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 Resumen

Celulasa suministrada por la firma Biochemika fue inmovilizada sobre un soporte de quitina-
quitosana mediante el empleo de la absorción física y el enlace covalente a la matriz con glutaraldehído.
La concentración óptima de glutaraldehido para el enlace a la matriz fue de 0,25 % (v/v) y un tiempo de
reacción de ½ h. Las condiciones óptimas para el proceso de inmovilización por absorción fueron:
pH= 4,5, concentración de proteína= 170 µ/mL y un tiempo de incubación de 4 h. Se evaluaron varias
características de las enzimas inmovilizadas con respecto a su contraparte nativa como pH óptimo,
termoestabilidad y reuso. Como resultado del proceso de modificación las enzimas inmovilizadas
incrementaron su termoestabilidad. El pH óptimo de las enzimas inmovilizadas se desplaza hacia la región
ácida como resultado de la modificación. La celulasa inmovilizada mediante el enlace covalente sobre la
matriz de quitina-quitosana retiene un 60 % de la actividad después de 15 ciclos de reuso.
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  Abstract

Cellulase from Biochemika were  inmovililized  for  physics absorption and covalent bond with
glutaraldehyde in the support chitin-chitosan. The optimal concentration of glutaraldehyde for bond
enzyme to the support was 0,25 % with reaction time ½ hour. The best conditions for the physics
absorption were: pH= 4,5, protein concentration = 170 µ/mL and incubation time= 4 hours. Various
characteristics of immobilized cellulases such as the pH optimum , thermal stability, and reuse were
evaluated. The modification process increased the thermostability of enzymes after physics adsorption
on support and covalent attachement respectively. The pH optimum of enzymes change for the acid
region for modification. The cellulase immobilized by covalent attachment to the chitosan-coated chitin
support, retained about 60 % of its initial activity after 15 cycles of reuse.

Keywords: cellulase, immobilized, covalent bond, physics absorption, chitin-chitosan.

Introducción

Las enzimas constituyen herramientas
fundamentales en diversas áreas de la ciencia y la
tecnología. Las enzimas son ampliamente utilizadas
como catalizadores en numerosos procesos industriales

/1, 2/, en el análisis químico y clínico /3, 4/, en el
procesamiento de alimentos /5, 6/, en la agricultura
/7/ y en la biotecnología /8/. Otra aplicación importante
de estas biomoléculas lo constituye su uso como
fármacos para la enzimoterapia de numerosas
enfermedades /9, 10/.
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En algunas de estas, en especial en enfermedades
genéticas hereditables, se ha comprobado que  pueden
estar causadas por una deficiencia o ausencia total de
una o más enzimas /11/.

Sin embargo, la utilización de las enzimas como
catalizadores en procesos industriales a gran escala
se ha visto limitada por los altos costos de producción
y su baja estabilidad durante periodos prolongados de
almacenamiento. Durante su uso, la estabilidad de las
mismas decrece debido a cambios en el pH,
temperatura, cambios conformacionales como
resultado de la fricción, la presión osmótica impuesta
por el ambiente que la rodea y el efecto acumulativo
de todos estos factores como función del tiempo de
duración de utilización de las mismas.

En segundo lugar como las enzimas son solubles
la recuperación de las mismas de la mezcla de
sustrato y producto para el reuso no es
económicamente rentable, por lo que los procesos
enzimáticos son costosos /12/.  Por estas razones
los métodos para la inmovilización de enzimas
juegan un papel fundamental en el incremento de
los esfuerzos por reemplazar los procesos
enzimáticos convencionales por procesos que
empleen preparaciones enzimáticas inmovilizadas.

La inmovilización de enzimas es una estrategia
empleada comúnmente para incrementar la
estabilidad de las mismas, permite su reutilización,
facilita la separación de los productos obtenidos
por la reacción enzimática del medio de reacción y
como resultado de su uso los procesos enzimáticos
son más económicos /13/.

Numerosas metodologías se han empleado en la
inmovilización de enzimas, pero para su clasificación
se dividen en dos grandes grupos: métodos físicos y
químicos. Los métodos físicos se basan en
interacciones no covalentes que se establecen entre
la enzima y el soporte. Los métodos químicos consisten
en el establecimiento de enlaces covalentes entre la
enzima y el soporte /14/.

El uso de glutaraldehído como reactivo para
activar la superficie de soportes y enlazar
covalentemente enzimas a los mismos es una
estrategia de inmovilización en fase sólida
ampliamente utilizada /15, 16/. Matrices como:

agarosa /16/, nylon /17/, perlita /18/ y quitosana /19/,
se han utilizado con buenos resultados para inmovilizar
enzimas después de ser activadas con glutaraldehído.
La síntesis de nuevos soportes para la aplicación de
esta metodología a la inmovilización de enzimas tiene
una especial importancia para la tecnología enzimática.

La quitina es un homopolímero lineal formado por
unidades de β(1,4)de N-acetil-D-glucosamina, con
una estructura similar a la celulosa, pero a diferencia
de esta presenta un grupo acetamido sustituyendo el
hidroxilo en el carbono dos /20/.

Como consecuencia de la desacetilación de la
quitina se obtiene una familia de compuestos agrupados
bajo el nombre de quitosanas. Este tipo de compuestos
esta formado por unidades de β(1,4) de N-acetil-D-
glucosamina y D-glucosamina /21/.

La aplicación de estos polímeros en la
inmovilización de enzimas en fase sólida se ha visto
favorecida por el hecho de que estos presenta las
siguientes características: son biopolímeros,
baratos, biocompatibles, biodegradables, se puede
preparar de diferentes formas físicas, son inertes,
y disponen de grupos reactivos con los cuales se
puede inmovilizar las enzimas por enlace covalente
o por absorción /14, 22, 23/.

Las celulasas son las enzimas que hidrolizan los
enlaces β (1-4) de la celulosa. Generalmente en la
naturaleza estas enzimas se presentan como un
sistema multienzimático: endoglucanasa (EC
3.2.1.4), celobiohidrolasa (EC3.2.1.91) y β-
glucosidasa (EC 3.2.1.21) que actúan de forma
sinergética en la hidrólisis de la celulosa /24/. Estas
enzimas tienen amplia aplicación en las industrias
de los alimentos /25/, del papel /26/, la textil /27/ y
la agricultura /24/. Estas enzimas han sido
ampliamente estudiadas en el estudio de la
producción de energía renovable a partir de la
biomasa celulotitica existente en el planeta lo que
reduciría la emisión de dióxido de carbono y el
calentamiento global /28/.

Su uso se ha visto limitado por su baja estabilidad
ante el efecto de valores extremos de pH y
temperatura. Para mejorar su estabilidad se han
aplicado diferentes metodologías de inmovilización
como: la unión a alcohol polivinílico /24/, formulación
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en forma de liposomas /28/, unión covalente a quitosana
/29/ y absorción sobre silicatos /30/. Sin embargo a
pesar de la aplicación de estos procedimientos la
utilización práctica de esta enzima se ve limitada por
baja actividad específica, suceptibilidad ante la acción
de diferentes factores estresantes y la dificultad para
su reuso.

El  principal objetivo de este trabajo se centra en
el estudio de  la inmovilización de celulasa sobre la
matriz de quitina-quitosana sintetizada en nuestro
laboratorio. Además se estudiara la influencia que
sobre las propiedades de la enzima ejercerá el
proceso de absorción o de unión covalente sobre la
matriz.

Métodos experimentales

Materiales

Quitina de carapacho de langosta (grado de
desacetilacion = 10 %) (tamaño de particular =
30 µm) fue suministrada por la Empresa "Mario
Muñoz" (Habana, Cuba).La quitosana fue
preparada por desacetilación de la quitina /31/.

El peso molecular fue de MW = 2,1 · 104 y el
grado de desacetilación = 90 %. La celulasa fue
suministrada por Biochemika, y el resto de los
reactivos empleados en este trabajo son de grado
analítico.

Sintesis del soporte quitina–quitosana

1 g  de quitina fue dispersado en 10 mL de agua
destilada, y se añadió glutaraldehido hasta una
concentratión final de un 5 % (v/v). Se mantuvo la
reacción a 25 0C por 4 h bajo agitación y oscuridad.
Pasado este tiempo, el sólido se lava con agua destilada
hasta eliminar el aldehído en las aguas de lavado y se
resuspende el sólido en 20 mL de agua.

La quitina activada se mezcla con una solución de
quitosana al 1% (m/v) y se mantiene por agitación
entre 4 y 6 h. Transcurrido este tiempo se añade
NaBH4 al medio de reacción hasta una concentración
de  200 mM, y se mantiene la agitación  por 16 h.
Finalmente, el sólido se recupera por filtración y se
lava abundantemente con agua destilada y se
resuspende en 20 mL de agua destilada.

Inmovilización de la enzima por absorción
y por formación de enlace covalente

200 mg del soporte quitina-quitosana (Q-QSA)
se dispersaron en 10 mL de tampón acetato 100
mM  pH 4,5 y se mezclaron con 2,4 mg de celulasa
durante 4 h a 4  oC. Transcurrido este tiempo se
lavo el conjugado formado con tampon acetato 100
mM  pH 4,5 para eliminar del medio de reacción la
proteína no absorbida.

200 mg del soporte quitina-quitosana (Q-QSA)
se dispersaron en 10 mL de tampón acetato
100 mM  pH 4,5 y se mezclaron con 2,4 mg de
celulasa durante 3 ½ h a 4 oC. Después, esta
solución se incubó con glutaraldehído al 0,25 %
(v/v) durante ½ h bajo las mismas condiciones.
Transcurrido este tiempo, el conjugado formado se
lavó con tampón acetato 100 mM pH 4,5 para
eliminar el exceso de proteína y glutaraldehído.

Ensayos

La actividad enzimática de la celulasa nativa y
la modificada fue determinada por la adición de
100µL de solución enzimática a 400µL de una
solución de carboximetilcelulosa (CMC) al 1 %
(m/v) en tampón acetato 50 mM  pH 5,5.

Los 100 µL de solución enzimática del conjugado
obtenido contiene la misma cantidad de proteína
que los 100 µL de la enzima nativa utilizada en el
ensayo.  Después de 30 min a 37 0C la reacción se
detiene por la adición del ácido 3,5 dinitrosalicílico
y los azúcares reductores se determinan
colorimétricamente /32/. La concentración de
celulasa se determino utilizando el método de
Bradford /33/.

 pH óptimo

La actividad hidrolítica de las enzimas nativas e
inmovilizadas hacia la CMC se determinó a 37 0C
durante 30 min en los siguientes tampones: 100
mM ácido cítrico/Na2HPO4 , pH 2,0-2,5;100 mM
acetato de sodio/ácido acetico, pH 3,0-6,0 y 100
mM Na2HPO4/ NaH2PO4, pH 6,5-7.

Termoestabilidad

La enzima nativa y las modificada se incubaron
a  temperaturas entre 50 ºC y 90 ºC  en solución
tampón de acetato de sodio 50 mmol/L, pH 4,5.
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Transcurrido 10 min de incubación, se extrae una
alícuota, se enfría rápidamente y se determina la
actividad enzimática.

Determinación del reuso de las enzimas
inmovilizadas

 La capacidad de reuso de las enzimas
inmovilizadas se determinó mediante la
determinacion de la capacidad de hidrólisis de
CMC (1 %) disuelta en tampón acetato 50 mM  pH
4,5. Un volumen de 25 mL de este sustrato fue
puesto en contacto con las preparaciones
enzimaticas duante 1 h a 40 ºC con una agitación de
120 rpm. Transcurrido este tiempo se separa el
sustrato hidrolizado por centrifugacion y se añade
un nuevo volume de sustrato sin hidrolizar para
realizar un nuevo ciclo. La actividad de la enzima

se expresa en por ciento de actividad residual y se
compara contra la actividad inicial en el primer
ciclo.

Resultados y discusión

La optimización del proceso de inmovilización
conllevo al estudio e la influencia del pH y de la
concentración de proteínas sobre el mismo (figuras
1 A y B). Los parámetros óptimos para realizar
este proceso fueron pH= 4,5, c=170 µ/mL, y se
tomó como tiempo máximo de contacto 4 h. Bajo
estas condiciones, se determinó que el rendimiento
de inmovilización fue de 11,2 mg de proteína por
gramo de soporte. Estas mismas condiciones de
reacción fueron empleadas para la unión covalente
de la celulasa a la matriz de Q-QSA.
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Fig.1 A. Determinación del pH óptimo para la inmovilización de la celulasa sobre la matriz de quitina-quitosana;
B. Determinación de la concentración óptima de proteína para la inmovilización de la celulasa sobre

la matriz quitina-quitosana.
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En el caso de la utilización de glutaraldehído como
agente entrecruzante para unir la enzima a la matriz
se hizo un estudio de la determinación de la

concentración optima de este reactivo en el medio de
reacción. En la figura 2 se muestran los resultados
obtenidos.
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Fig. 2 Influencia de la concentración de glutraldehído sobre la actividad de la celulasa inmovilizada
de forma covalente sobre la matriz de quitina-quitosana.

 En el gráfico se puede apreciar que la
concentración óptima es de 0,25 % (v/v) del
glutaraldehido en el medio reacción para unir
covalentemente la enzima a la matriz y preservar
la actividad enzimática.

En resultados que próximamente los autores
de este trabajo publicaran determinaron que
con esta matriz para la enzima pectinasa
la concentración óptima de glutaraldehído
es de un 1 %.

 Fig. 3 Termoestabilidad de la celulasa sin inmovilizar (♠♠♠♠♠), la celulasa inmovilizada por absorción sobre la matriz
de quitina-quitosana (o) y la celulasa inmovilizada de forma covalente por la adición de glutaraldehído (¡ ).

En la figura 3 se puede apreciar la estabilidad
térmica de la enzima nativa y las inmovilizadas
después, de incubar las preparaciones enzimaticas
durante 10 min a las diferentes temperaturas.

El análisis de este gráfico nos permite
apreciar que a 80oC la enzima nativa perdió
completamente su actividad, mientras que la
celulasa enlazada covalentemente a la matriz
retiene un 55 % de actividad y la celulasa
absorbida retiene un 51 % de actividad.
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Las enzimas inmovilizadas son más estables
que la nativa a alta temperaturas. La estabilidad
térmica de las formas inmovilizadas se puede
deber a la poca flexibilidad de la mismas, por su
absorción o formación de enlaces covalentes
con las matrices, lo que impide cambios
conformacionales que inactiven su estructura
proteica /34/.

En lafigura 4 se muestra el gráfico de pH óptimo
de la enzima nativa  y de las inmovilizadas. En esta
figura podemos apreciar que el  pH óptimo  para la
enzima nativa y las modificadas no es el mismo.

Esto se debe a que la interacción del biocatalizador
con la matriz de quitina-quitosana afecta el equilibrio
de ionización de los aminoácidos escenciales del
sitio activo de la misma y, por lo tanto, provoca
cambio en esta propiedad.

Resultados similares a estos han obtenido Lei y
colb. al modificar pectinasa con partículas de silica
recubiertas con quitosana. Estos autores plantean
que debido a la naturaleza policationica de la
quitosana esta provoca que las enzimas modificadas
con este polímero en ocasiones cambien su pH
óptimo hacia la región ácida /34/.
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 Fig. 4 pH óptimo de la celulasa sin inmovilizar (♠)♠)♠)♠)♠), la celulasa inmovilizada por absorción
sobre la matriz de quitina-quitosana (o) y la celulasa inmovilizada de forma

covalente por la adición de glutaraldehído (¡ ).

El reuso de los biocatalizadores inmovilizados
fue estudiado debido a que este factor es esencial
para la aplicación práctica de los mismos. En la
figura 5 se muestra los ciclos de reuso para la
enzima inmovilizada por absorción y por formación
de enlace covalente.

Los resultados obtenidos para ambas preparaciones
enzimáticas muestran mejores resultados que los
obtenidos por Wu y col. /36/, que inmovilizaron celulasa
sobre membranas de alcohol polivinílico, y después de
seis ciclos de reuso, la enzima modificada retenía un
36 % de la actividad original.

Para la enzima inmovilizada en este trabajo por
absorción después de seis ciclos de reuso, se retiene

un 54 % de actividad y la inmovilizada de forma
covalente retiene un 76 % de la actividad original.

De los dos métodos empleados, los mejores
resultados se obtuvieron en la que se utilizo
glutaraldehído que retiene un 58 % de la actividad
original después de quince ciclos de reuso.

El soporte de quitina- quitosana empleado en este
trabajo se puede sintetizar de manera sencilla, es
barato y resistente ante la acción de factores
degradantes como: microorganismos, temperatura y
pH. En este trabajo se analizaron los parámetros
óptimos para la inmovilización de celulasa mediante
absorción y la formación de enlace covalente utilizando
glutaraldehído sobre este soporte.
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Como resultado de la inmovilización la enzima
nativa mostro un corrimiento de su pH optimo
hacia la zona ácida y un incremento de su
termoestabilidad.

Además las enzimas inmovilizadas mostraron
una buena estabilidad operacional en la hidrólisis
de CMC.
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