEG activado, reaccione con ei'grupo amino d~lquitosano. 

Para· llevar aicabo la modificación hidrofóbica del conjugad~ ~L,: ;ue:Jne~cisário. realizar 
,,___ - - - ~-";. . : - . . . ·: .,, -· ,"'· . -·: ·- ' -

., ___ ,,·--= 

primero la síntesis del PEG activado con aldehído, el cual se sintetizó de acuerdo. a dos 
:-< ':_':: ·- .·· -__ ., 

procedimientos distintos. Paralelamente se realizó una modificación del c¿nj~gado QL con 

PEG activado con cloruro cianúrico (conjugado QLP). 

3.6.1 Síntesis de polletllén gllcol activado con aldehído. 

a) El primer procedimiento se basó en la adición de mPEG5000 (1.0 mmol) a 0.41 g de 

anhídrido acético en dimetilsulfóxido (20 mi) y una agitación por 30 hrs, a temperatura 

ambiente. La mezcla de reacción se precipitó adiclonandola a éter etílico.frío (100 .mi) y 

dejando reposar un día. El precipitado se resuspendiÓ en diclorometaho (25 mi) y el proceso 

de precipitációri-resuspensión se repitió 2 veces. Finalmente se dejó secar hasta obtener un 

polvo Mar~fs y col, 1 984 ). 

b) El segundo procedimiento consistió en adicionar gota a gafa una< solución de 

dimetilsulfóxido (48 mmol en s·m1 de cloruro;de.rñetilerio) áuná solución·aeclorurode oxalil 

(22 mmol en 25 mi ae cloruro de nietil~no}, e~ta reacción se llevó a cabo a -78ºC. Después 
! .• '·: .' .: ' 

de 10 minutos se adiciona mPEG5000{lO ~~al e~ 20 mi de cloruro de metileno), la reacción 

se mantiene a -20ºC por 1 hr; Posteriormente se adiciona 1 ,4-aiazabiciclo[2.2.2]octano (SO 
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mmol) y el medio de reacción se calentó a temperatura ambiente. A la mezcla de reacción se 

le adicionó 50 mi de agua y se realizó una extracción con cloruro de fnetilenó, seguida-de una-

precipitación con éter etílico. El precipitado fue filtrado y secado al 'vacíocpor 24 hrs ·(Wirth y 

col, 1991 ). 

3.6.2 Modificación del conjugado blocatalítlco con polle~ll~n-gll5()I activa_~() con aldehído 

La modificación hidrofóbica se llevó acabo mediante la adición de PEG-CHO (8.5 

~1moles) al conjugado QL ( 1 5 mi~; se i~crerñenfó e:I'. p~ 6 C()rl bLJff~r foÚatos> 60 mM pH 6 y 

se adicionó NaBH3CN (67 ~1me>l:s); L~ rrtezcla se deJó reaccionando 1 2 hrs a 4ºC. El 
,; ' / : • • ' ••~o • 

conjugado QLP se lavó con buffer acetatos 6Ó mM pH 4.5 y se concentró mediante 

ultrafiltraclón (Amicon PM-30), 

3.6.3 Modificación del C()nJugado blocatalítlco con polletllén gllcol activado con cloruro 

clam'.irlco 

Se realizo úna nicidificación al. c~njugacl~ QL .con PEG activado. con dorurO ciánúrico 

comercial. l..a :adÍfica~ióri h-i~ro~c)b¡~a ~e Bev~a~abo. m'~cilant¿'lá.~diiiók de: PEG '.activado 
' ··~·~- ---=',;-;-e'.-~• - '; < '• ' ·:;-. - ·, ·.,,.-, C'':"-o -- -, • ~ ', ~. > ,' ·:;_~~-.~ - :~··: ~":: 

con cloruro cial,1úri_co ,(8~5-:~111lo!es)-a1 éonJGgado~QL 's~' 1~ciremehtó ;~I pH a· 8con buffer 

carbonatos 100:·,;~-_ pH ky.se~ejÓ·r~accion~r-ih1.rfa.~°C.,EI conjug~do QLP :se lavó _con 
' ~-· -· -

buffer acetat~s .60 mM pH 4.Sy se concentró 'mediant'~ ulfraflltración (Amicon PM-30). 

3.7 Determinación del grado de modificación del polletllén gllcol aldehído 

Con el objetivo de conocer el grado de modificación que sufrió el PEG con la 

activación, se determinó la presencia de los grupos aldehídos presentes en el PEG activado de 

manera cualitativa y cuantitativa mediante diferentes métodos. 
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a) Con la formación de una base de Schiff, la reacción produce una coloración rosa en 
--_ -:_ .'_ ·. -- ,,. 

presencia de aldehído. La abSorbancia- se. -mide a S60 nm. la reacción a temperatura 

ambiente desarrolla un -color riiáximo·~aproxiniadámentE:feri~1s"minütOs'.'k1 r~aé:tivo de Schiff 

contiene metabisulfito de sodio, p-:-rosanilina y HCI (Furriissy 601, 1'.§a;9). 
-· ·- - - .", ' '. :· :,-· : ·-.·--... - . ·: :·- - ·~-~._~ 

b) Mediante la reacción del aldehído (O.Os-Cl.1 g-~ PEG-CHO) con 2,4-

dinitrofenilhidrazina (3ºmf),-lacualse oxida a·nifrofenifhfCfra~oñ~:ése~o"bs~rva~una~p-réC.:1j:>i1:acion 
;,. ~----- --- ,_ ---,.- ;.:.>-e_·~_-.' ___ -:;.¡ · .. ,' ~:~~--- .-·,. 

cristalina característica, que indica la presencia de ald~hídos en un tiempo máximo .de 1 O min 

(Furniss y col, 1 ~89). 

- ' 
c) La .titulación con. tiosulfato de sodio, el cual es un método indirecto en base a 

NaBH4 , que reacciona con los grupos aldehídos. 

d) Un método espectrofotométrico muy utilizado para obtener información de la 

naturaleza química de determinado compuesto, es el infrarrojo (IR). Una banda característica 

para aldehídos se muestra aproximadamente a 1750 cm·1• Se utilizó 2 mg de PEG sin activar 

como control y PEG-CHO. 

3.8 Determinación del grado de modificación hldrofóblca del conjuga(lo biocatalftlco 

Debido a la presencia característica de grupos aminas ~n ~I quitosano, es posible 

determinar el grado de modificación del conjugado biocatalítico. Esto se debe a que los 
,,_.. ' 

grupos funcionales activos en el PEG (aldehído y cloruro ciá_ridrk:o); reaccionan conlos grupos 

a minos del quitosano como se explicó en la sección 3.6, por I~ q~e se pueden ,determinar los 

grupos aminas que quedan libres sin reaccionar. Dos: rffétó~ds rljúy'.~usádos para la 
-· • • -··,'. "(' ·,.,. < •• , •• ,, •• • ·-··.-. •• 

determinación dé aminC>s libres fueron utilizados, el primer(). tÜe ~C:()~'.~I (~activo. ácido tri nitro 

bencen-sulfónico. (Habeeb, 1966) y el segundo confluC>res~a~in~ ~S~~in-~ col, 1972). 
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a) El ácido trinitro bencen-sulfónico (TNBS), reacciona con los grupos aminos del 

quitosano y se mide la absorción de este sistema a 420 nm (Habeeb, 1966). La mezC:la de 
' . - --, :. _- '--

reacción contiene 150 ~;11 d1r quitosano o c:jl.iifosano modificado con PEG, T50''¡tl a( NaHC03~al" 

4% y 150 µI de TNBS al 0.1 %. Después de 2 hrs de reacción a 40ºC, la reacción .?e terminó 

con la adición de 1 50 ¡ti de SDS y 7 5 ¡d de HCI 1 .O N. Se midió la absorbancia a 420 nm y el 

porcentaje de aminos modificados se calculó de la siguiente forma: 

% modificación = [1 - Abs quitosano modificado J 
Abs q~1co~?~º no moa~ncaoo ( 1) 

b) Se realizaron soluciones de qtiÍtosano sin modificar ymodificéJdo.cori PEG activado 

a diferentes concentraciones (ó~o.1 mg/ml). a J~s cuales se l~s <adicionó 500 ¡ti de 

fluorescamina (0.3 mg/mrein ai::etona) y se dejó reaccio~ah por: i O ~inJt~s: LaJIÚorescencia 
" .. '"· . - - : - ·--- . - -- . , .. , . - - .. - '~ · .. , ... _ - -, - . . - - ' -· 

se mide en un esp~C:tr¿flúbró~etro con. u~a x.m~475 :;~m! y:;u~a ~ •. :;390 · n;,,; La ;•' -. . ' ''. " - .·. -·>·:!' : '• .. "';. ~ - _-, ,' ·.· - ·:-:!"' : :· ·- -

.-.-

t1uorescamina, reacciona· corí aminos· .. primarios·· para· t~rrnai t1~oróforos/La··'t1uorescenc1a ' ' . . .. - : - -· ·. ' : , .. _;._: - ,• , .. __ . __ ., : . . . - > . 

resultante· es proporC:ional. a la. concentración de:aminos pri;,,arios (Stein Y. coi, 19 7 2 ). 

3.9 Determinación de los.perfiles de.actÍvidad en fu11clón de: pH, tefT1peratura y solvente 

orgánico 

Se realizó el perfil de actlvid~d en función de pH en un rango de (1-12). La enzima 
' . . 

libre al igual gue los conjuga~os Ql.. y QLP s~ disolvieron en buffer acetatos, fosfatos ó 
. -- -

carbonatos 200' mM; según el 'éaso; La reaci::ión se. llevó a cabo en. un volumen final de 1 mi 
.. .- ~ - .¡-·. -

con ABTS 50 mM. 

El perfil ,de actividad de la_enzima libre. y los conjugados QL y QLP en función de la 

temperatura, se realizó en un intervalo de 20 a BOºC. Se comparó la actividad residual de la 
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enzima libre y los conjugados QL y QLP .. La temperatura requerida para realizar el perfil de 

actividad, se logró con un control pelltier de temperatura que está - adapfado al 

espectrofotómetro:~- --

Se determinó el perfil de actividad en función de Ja concel'.ltración de solvente 

orgánico de Ja enzima libre y conjugados QL y QLP, utilizando metano!, etanol, isopropanol, 

acetOnitrilo y tetrahidrofuran-o.'EI irlfiti:Valcl°dé~solveriteorganico esae·o-BOo/i{, en un-volumen 

final de reacción de 1 mi con ABTS 50 mM. 

. ' - .. : 

3.10 Estabilidad de. los c~nj~g~dos; btocatalftlcos modificado hldrofóblcamente a: pH 

extremos, te~p~ra~üra~ y ~olv~ndor~ánlco 
La esta~ilida-d el; -1~ ~f1zi~~ iibr~ y .de los conjugados QL ·Y QLP se realizó en. un 

intervalo de ,PH de (1-1 ~).La enzi~a :libre al ig~al que los(:onjugados QL y QLP se incubaron 

en buffer acetatos, fosfatos ó carbonatos 200 mM segcin :elcaso, a dlferen~es tiempos (0-60 

min). La actividad lacasa se midió a pH 4.5 Y.2SºC. 

Se comparó la estabilidad a temperatura de la enzima libre con los conjugados QL y 

QLP en un intervalo de 30 a 70ºC. Tanto la enzima libre como los conjugados se incubaron en 

ausencia de sustrato a diferentes temperaturas por 1 hr. La estabilidad térmica de la enzima 

libre y los conjugados QL y QLP se determinó midiendo la actividad residual a pH 4.5 y 2SºC. 

La estabilidad a solvente orgánico de la en.zima y de los conjugados QL y QLP se 

determinó con acetonitrilo, etanol y tetrahidrofúrano .. en un intervalo de 0-90%. La 

incubación fue por 1 hr y se midió la actividad residual a pH 4.5 y 2SºC. 
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3.11 Ensayo de solubilidad de los conjugados modificados. hldrofóblcamente en solventes 

orgánicos 

Los solventes orgánicos ;Pr()pue_s_tos~ paca _é:o_mpara_r;la j6Jll~lU~,adidel~quJtosa110.sin 

modificar y el quitosano m_odificadocon PEG activado fuer()~: ~~élnol,·me~~nol, isopropanol, 

acetonitrilo y tetrahidrofuránó. Al m~difi~arel quitosano .con el pEG ac1:iJado•se"espera una 
' ' ' . ' ,-•- ., ···- .. . 

mayor-solubilidad-del .. conjÜgéldo debido ,á las. propiedade~;carac~~rístic~sd:I. REG;;de •proveer" 

at sistema sotubmdácl y.te~moéstabitidacLse ¡Jí()t)i:líon di,fererítes métocios pará poder medir 

la solubilidad deLconjugado~;QL~. ..•. -.. ·.·.·_ ·_· ~ > ; : - - . . . .. • ..... 

a) Se pens~ e~ l~'. \/i~~~sid~d Eº~Cl R?r~0~iro·1,~a~~ ry,edi! de forma indirecta la 

solubilidad del quitosarÍo f• quitosan~ m~dificád();~ Esth se il~vÓ a· caco en un viscosímetro 
, ,_<-· ;.·. J\·~- (:~· ·.,·_ .. ·. _·_-<:~ .. ~:.:::·.~~--.;:-{~---X:)::~-{-;~·,_'.~-~':~ .. ;:·_~~!-:"--"·"':>~;-. _: : ... :-_-.- :~,:- ... 

Wells-Brookfield de cono y plato'.· :.fanto ·~1" quif9sabó conÍé> • el quitosarío modificado se 

mezclaron con. diferente{ JJroporciOne~ de· solventé Orgánico {0~80%), Los cálculos se 

realizaron como se desdrib~ ~ri la ~e¿¿lórÍ 3.4 . 

. · 

Los siguientes métodos, .se basaron en precipitar el quitosario y quitosano modificado 

a diferentes proporciones qe fol~ente orgánico. Como se espera, una determinada cantidad 

de quitosano precipita confori-ne aumenta el porcentaje de solvente orgánico, asi pues la 
:.e ~,· >: : >~ ; 

· .. ,·.· .. 

parte soluble de este slsfeml:l contendrá el quitosano que no precipitó. La cantidad de 
- ,- ·-- . - -- - . 

quitosano soluble disminuirá c~nforme se aumenta el porcentaje de solvente orgánico. En la 

parte soluble del sist~n.;~ es donde se llevó a cabo las determinaciones de azúcares 
'.'- .... 

reductores, carbono orgánico· !Otal y.fluorescamina. 

b) Otra forma lndirecta<de medir la solubilidad del qultosáno y del qultosano 

modificado es mediante la,cuantificación. de azúcares reductores. Muestras de qultosano y 

quitosano modificado (0.1 mg/ml) se les adicionó diferentes concentraciones de solvente 
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orgánico (0-80%), esta mezcla se centrifugó a 1 O 000 g por 1 O min. Del sobrenadante se 

tomó una alícuota y se secó en una microcentrífuga al vacío a 45;;C (SAVANT) por 4 hrs 

aproximad-amente. Posteriormente esta película seca se dis-olvio-eri--agUay"se llevó ai::éll5o 

una depolimerización con 100 ¡ti de NaN02 (20 mg/ml) y 100 ¡d.de .HCI 500 mM en un 

volumen final de 1 mi. La muestra ya depolimerizada reaccionó. con 500 ¡ti de ácido 

dinitrosalicílico (DNS) en ebullición por 5 min y se detuvo la reacción mediante una incubación 

en hielo por 5 min. Se midió la absorbancia a 540 nm, sobre una curva estándar de 
: :." . --.,, ' -

glucosamina. De esta forma se determinó cuantos residuos de gluc~~arnina·':se tenían en el 

control (cuando no hay solvente orgánico) y se determinó 1.a disminución de residuos de 

glucosamina conforme va aumentando el % de solvente orgánic3~ . ·. .·. '· ~- : >~·' . ": . 
c) Otra forma de poder comparar la solÜbil~?acJ d~l quitosano y el quitosano 

~·, ') 

modificado cons[~te ~n la cuantificación. de carbo~li-o~gflnlco'total en la rnuestra (mg/L). 

Esto se realizó;~n, el .T11s~ituto Mexicano de Tecnología' del Agua (IMTA), .mediante la 
... "'"'·... _~:.~::' 

metodología IMT ¡\ C~PT~~ i,'1 -200 i / 
. ,.• <·:.; ''. • <°''''· ·. 

d). i:1 últi~~ m¡tddo;'.~st~di~do,para determinar la solubilidad fue con. la fluorescamina. '. . ·' < ~~ •.· " .- ' - . 1 ' • 

•'·':". 

Se siguió el mismO ~róc~difnielíio fon la ·técnica de azucares reduéfores,<hásúi- el punto de 

tomar la alícuota ;~ la: ~~rt~ s~luhie del sistema. Posteriormente se sigúió .el mismo 

procedimiento qÜe el' desdito.en 3.8 h. Cori la determinación de imiriosO libr~s se puede 
. ; ·:- "(·.·_: ·. . ·, _:·· ':.' . .· . . ·. ·. .·: ' 

relacionar cuantas unidades de glucosa miria ~ay en el sistema sin modlf,lcal' y modificado, y 

cual es su comportamiento al aumentar. la proporción de solvente orgánico. 
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3.12 Determinación de actividad residual en solvente orgánico a diferentes aw 

La ·actividad d~ agua (a.;,) del sistema se equilibró-.en recipientes de vidrio sellados 

herméticamente a ;, .. 25 ºC;~ El +sisterila e ~ontenía~so.lúciones - ~ontroi.~·de": s~fes •. ~aturadas ·con 

determinada aw (Tabla 4·), la. éual ~ fue medi~/a .~11 ,el dqui~b '.~W· SPRIN~. NOVASINA. Los 

solventes utmz~dos fu~r()n ~taÍlol, isopropéln~I. butanol y tef~-butan61. ·La ~w 's: :~uilibró 
" .- ' :,- ''· ·' "' .. 

despüés-de-3 -día~-dE!~-incub~ci<)11: ta actiyidad resi~ual·se midió 'mediante·iá aparición de 
·'. -·º"- ,. 

producto con siringa1ci~zin~ cTab1a 3 ); 

Tabla 4. Actividad de agua de soluciones de sales saturadas 
(Svensson y col, 1994) 

Sal saturada aw 

K2S04 0.92 

NaCI 0.73 

MgCl2 0.32 

LiCI 0.11 

3.13 Determinación de los parámetros cinéticos con diferentes sustratos 

Se determinaron las constantes cinétic;.as de la enzima y de los conjugados 

biocatalíticos a 2SºC. Los sustratos utilizados fueron ABTS, siringalda:Zina y 2,G~DMPO con 

una aw= 0.731 en etanol. Las velocidades iniciales se midieron con laa~aridó~c:le producto a 

25ºC. El sistema utilizado para equilibrar la actividad de agüa es el des_crito en la sección 

3.12. El ajuste de los datos se realizó mediante el programa Enz-Fitter. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

. 4.1 Caracterlzaclónreológlca de qultosano 

Las pr~pieda~es. reológicas del quitosano se evaluaron, midiendo la viscosidad y el 

esfuerzo .de corte de soluciones de quitosano sin modificar y soluciones de quitosano 

modificado con~ PEG:CHO-a diferentes gradientes de deformación. ,.como.; se observaº en la 

Figura 9,;; eÍ quifosano presenta un disminución en <la visc~si~ac/~onf~Fme. aumenta el 

gradienti:í .de d~for111adón, lo cual es un. C:ompOrtami¿~ta•cal-abferisticó de los fluidos 
- '.'".:\:--:_,,..,. 

pseudoplásti~os}Nq~ez/y; col, 2 O() l) ~···El polím.~ro •• rno@fiª.~d~": hid rof..~b¡i.:am~nte presenta el 

mismo comportafoiento '.qu~ ~Lpolimero •.~o modific~do'Alncl~s8 las dfferentes foodiflcaciones 

de quitosano con PEG (r~lación en peso 1 : 1 i 1 :2 ), ~ostraron ün comportamiento idéntico al 
. . ' . 

quitosano modificadO con una Rel 1 :0.5 (datos no presentados). 
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Figura 9. Reograma de quitosano y quitosano modificado con polietilén glicol aldehído. 
Quitosano no modificado ( +), quitosano modificado Rel 1 :0.5 (•). 
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El comportamiento reológico de ·ciertos fluidos no-newtonianos se puede representar 

con una ecuación general denºominacla ley de la potenCia: 

't = K y n (2) 

Donde K y n son constantes; K se ha de110!11.in.a~o .índ~c~ IJ~ con!l.~stenci~_ y 11 ín9ice de 

comportamiento de flujo. Este último constituye una medida del grado de desviación del 

comportamiento newtoniano. Si n= 1 el fluído es newtoniano; si n< 1 el. fluí do es 

pseudoplástico y si n> 1 es dilatante. La función logarítmica de esta ecuaéÍón (3), parece 

ajustar la curva característica de los fluidos pseudoplásticos, donde la ordenada en el origen 

es el lag K y la pendiente es igual a n -1 (Nuñez y col, 2001 ). 

lag 11 =lag K + (n-1 )lag y (3) 

Aplicando la ley de la potencia a nuestro ~istema, se graficó el lag del gradiente de 
' ' ' 

deformación cÓntra el 199 d,e la viscosidad, y SEL Calcularon las pendientes (n-1 ). Se 

determinó qi.Je tanfo el:qúifoiánó. n6'"móClificad6 c6m0 el .quifos~no modificado con PEG-CHO 

son fluídos pseUdo.plás'tÍco.s, ~ebido a que el índice de consistencia n<1 (Tabla 8). 
--- . " •', - ' 

Tabla 8. Valoresdei índice de consistencia de quitosano y quitosano modificado 

Quitosano 

No modificado 

Modificado/PEG-CHO Rel 1 :0.5 

Modificado/PEG-CHO Rel 1 : 1 

Modificado/PEG-CHO Rel1 :2 

Indice de consistencia (n) 

0.65 

0.61 

0.61 

0.62 

TESIS CO:N 
Ff• 'i T i. : ;. ·. i ,, i ;·,·11¡il\I 
[\.~~l • • l.: •.. ! ' .. ·''; ~ 1_~·~ J .\l 
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Las propiedades fisicoquímicas del quitosano están gobernadas por diferentes 

factores como son: pH, temperatura, fl.iérza iónica; grado dé aC:etilaC:ióh}'C:óncehtración del 

polímero (Nystrom y col,-1999): La~-variadóné-del pH sobreºel qui1:osano~es de fundamental 
; ' ,_ - i:·;'._ ''··- ' 

importancia en la solubilidad cjeLpolímero, esto es debido a s~ ~~turaleza policatiónica. El 
- .. -" -

polímero se encuentra cargado positivamente a pH<6, ·y es solubie en ácidos como el acético 

y fórmico (Majeti y Kumar, 2600). Sin embargo a pH neutí:Clel polímero pierdei°si:i carga: 
, "'.- ,--- :.· ' . -

reflejandose en la pérdida de solubilidad, mediante una precipitación. Con .el .objetivo de 

determinar la viscosidad del quitosano a diferentes pH, se utilizó una solúclón de quitosano 

con una concentración de 3.6% (p/v). Se puede observar en la Figura 1 O, que al incrementar 

el pH de la solución de quitosano, la viscosidad aumenta hasta que el polímero presenta una 

precipitación. Estos resultados corroboran que el pH tiene un efecto importante e interesante 

sobre la solubilidad del polímero, siendo un;parámetro altamente manipulable cuando el 
. . . : 

polímero se utilice como un soporte para formar conjugados bioé:atalíticos. 

3500 j 
3000 • 1 

~ 2500 i • 
~ 20001 • o 1500 
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"' 1 • > 10001 
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O· 
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pH 

Figura 1 O. Perfil de viscosidad de qultosano a diferentes pH 
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4.2 Conjugados biocatalftlcos 

Con el objetivo de llevar a cabo una inmovilización covalente de la enzima lacasa con 
-- - ' " - -

el quitosanot~Se cutilizó.·la 'reacción ~química·de • carbodimida. lnicialmeriteia···Carbodimida 
. .'· '· '·· -.. - ., . ,. 

reacciona con los grup~s carboxil~s ~resentes en .. la enzima pc¡ra formar.·un Intermediario 
- - -- -··' ' '.;-'>~ . . - • . - • - •. , , -- - . . - -- -

reactivo (0-acil-isourea);· Poste~iornier\te e~t~ inte~m~diario ~eacciona con el grupo amino del 

quitosano; formando una amida'mé91ante·una"ÜnÍón covalente (Fig·l 1 ). 

Lacasa-COOH + R-N=c::::N-R' 

O N-R' 
L.acasa-C: -o-B + Quitosano-N H2 

HN-R 

O N-R' 
Lacasa-~-0-~ 

1 
HN-R 

o 
Lacasa-C-NH-Qultosano 

+ 

o 
R-NH .(; -NH •R' 

Figura 1 1 . Mecanismo de reacción de la carbodimida 

Se determinaron las mejores condiciones de operación para la producción de los 

conjugados QL, variando la relación molar de monómero de glucosamina/proteína y el exceso 

molar de carbodimida. En la Tabla 9 se puede observar que al flj¡¡r un radi.o de 

glucosamina/proteína de 60 000 y un exceso molar de carbodimida/proteína de 20 000, se 

obtuvo un 11.3% de inmovilización de la enzima sobre el quitosano. Sinembargo alvariar la 

temperatura de reacción a 4ºC, en las mismas condiciones de radio de glucgsélrriin~/proteína 
. . - , .·- ' ' ·- . -' - ~-:-::·o ' - . ,, '· 

";;t- ··;_,:·:: - :·; ,;, 

de 60 000 y un exceso molar de carbodimida/proteína de 20 OOÓ; .s.e Óbtu~o 'Lln:S6;7% de 
. . 

enzima Inmovilizada. Estos datos sugieren que se. lleva a cabo un mayor porcentaje de 

inmovilización, cuando la temperatura. de. reacción es igual a la temperatura de 

almacenamiento. 
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Tabla 9. Porcentaje de enzima inmovilizada con diferentes radios de 
glucosamina/proteína y excesos de carbodimida/proteína 

Glucosa mina/ proteína 

Temperatura: 2 5ºC 
30 000 

60 000 
90 000 

Temperatura: 4ºC 
60 000 

Carbodimida/proteína 

5 000 
20 000 
50 000 
20 000 
20 000 

20 000 

4.3 Modificación hidrofóbica del conjugado biocatalftlco 

% enzima inmovilizada 

0.5 
3.3 
2.8 

11.3 
6.9 

56.7 

El conjugaqo biócatalítico se modificó químicamente con PEG5000 , (conjugado QLP), 

mediante el rri~t6'do'-d.escrito en materiales y métodos. Como hemos mencionado, la 
; .... ·. . ' 

modificación hid.rofÓbi~~,'del conjugado biocatalítico, se basa en explotar la funcionalidad . [~. , ., - ' ... 

amino del quito~an~. Considerando lo anterior, el principio de la modificación se basa en que 

el grupo funcio_nal del PEG activado (aldehído o cloruro cianúrico), reaccione con el grupo 

. ~ - ··.· 
amino del qüitoséJno. Elgrado de modificación del conjugado biocatalítico se estimó mediante 

,·,- .-··:, -;'-·'-: ;,-.:-

la titulación-~e los grJpos aminas libres del quitosano, con la técnica de ácido trinitrobencen-

sulfónico (TNBS) y fluorescamina. A pesar de que el TNBS es el ensayo más utilizado para la 

determinación de amines primarios, la fluorescamina presenta ventajas importantes sobre el 

TNBS. Requiere pequeñas cantidades de proteínas en 71_ orden de 1tg, es altamente 

reproducible y no requiere de la eliminación del PEG que no reaccionó (Stocks y col, 1986). 

Debido a- qJe. el quitosano está· 85% d~acetilado, con~id~rn~os'~ué hay un 85% .. de a minos 

libres en lá molécula que son ~l.lscéptibles d~ iéÍ m6diflcadós. La.formación del conjugado QL 
~-<,; c1:~ , . ¿·;. 

involucra, que el;l9% de los ~;.¡,iflos.li'bíes.d~t quitosano estén ocupados por la enzima. Por lo 

tanto, se encuentran disponibles un 66% de aminas para que sean modificados por el PEG 
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activado. De esta forma, se estimó que la modificación hidrofóbica fue responsable que el 

3 1 % de amines del quitosano estuvieran ocupados. Los resultados indicaron qúe el 50% de 

los grupos amino libres del polímero fueron modificados por la enzima y el PEG (Tabla· 1 O):·· 

Tabla 1 O. Grado de modificación del conjugado biocatalítico 

Conjugado 
Quitosano Lacasa 
Quitosano Lacasa PEG 

% amines modificados 
19 
50 

4.4 Perfiles de actividad de los conjugados a pH, temperatura y solvente orgánico 

Con el objetivo de conocer si la Inmovilización de la enzima y la modificación 

hidrofóbica del conjugado mostraba mej~tes cualidades que la enzima libre, se ~aracterizaron . ,,.,. . ,. . . . - ,.-., - . 

a los conjugados QL y QLP mediante· perfiles de actividad a diferentes pH, temperatura y 

concentración de solvente orgánico; 
º:· .\-.. '. .·.·;, ' 

Se sabe que la especifltidácJ del sustrato y la afinidad de la lacasa varía con cambios 
'<>• : H • ~-· ''' ,- ' O '•o • ' - .< 

en el pH. Para. sustra~os d6~~ela ,_c>~i~adón ~o involucra un interc'31llbio de protones. (como la 
-~~;-;_ -:- . : ; . 

ferrocianina), ··• 1a actíviciad: iácasa. disminuye. a1 aümenlar e1Cpi·.f y f)ára, sustl'~tos donde 1a 

exhibe un valor óptirnodepHque ·depende mas de la la~as~_,qJk d~I ~Lstrat:ci=(Ffo :12): La· 
' ·-----;~'o-_._"·, .};;:~~~ ~-·. 

diferencia del. perfil de actividad de pH se debe en principio·~· d()S efeéto~';Cl~Úe~fos: el 

primero es generado por lá diferenciadel potencial redox entre un sust:r~to y.el CU tipo Tl de 

la lacasa (lo cual se correlaciona con la velocidad de transferendi~\d~'..elkctfones y es 
: :::;;~·'.. .· ..... /. 

favorecida para sustratos fenólicos a pH altos). El segundo efecto es el enlace de un grupo 

hidroxil al Cu tipo T2/T3 de la lacasa (el cual inhibe la actividad a pH altos). El balance de 

estos dos efectos opuestos, puede jugar un papel importante en el perfil de pH de las lacasas 

fESlS CON 42 
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(Xu y col, 1997). Adicionalmete, las lacasas pueden ser inhibidas por diferentes a.gentes: 

azidas, cianuros y enlaces de grupos hidroxil al cluster trinuclear. Se han estudiado diversos 

inhibidores de las lacasás, principalmente compuestos capaces de formélr -coriiplejos~de'-cobre 

estables como: ditiotreitol (DDT), ácido tioglicólico (TGA), cisteína, ácido dietilditiocárbámico 
-... --

·- . ,-,_ 

(DDC), EDTA, fluoruro de sodio y azida de sodio (Johannes y Majcherczyk, 2000); Otra forma 

de inhibición, -es-Ta pérdida de 1os cobres interrumpiendo 1a transferencia interna de·· 

electrones. 

120. 

100 ' 

~ 80. 

" ·:; 
'B óo 

"' 
~ 40 

20. 

o ··--·---·· 
o 2 4 

pH 
6 8 

Figura 12. Perfil de actividad contra pH de la enzima lacasa en diferentes sustratos. 
ABTS (+), siringaldazina (11), 2,6-DMPO (•), catecol (•). 

El perfil de actlvid.ad contra pH de la enzima libre y de los conjugados QL y QLP se 

ensayaron con ABTS como sustrato. Tanto el conjugado QL como el conjugado QLP, tienen 

un comportamiento muy parecido al de la enzima libre (Fig 13). Donde el i:>Wóptimo 'de la 
,·'- . . ._ 

enzima es aproximadamente 4. Estos re~Liltados indican que el conjugar la enzima con el 

quitosano, no afecta en el perfil de actividad contra pH. De la misma forma, la modificación 

hidrofóbica presenta un perfil muy parecido al de la enzima libre. Resultados similares han 
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sido reportados por D' Annibale. y col, (2000) y Vazquez-Duhalt y col, (2001) quienes 

utilizaron qui tosa no como soporte para. inmovilizar lacasas y no obser\ian un cambio en el 

perfil de actividad contra pH de la énzlmá libre y cl.Jando es inmovilizada erú~lsc:iporfe. 

12.0 -

100' 

" "' So' 
" ·;;: 
'.:; 60 -u 

"' 
~ 40 -

20 -

o 
o 2 4 6 8 

pH 

Figura13. Perfil de pH de la enzima libre y conjugados con ABTS como sustrato. 
Enzima(+), conjugado QL (a), conjugado QLP (•). 

En cuanto al perfil de actividad contra temperatura, este se realizó en un rango de 25 

a 85ºC. Como se puede observar en la Figura 14, el perfil de temperatura de los conjugados 

no cambia signficativamente en comparación a la enzima libre. Esto significa que. la 

inmovilización al igual. que la .rnodificaC:iÓn hidrofóbica no altera el perfil de actividad 

característico de lá enzima~ s~ ~hc~ntr'6 d~e ·I~ enzima libre tiene una temperatura óptima 
'-, >;( :.::.< .· :::.-,_ -.. .-

entre 60 y 70ºC. Resulfados similar~s son reportados por Tinaco y col, (2001) y ,Vandertol-

Vanier y col, &oo2). Es: irnp~rtante. hacer notar. que a una temperatura~de 85ºC hay una 

actividad entre l.Jn 40 y 50%. de la actividad máxima de la enzima ·libre y de los conjugados 

QLy QLP, 
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Figura 14. Perfil de temperatura de la enzima libre y conjugados. 
Enzima(•), conjugado QL (•},conjugado QL.P (•). 

Las enzimas han sido utilizadas en medios no convencionales tales como solventes 

orgánicos ( Dordick, 1 98 9). Una\ de 1Zpri~ci~al~s• r~zonés ,ele •lltili~ar solventes. orgánicos en 
.':_ . ·- ·--' . · ... '• ' ._ ,_, .. '.. ·_,,. . _.,,, ' .-· . 

el medio de reacción, es_.con ~ÍobJeti~o:;de rTiejÓra~Ja so1Jbili8ad•'cie!s~strat6shidrofóbicos. 
·- ·. ' ' -. .. . '.. . ' .. . ·. .;-: :;-.- ' - " - ·-. ;-::~-- .- ' .: ' >-.:· 

En el caso de las lacasas la presencia de ciértas ~anÚdades~de isolvl:!nté-b~gállico sé-requieren 

para la oxidación de sustr~tos, como .. los hidrocaFburos polinucl~o~romáiicbi (~ickard y col, 

1 999). Se determinó el efecto de la concentración de solvénte'orgéhi~ó trne~anbl, etánol, 
' - ·. : . ; __ , ·• ·.- .· _-.. t"" _',_' ,,_ --~" 

isopropanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano), sobre la ~ctivid~d de\la ··~n.zim'a libre, el 

conjugado QL y el conjugado QLP. No hay un cambiosighÍfic~tivo eh e'ip~rfi(de la enzima 

libre y de los conjugados QL y QLP en metanol,. hay un dlsminúdón en Ja actividad y a 80% 

de metanol no se detecta actividad en ninguna prepar~ción. Erl presencia d.:; e~anol, el perfil 

de actividad de la enzima libre es ~imiÍar ai del cónjllgado QLP (Fig 1 s)'. Mientras· que la 

enzima libre y el conjugado QJ.!.P muestran un 90% de actividad a 1 0% de etanol, el 

conjugado -QL presenta una di~mih~ciÓn de la actividad en un 50%. Al igual que con metanol, 

a un 80% de etanol no hay presencia de actividad en la enzima y los conjugados. 
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Figura 1 S. Perfil de actividad de la enzima libre y conjugados en etanol. 
Enzima (•),conjugado QL(:ill), conjugado QLP (O). 

Un comportamiento similar al del etanol se presentó en el perfil .de actividad con 

isopropanol (Flg 16). A pesar de que a 10% de isopropanol el C:onjugado QL, .presenta casi la 

misma activid~d que•la enzillla.libre y el.conjugadoQLP, a20%~~ .. ·i;~prnp~ho(el conjugado 

QL presenta una;'disminu.~ió~d~1 zÓ9(enirel~C:ióna•la enzima libre y ~I cohjJ~adoQLP. Tanto 

1a enzima libre eo;,,o e1 e:~Hjuga~o Q.tp mantienen ia misma aci1vid~a :a ·cfüerentes 

concentraciones de is'.opropanol.E~ la•Figúra 17 se observa que a un 10% de a~etollitriio hay· 
' " .. - ·.; - . ,,_ . _ .. ·' . ·' _,~ .~ -·· -

un incremento erí la' ~c~i~idad d~ la enzima libre y los conjugados QL y QLP; .. en ~o~p~íaC:ión 
con el control. sin acetonitriio. Se observa un incremento en la actividad del conjÚgado QLP de 

aproximadamente 80% en relación a la enzima libre a 10% de acetonitrilo. Se presenta un 

patrón similar del conjugado QLP en relación a la enzima libre y el conjugado QL, incluso a Un 

60% de acetonitrilo. Este comportamiento solo se presentó con el acetonltriio, y hay que 

considerar que a bajas concentraciones de solvente orgánico, la solubilidad del sustrato 

puede aumentar reduciendo limitaciones de transferecia de masa. Pickard y col, (1999) 
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reportan que la transformación de antraceno por la enzima lacasa de C. gaflica se lleva a cabo 

en 6 horas en un medio de reacción con 1 5% de acetonitrilo. 
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Figura 1 6. Perfil de actividad de la enzima libre y conjugados en isopropanol. 
Enzima (•), conjugado QL( :1), conjugado QLP (o). 
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Figura 1 7. Perfil de actividad de la enzima libre y conjugados en acetonitrilo. 
Enzima (•), conjugado QL(•), conjugado QLP (o). 
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Cuando se utiliza tetrahidrofurano se presenta una disminución en la actividad de la 

enzima y los conjugados(Fig ·18); Eri general, la la~asa libré o inmovilizada, disminuye su 
.-. ._ ' 

actividad conforme áurriehta-1a~conceritrációh--de''solvente:orgánico ya que la flexibilidad de 
·. '". ' -

las proteínas se ve reducida, mientra~ qu~ el)glJ!'I .actq~ como lubricante, las moléculas de 

solvente orgánico no interactúan de la misma manera con la proteína ya que no tienen la 

misma capacidad que el aguá deformar puenfes dehidró¡ieno, 
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Figura 1 8. Perfil de actividad de la enzima libre y conjugados en tetrahidrofurano. 
Enzima (•), conjugado QL(m}, conjugado QLP (D). 

4.5 Estabilidad de los conjugados a pH, temperatura y solvente orgánico 
"" .·; _,._,, ,. 

El efecto de .la inmovilización y la modificación sóbre la estabHicjad de la enzima se 

comparó mediante la. exposición de la enzima· libre yJ~s'f~ohJ~g~dO~ .a pH.l':?xtrerTios. Se ,midió 
,· - '" .. ··· - ,· ... · . - -

la actividad lácasa variando tiempos de incubació~ adif~fe~f~s.~H; Se tenía referencia que la 
'2 .~ .-·· ·.~-

inmovilización, de. la iacasa sobre el quitosaric> mejora su estabilidad bajo condiciones 

extremas de pH (Vazquez-Duhalt y col, 2001 ). 
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Considerando lo anterior, se comparó si la modificación hidrofóbica sobre el corijugado 

QL aumentaba la estabilidad a pH extremos, la cual es conferida -por-~ 1~. inmovilización 
., ' ·. \ -· ·, ·. . 

covalente de Já;;enzirná efr el quitosano. Como se=mtresfra eñ' la~Figur~':19;º1~-en~irna-li0re á 

pH 1 se desactiva completamente a. los 40 min, __ rnientras que;el;conjugidoiQl..reti_e~e un 

30% de actividad y cuando se modifica. hldrofóbicamente se duplica su estabilidad 

aproximaclamellt~ a -un 60% de la actividad inicial. 
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Figura 1 9. Estabilidad del conjugado biocatlitico a pH 1. 
Enzima(+), conjugado QL (a), conjugado QLP (•). 

En la Figura 20, se observa que a pH 12, el conjugadoQLP .. presenta una mayor 

estabilidad en comparación al conjugado QL y a la enzima libre (coITio también fue el caso a 
; -,·- .. · :' _': . . .. _ . .;-¡ ·. 

pH 1 ). Posiblemente .esto pued~·ser ciebido .a qúe. la enzima/~¡ .ser inmovilizada sobre el 
• - ·•.- • -• • • ' • r: • -->·. • • "•" ., .. --. -··-- - - '"-- • • "·.· .· ·. •, • -.•- .·•, 

quitosano ·I~ confieta s¡erfo P[Ót~C::éión ·~9~~e I~~ g}upci's,susc~ptÍblesde. sér ioliizados, y. que 
~- : :·:. ' · .. ; ·, 

el conjugado QLP al C::'8nfar, con las molécúlas de PEG; le provean de una mayor protección, 

reflejandose"en un ligero ~Jmentb;de estabilidad en comparación con la enzima libre. 
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Figura 20. Estabilidad del conjugado biocatalítico a pH 1 2. 
Enzima(+), conjugado QL (!i!), conjugado QLP (•). 

Debido a que el quitosano se encuentra cargado positivamente a. valores bajos de pH, 

el polisacárido es capaz de formar puentes salinos intramoleculares eón grupos aniónicos de 

la proteína. Estas interacciones electrostáticas podrían proveer. ~staHiiidJd\a 1~'~ri~imá debido 
,. .".-. '· . ~;~ .... - . ' ' 

a que los puentes salinos intramoleculares son de hecho unO,,d~'io~~pr~~cipales factores para 
:,· ::- >.---·; ';.•'-' , .. ·.·'· ,._·.:- ··: .. -· .. -.. 

mantener la conformación activa de las enzimas~ (~~ru~i{ 'ís'fa)·. Vandertol-Vanier y 

colaboradores, (2002) reportan que la énziriia i~d~a;~~1{Roribo(coriolopsis gal/ica, es estable 

por s días en un interva16.de<pH de,•s:s a~9~~De,~sta manera, encontramos que la enzima 
- ;,:;.~':'.- .·: '..:- ·--:.·;'._ ," ~:._; - -.~.:~:~- - _-_'; .e:~ 2- e 

después de ~O min a ptJ 3 re,tie~~.unX80% de la actividad, mientras que el conjugado QL y el 

conjugado dLP sóñ notable~~nf e {st~bles, manteniendo una actividad de 11 O y 1 00% 
'··.-· ~:..-:. 

respectlvament-e:· u~ comilort~miento similar se presenta cuando la enzima y los conjugados . -. . '-'." .• ,;·:., ,_,_; - ... ~: .. "" - ... 
-:~· .. _ -,_ ,--· - --.. -· 

se incubaron por GÓ mi~ a pl-il o: Estos resultados sugieren que la conjugación de la enzima 

y la modiflc~6ióAq~ímh::a del conjugado tiene un efecto favorable sobre la estabilidad de la 

enzima, en el intervalo de pH de 3 a 1 O. 

so 
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En cuanto a Ja estabilidad a temperatura, la enzima libre al igual que los conjugados se 

incubaron a diferentes temperaturas (30-70ºC), por 1 hr y se midió ai::tivld¿d lacasa a 25ºC 

(Fig 21 ). Al parecer ni la inmovilizacion de la érizima~ rii~ la.rn6difi~adóri'-hi~rofóbicá del 

conjugado presenta una mayor estabilidad en, comparación con la enzimaJibre. Estos 

resultados sugieren que la modificación hidrofóbica y ·Ja conjugación no tienen un efecto 

sobre la estabilidad de la enzima a -temperatura. Vandertol-Vanier y colaboradores,~(2002) 

reportan que la enzima es estable .a 40ºC por 1 día. Nosotros encontramos que la enzima 

libre es estable a 40ºC, al igual que los conjugados QL y QLP. 
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Figura 21. Actividad de la enzima libre y conjugado después de 1 hr de incubación a 
diferentes temperaturas. Enzima (•),conjugado QL(z:i), conjugado QLP (O). 

La estabilidad de la enzima en solvente orgánico se determinó a 1 hr de incubación 

con diferentes concentraciones de solvente orgánico. La enzima libre presentó una marcada 

estabilidad en. acetonitrilo por l hr, incluso a un 80% de acetonitrilo. la enzima presenta un 

1 00% de activitlad (Fig 22): De la misma manera se realizaron ensayos para determinar la 

estabilidad en etanol, al igual que en acetonitrilo, la enzima muestra una buena estabilidad 
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después de 1 hr de incubación. A un 80% de etanol la enzima conserva un 709'.o de la 

actividad inicial. Comportamientos similares, se presentan cuando la enzima se incl.Jba con 

metano! e isoprópariol. 
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Fig 22. Actividad de la enzima libre en acetonitrilo 
después de 1 hr de incubación 
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Fig 23. Actividad de la enzima libre en tetrahidrofurano 
después de 1 hr de incubación 
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Un efecto de pérdida de actividad de la enzima libre, ·se presenta cuando se incuba 

con tetrahidrofurano (Fig 23): Aproximadamente con un 40% detefrahlcfrofl.Jiano, la cenzima 

pierde el 70% ºce fa actividad. inicial: Finalmente lá enzima ~ierde ~¡, 90%\deÚsu~~aC::tiviaad;
cuando se incuba por 1 hr en 70% de tetrahidrofurano. El tetrahidrofura\'l()~p~ede;afectar la 

·: . ···. '·. '.·· ' 

estabilidad de la enzima, rompiendo la estructura de la proteína i~te}firiendo con. las 

interacciones hidrofóbicas por puentes de hidrógeno que son cruciales para -mantener una 

estructura terciaria activa o removiendo la capa esencial de hidratación para la catálisis y el 

propio plegamiento. Considerando lo anterior, estudiamos el efecto de la inmovilización de la 

enzima y la modificación hidrofóbica del conjugado sobre la estabilidad en tetrahidrofurano 

(Fig 24). Estos resultados muestran que la enzima inmovilizada, al igual que el conjugado 

modificado hidrofóbicamente, presentan la misma estabilidad que la enzima libre a 1 hr de 

incubación. incluso hasta un 70% de tetrahidrofurano, cuando se presenta aproximadamente 

un 20% de la actividad inicial. 
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Fig 24. Estabilidad de la enzima libre y conjugados en tetrahidrofurano 
Enzima (•), conjugado QL(m), conjugado QLP (D). 
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4.6 Solubllldad del conjugado modificado hldrofóblcamente en solvente orgánico 
. ' '. - .· 

Se probaron diferentes metodos para poder medir la solubilidad del quitosano y los 
.. __ ._ 

conjugados¡ Finalmente el mÉltodocque·utilizamos fue"la fluorescamina. Con la determinación 

de ami nos librei~ si3 Juecle)¡1a~ion~r cuagtas.¿nidades de glucosamina hay en el sistema 
'--·-:- --:--. :t '.~~-,- . -,".,.~....., .. _. --,,e·.~~-.: . ··-~:--.:;·-·;',,_. 

(Quitosano, conj.ug~d() QL yfconJug~do QLP); 'y cual es su concentración en solución al 

aumentar el'-IJºE~en,1aje"de~solve~te~orJániéo;·Se espera ·que una determinada cantidad ·de 

quitosano prédpité·l'.:o~forrÍle se ·aurl1enté' la,concentración de solvente orgánh::o· (0-80%). El 

quitosano que ~·~ ;re¿ipitÓ, p·~rman~ce en la p~rte soluble del sistema; y ~~ ~~>e~a f;a.cción 

donde se lleva. a cabo la determinación de unidades d.e g.lu,cosamin~~ Lo~ :r,es~lta'cJos de 
·-. - ::;_:~:-:·· .. - .j>",: _:'._/~.- _:>/: J::~·:;-_. ::.:-"·< .:.):_. ·-<<···. -: 

solubilidad se presentan en términos de porciento de glucosarT1ina'.. be· esta manera el 
. . _'...._' •. ·" ., . :__f _;:.._: .. < . .. . ·'-

-~ :·~ . ~:--·--

quitosano y los conjugados QL y QLP completamente sdlu~les (sih la·ac:l16iÓA d~ soívente 

orgánico), contienen un 100% de unidades de glucosamina, ,d,Í a~~~~ta'rlaécdnl::enfración de 

solvente orgánico, el sistema se hace menos soluble yla cantic:ladide residuos el~ glucosa mina 
"' - • -.-.. .-,- ~ " ". ' :.· •¡ • • • ,_.. • 

disminuye. 

El quitosano mantiene su . solubilidad en metanol hasta un 60%, al igual que en . 

acetonitrilo (Figura 25 y 26). Sin em~argo, cuando está en presencia de tetrahidrofurano hay 

una precipitación del quitosano, 1() cual: se ve reflejado en una disminución de unidades de 

glucosamina. A pesar que el quito~ano es menos soluble en tetrahidrofurano, se observa que 

a un 80% de metanol, acetonltrilo. y tetrahidrofurano el quitosano presenta la misma 

tendencia, siendo prácticamente insoluble. 
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So 

Figura 25. Solubilidad del quitosano y conjugados en metano! 
Quitosano (•), conjugado QL(11), conjugado QLP (D). 

La modificación química con PEG se reporta frecuentemente como una buena 

estrategia para incremeritar la solubilidad de enzimas y por lo tanto la a_ctividad enzimática 
. - _-.-· .-- - - - __ - _, -- - _. - ·::.'·- · .. '."" -º - -

en solventes no polares (!nada y col, 1 986). Sin embargo, los resultado~mllestran que bajo 

nuestras condiciones de modificación hidrofóbica con PEG no I~ 6onfi:re<; una mayor 

solubilidad al conjugado QLP en metano! (Fig 25), acetonitrilo (Fig: ~6)' y{eti~hidrofurano 
(Fig 27). Incluso hay una disminución de la solubilidad .del conjugado QLP comparada con el 

quitosano. 
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Figura 26. Solubilidad del quitosano y conjugados en acetonitrilo 
Quitosano (•), conjugado QL(;i), conjugado QLP (D). 
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Figura 27. Solubilidad del quitosano y conjugados en tetrahidrofurano 
Quitosano (•), conjugado QL(l"I), conjugado QLP (D). 
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4.7 Actividad en solventes orgánicos con.baja actividad de agua 
. . . . - . 

Como sabemos,· el contenido de agua· juega un papel escencial en la biocatálisis. 

Desde un••punto.·de~vistacbiotecnológico;hay~numerosas~razones. para.utilizar. enzimas en 

sistemas que con~ienen solven.ies o;gá6ic~~ (Gu~ia, 1 S92;. Deniro: de las razones 
- - -~- - --~;-:~~--, -~:-~:: -- :: __ t-~- -- _.;--.i2-, .:·.~~::"·~:., . '_\': - ":ic:-~~. ____ -~ .. -

principales, se encuentra que. determi~ados .sustratos'. son solubles .en. solventes orgánicos y 

además ·1as enzimas~pueden incrementar s~·~~r;oe~tabUid:~d en'estos·sistemas. Muchas 

enzimas o complejos multienzimáticos incluyendo ;lipasas, esterasas y deshidrogenasas 

usalmente inmovilizadas, funcionan en ambientes ~idrofóbicos (Dordick, 1 989). Las enz.imas 

que se utilizan predominantemente en un medio orgánico, requieren un¡:¡ determinada 

cantidad de agua para tener actividad catalítica: Las enzimas tienden a conservar moléculas 

de agua necesarias para mantener su estructura funcional, con la ayüda:de interacciones 

fuertes en sitios específicos con las moléculas de agua. 

Para cuantificar la cantidad de agua ·presente en la mezcla de reacción, se utiliza el 

término de actividad de agua (aw), en lugar de concentración de agua. La aw es de gran 

importancia para la velocidad de reacción y el equilibrio de la misma. Diversos autores tienen 

preferencias para la terminologla de un sistema con. bajo contenido de agua. Sin embargo 

Halling, (1994) argumenta que estricta~e~te ~ablando los sistemas con bajo contenido de 

agua se deben referir cuando la ~w es signlfi~~¡iva~ente menor a 1 • Reacciones enzimáticas 

con aw controladas se desarrollaron i~lciafl114·~~J:~Of'Goderis y colaboradores, (1987). Existen 
., __ ::>:· ··- _r-:1.. . .. 

diversas técnicas pcira.<:o~tr<?liír la. ¿%~.13'~J~.~ '!~a~§i¿ii ... ~iia···.posibilidad. es iener .. un sistema 

sellado herméticamerite can una 501t~i:~n i.~tUÍad~ d-~ · sá1, y dentro la mezcla de reacción 

(enzima y sustráto) a un~ teriip~ratUra.estab.letlda. La sal absorbe o libera vapor de agua 

para mantener la activi.dad de ~gua cbnstantE!. 
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El sistema utilizado para regular la aw del sistema, se describe. en la sec.é:ión de 
.- ,. -- -... . --· 

materiales y métodos. La actividad de la enzima y los conjugados se d~ter:TiiílÓ mediante la 

aparición de producto con sirlngaldazina. Se utiliZarón 'cüatró solüClones. salinas 

sobresaturadas para regularla actividad de agua. De las sciles utilif'.adas: NaCI, MgCl2 , LiCI 

(aw=0.73, 0.32 y 0.11 respectivamente), solo se detectó actividad catalítica con NaCI 

(aw=0.73). A pesar de que la estabilización de la aw es]enfa(aproximadamente 3 o 4 dfas), 

no pudimos estabilizar la actividad de agua con K2 S04 (aw=0.92). Por lo que decidimos medir 

la capacidad de oxidar siringaldazina de la enzima y los conjugados, en un sistema con 

aw=0.73, en solventes orgánicos (etanol, isopropanol, butano! y tert-butanol). 
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Solvente orgánico 

Figura 28. Velocidad de oxidación de siringaldazina en solvente orgánico 
con aw=0.73. Enzima (•), conjugado QL(•). 

La Fig 33, muestra que el.conjugado QL es más activo que la en.zima libre en etanol, 

isopropanol, tert-butanol y but.anol, cuarido.lá actividad de aglla se maritiene en 0.73; De los 

solventes orgánicos utiliiados,' ~F etanol preseiita .. una diferencia significativa de actividad 

entre la enzima libre y el conjugado QL, comparada con isopropanol, butano! y tert-butanol. 
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Estudios previos muestran que la naturaleza anfifílica del PEG, puede participar en una 

mejora de la actividad enzimática en solvente orgánico (lnada y col, 1 986 y Garcí~~Arellano y 

col, 2002). Sin~embarg6-ar ensayar esta reacción de oxidación con el cóiijügadcrmodificaao 

hidrofóbicamente (conjugado QLP), se encontró que no presenta activid~d en'.ni11gun9 de los 

solventes orgánicos utilizados. Estos resultados demuestran que la modificación hidrofóbica 

con PEG ·~e;; le.confl~re-una mejora en la actividad en soiventes-orgánicas:-P~r-clo que-la 
. - - . - . ' : - ' ·- - ~ - - ·. - -" - . .--- - - -

determinación c:Je>Jos parámetros cinéticos solo se realizaron en la ~nzirna y elconjugado QL. 

,: ... ~· .;: ' 

. .. 
4.9 Determinación d~.lo~ pa~~mE!tros cinéticos 

Las constantes cinéticas de la enzima libre y el conjugado QL, se determinaron para la 

oxidación de 3 sustratos diferentes: ABTS, siringaldazina y 2í6-DMPO. Utilizando como 

solvente al etanol y un sistema con una aw=0.73. Se midieron las velocidades iniciales de 

oxidación con la enzima libre y el conjugado QL a diferentes concentraciones de los tres 

sustratos. 

Tabla 11 . Constantes cinéticas de la enzima libre y el conjugado QL en etanol, para la 
oxidación de ABTS, siringaldazina y 2,6-DMPO. 

ENZIMA CONJ QL 

kcat l<m kcat/Km kcat l<m kcat/l<m 
s·• mM mM'1 s·1 s·' mM mM·1 s· 1 

Al3TS 0.06 0.62 10.36 0.014 1.32 0.011 

2.,6-DMPO 1.6 0.051 31.37 0.36 0.056 6.43 

Siringaldazina 1.17 0.02 58.5 9.364 0.0064 1504.7 
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La Tabla 11 , contiene las constantes cinéticas de la lacasa libre y del conjugado 

biocatalítico. Como . se puede observar, la enzi.ma libre tiene una mayor . affnidad por 

siringaldazina, seguida de 2,6~DMPO y finalmente por' el 'ABTS;-Esteºcomportacmíenfóséºfepite-

en el caso del conjugado QL. Sin embargo para el case> di;?I .ó,BT~ y_ 2;6-DMP9 hay 'uná 
< ,..- ••• •,' 

•' ._ 

reducción en la eficiencia catalítica del conjugado QL, comparado con la enzima libre. Un 

resultado interesante se presenta cuarido sé utiliza siringaldazina como' sustrato, hay un 

aumento en la eficiencia catalítica en dos ordenes de magnitud del conjugado QL, con 

respecto a la enzima libre. La reducción de la Km tiene como consecuencia un incremento 

notable en la eficiencia catalítica en el caso de la siringaldazina. Uno de los principales 

problemas que afectan la biocatálisis en medio orgánico es la partición favorable .. dél sustrato 

hacia el solvente. Un aumento en la hidrofobicidad del biocatalizador, puede promover una 

mayor interacción del sustrato hidrofóbico con el sitio activo aumentando la eficiencia 

calatítica del mismo. 
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

En este proyecto se planteo el objetivo de estudiar las características que Je confiere a 

la enzima lacasa, el inmovilizarla sobre el polímero natural quitosano, seguida de una 

modificación hidrofóbica. Dentro de los resultados obtenidos, se logró producir un 

conjugado QL, inmovilizando 118 U de enzima/g de quitosano, la temperatura y la presencia 

de carbodimida fueron factores determinantes en la formación del conjugado biocatalítico. 

Se pudo determinar mediante la formación de fluoróforos, que aproximadamente el 

quitosano sufrió una modificación de un 50% en sus grupos amines, debido a la 

inmovilización de la enzima y la adición del polietilén glicol. La inmovilización covalente le 

confirió a la enzima propiedades interesantes, debido a que resultó en un incremento en la 

estabilidad de la enzima a pH extremos, como fue el caso de pH 1 y 12. Esto puede atribuirse 

en gran medida, a la modificación de los grupos carboxilos respol1sables de la inactivación a 

pH, confiriendole insensibilidad a la enzima. Aunado a este efecto, se suma la presencia del 

polietilén glicol, el cual muestra un efecto favorable de aumento en la estabilidad de la 

enzima y del conjugado QL a pH extremos, probablemente debido a la modificación de más 

grupos susceptibles, o creando un microambiente amortiguador. 

El perfil de actividad contra pH, temperatura y solvente orgánico de la enzima, no se 

vió afectadado por la inmovilización covalente, ni por la modificación hidrofóbica del 

sistema. La enzima, al igual que los conjugados QL y' QLP, son bastánte estables en un 

intervalo de pH=3-10. Sin embargo a pesar de todas las cualid~des que puede proveer la 

adición de la molécula de polietilén glicol, en este caso; la m~dlficación química no aumentó 
' " 

la termoestabilidad de la enzima y no presentó una mayor tolerancia dél sistema a solventes 

orgánicos. 
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La biocatálisis en solvente orgánico, expande las posibilidades del uso industrial de las 

enzimas. Lo anterior, supone vencer una serie de obstáculos, puesto que la mayoría de las 

enzimas evolucionan para realizar su furi<;ión en n1~9i~}cuoso su ,e~tru,c~u,rci en P!esencia 

de solvente orgánico no siempre es la deseada. El tener un sistema soluble y activo en un 

ambiente no polar, podría permitir el estudio de reacciones que funcionen en ambientes 

hidrofóbicos, como es el caso de algunos sustratos de la lacasa. Esto es logrado 

generalmente, mediante la mbdlficadéin'CjUfmica del sistema-con-polietilén glic()l~-debido a 

que conduce a una mayor solubilid~d de la enzima y a una estabilidad en solvente()rgánico. 

Sin embargo, en este proyecto, la adición de polietilén glicol al conjugado(:;}L, no favoreció la 

catálisis en solvente orgánico, de tal forma que no se pudieron .determinar-las constantes 
' ' 

cinéticas del conjugado QLP. Sin embargo, como consecúencla de la Inmovilización de la 
"'·'-· : - . .,· -

enzima en el polímero, el conjugado_ qL si fue;:caRaz:de o_><ldar especlficamente 

siringaldazina, con una mayor velocidad ~ue la ·enzirna;iio~~ en ¡;to~;' c~n ~na actividad de 

agua establecida de 0.73. Esto se c~mprobo ~Cln las coristaMt~~ ci~étlca~ del sistema, la 

eficiencia catalítica del conjugado QL fue de 1564.7 ~¡V\,., s-i , ~o~paradbcÓ~ láenzima libre 

que fue 58.5 mM _, s·'. Este fenómeno fi.Je atribuido a que la eni.imé1 Incrementó su 

hidrofobicidad, solubilizandose en ambientes no polares y disminuyendo las limitaciones de 

transferencia de masa. 

Los resultados de este trabajo sugieren que la inmovilización de la enzima lacasa 

sobre el polímero quitosano, permite en gran medida ser un blocatalizador de interés en 

condiciones de pH extremos. Además, las preparaciones tienen propiedades de solubilidad 

que las hacen fácilmente recuperables del sistema de reacción. Esto es, a pH de catálisis la 

enzima conjugada es totalmente soluble, y con un incremento de pH, esta se insolubiliza 

permitiendo una fácil separación de los productos. Su estabilidad en medios con diferentes 

pH, hace que los conjugados puedan ser utilizados en un gran número de ciclos catalíticos. 

Considerando lo anterior sería interesante, poder estudiar a profundidad los mecanismos que 
- - -- -

le confieren esta estabilidad a los conjugados e incluso, explorar diferentes agentes para la 

modificación química, al igual que diferentes enzimas con interés blotecnológico. 
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