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® Resumen

Celulasa suministrada por la firma Biochemika fue inmovilizada sobre un soporte de quitina-
quitosana mediante el empleo de la absorcion fisicay el enlace covalente a la matriz con glutaraldehido.
La concentracion 6ptima de glutaraldehido para el enlace a la matriz fue de 0,25 % (v/v) y un tiempo de
reaccion de %2 h. Las condiciones Optimas para el proceso de inmovilizacion por absorcién fueron:
pH= 4,5, concentracion de proteina= 170 u/mL y un tiempo de incubacion de 4 h. Se evaluaron varias
caracteristicas de las enzimas inmovilizadas con respecto a su contraparte nativa como pH 6ptimo,
termoestabilidad y reuso. Como resultado del proceso de modificacion las enzimas inmovilizadas
incrementaron sutermoestabilidad. El pH 6ptimo de lasenzimas inmovilizadas se desplaza hacialaregion
acida como resultado de lamodificacion. 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.

Palabras clave: inmovilizacidn, quitosana, celulasa, absorcidn, covalente.

® 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 % hour. The best conditions for the physics
absorption were: pH= 4,5, protein concentration = 170 u/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.

e Introduccion

Las enzimas constituyen herramientas
fundamentales en diversas areas de la ciencia y la
tecnologia. Las enzimas son ampliamente utilizadas
como catalizadores en numerosos procesos industriales
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/1, 2/, en el andlisis quimico y clinico /3, 4/, en el
procesamiento de alimentos /5, 6/, en la agricultura
[7lyenlabiotecnologia/8/. Otraaplicacionimportante
de estas biomoléculas lo constituye su uso como
farmacos para la enzimoterapia de numerosas
enfermedades /9, 10/.
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Enalgunas de estas, en especial en enfermedades
genéticas hereditables, se hacomprobado que pueden
estar causadas por una deficiencia o ausenciatotal de
una 0 mas enzimas /11/.

Sin embargo, la utilizacion de las enzimas como
catalizadores en procesos industriales a gran escala
se havisto limitada por los altos costos de produccién
y subajaestabilidad 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 lafriccion, la presién osmética impuesta
por el ambiente que la rodeay el efecto acumulativo
de todos estos factores como funcién del tiempo de
duracion de utilizacion de las mismas.

Ensegundo lugar como las enzimas son solubles
la recuperacion de las mismas de la mezcla de
sustrato y producto para el reuso no es
econdmicamente rentable, por lo que los procesos
enzimaticos son costosos /12/. Por estas razones
los métodos para la inmovilizacion de enzimas
juegan un papel fundamental en el incremento de
los esfuerzos por reemplazar los procesos
enzimaticos convencionales por procesos que
empleen preparaciones enziméaticas inmovilizadas.

Lainmovilizacién de enzimas es una estrategia
empleada comUnmente para incrementar la
estabilidad de las mismas, permite su reutilizacion,
facilita la separacion de los productos obtenidos
por lareaccion enzimatica del medio de reacciony
como resultado de su uso los procesos enzimaticos
son més econémicos /13/.

Numerosas metodologias se han empleado en la
inmovilizacion de enzimas, pero parasu clasificacion
se dividen en dos grandes grupos: métodos fisicos y
quimicos. Los métodos fisicos se basan en
interacciones no covalentes que se establecen entre
laenzimay el soporte. Los métodos quimicos consisten
en el establecimiento de enlaces covalentes entre la
enzimay el soporte /14/.

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

agarosa/16/, nylon/17/, perlita/18/y quitosana/19/,
sehanutilizado conbuenosresultados parainmovilizar
enzimas después de ser activadas con glutaraldehido.
La sintesis de nuevos soportes para la aplicacion de
estametodologiaalainmovilizaciénde enzimastiene
unaespecial importanciapara latecnologiaenzimatica.

Laquitinaesunhomopolimero lineal formado por
unidades de B(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 desacetilacion de la
quitinase obtiene unafamiliade compuestos agrupados
bajo el nombre de quitosanas. Este tipo de compuestos
esta formado por unidades de (1,4) de N-acetil-D-
glucosaminay D-glucosamina/21/.

La aplicacién de estos polimeros en la
inmovilizacién de enzimas en fase sélida se ha visto
favorecida por el hecho de que estos presenta las
siguientes caracteristicas: son biopolimeros,
baratos, biocompatibles, biodegradables, se puede
preparar de diferentes formas fisicas, son inertes,
y disponen de grupos reactivos con los cuales se
puede inmovilizar las enzimas por enlace covalente
0 por absorcién /14, 22, 23/.

Las celulasas son lasenzimas que hidrolizan los
enlaces B (1-4) de la celulosa. Generalmente en la
naturaleza estas enzimas se presentan como un
sistema multienzimatico: endoglucanasa (EC
3.2.1.4), celobiohidrolasa (EC3.2.1.91) y B-
glucosidasa (EC 3.2.1.21) que actian de forma
sinergéticaen lahidrolisis de lacelulosa/24/. Estas
enzimas tienen amplia aplicacién en las industrias
de los alimentos /25/, del papel /26/, latextil /127/y
la agricultura /24/. Estas enzimas han sido
ampliamente estudiadas en el estudio de la
produccién de energia renovable a partir de la
biomasa celulotitica existente en el planeta lo que
reduciria la emision de didxido de carbono vy 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 metodologias de inmovilizacién
como: launiénaalcohol polivinilico/24/, formulacién
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enformade liposomas/28/, unién covalente aquitosana
129/ y absorcion sobre silicatos /30/. Sin embargo a
pesar de la aplicacioén de estos procedimientos la
utilizacion préctica de esta enzima se ve limitada por
bajaactividad especifica, suceptibilidad ante laaccion
de diferentes factores estresantes y la dificultad para
Su reuso.

El principal objetivo de este trabajo se centraen
el estudio de lainmovilizacion de celulasasobre la
matriz de quitina-quitosana sintetizada en nuestro
laboratorio. Ademas se estudiara la influencia que
sobre las propiedades de la enzima ejercerd el
proceso de absorcidn o de union covalente sobre la
matriz.

® Métodos experimentales

Materiales

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

El peso molecular fue de Mw = 2,1 - 10*y el
grado de desacetilacion = 90 %. La celulasa fue
suministrada por Biochemika, y el resto de los
reactivos empleados en este trabajo son de grado
analitico.

Sintesis del soporte quitina—quitosana

1 g de quitina fue dispersado en 10 mL de agua
destilada, y se afiadié glutaraldehido hasta una
concentration final de un 5 % (v/v). Se mantuvo la
reaccion a 25 °C por 4 h bajo agitacion y oscuridad.
Pasado este tiempo, el sélido se lavacon agua destilada
hasta eliminar el aldehido en las aguas de lavado y se
resuspende el sélido en 20 mL de agua.

Laquitina activada se mezcla con unasolucion de
quitosana al 1% (m/v) y se mantiene por agitacion
entre 4 y 6 h. Transcurrido este tiempo se afiade
NaBH, al medio de reaccion hasta una concentracion
de 200 mM, y se mantiene la agitacion por 16 h.
Finalmente, el s6lido se recupera por filtracion y se
lava abundantemente con agua destilada y se
resuspende en 20 mL de agua destilada.

Inmovilizacién de la enzima por absorcién
y por formacion de enlace covalente

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

200 mg del soporte quitina-quitosana (Q-QSA)
se dispersaron en 10 mL de tampdn acetato
100 mM pH 4,5y se mezclaron con 2,4 mg de
celulasa durante 3 % h a 4 °C. Después, esta
solucioén se incubé con glutaraldehido al 0,25 %
(v/v) durante %2 h bajo las mismas condiciones.
Transcurrido este tiempo, el conjugado formado se
lavé con tampdn acetato 100 mM pH 4,5 para
eliminar el exceso de proteina y glutaraldehido.

Ensayos

La actividad enzimatica de la celulasa nativa 'y
la modificada fue determinada por la adicién de
100uL de solucion enzimatica a 400uL de una
solucién de carboximetilcelulosa (CMC) al 1 %
(m/v) en tampén acetato 50 mM pH 5,5.

Los 100 uL de solucion enziméaticadel conjugado
obtenido contiene la misma cantidad de proteina
que los 100 uL de la enzima nativa utilizada en el
ensayo. Después de 30 min a 37 °C la reaccion se
detiene por laadiciéndel &cido 3,5 dinitrosalicilico
y los azucares reductores se determinan
colorimétricamente /32/. La concentracion de
celulasa se determino utilizando el método de
Bradford /33/.

pH 6ptimo

Laactividad hidroliticade las enzimas nativas e
inmovilizadas hacia la CMC se determiné a 37 °C
durante 30 min en los siguientes tampones: 100
mM 4&cido citrico/Na,HPO,, pH 2,0-2,5;100 mM
acetato de sodio/acido acetico, pH 3,0-6,0 y 100
mM Na,HPO.,/ NaH,PO,, pH 6,5-7.

Termoestabilidad

Laenzimanativay las modificada se incubaron
a temperaturas entre 50 °C y 90 °C en solucion
tampon de acetato de sodio 50 mmol/L, pH 4,5.
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Transcurrido 10 min de incubacién, se extrae una
alicuota, se enfria rapidamente y se determina la
actividad enzimatica.

Determinacion del reuso de las enzimas
inmovilizadas

La capacidad de reuso de las enzimas
inmovilizadas se determindé mediante la
determinacion de la capacidad de hidrolisis de
CMC (1 %) disuelta en tampo6n acetato 50 mM pH
4.5. Un volumen de 25 mL de este sustrato fue
puesto en contacto con las preparaciones
enzimaticasduante 1 ha40°C conunaagitacionde
120 rpm. Transcurrido este tiempo se separa el
sustrato hidrolizado por centrifugacion y se afiade
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 discusion

La optimizacion del proceso de inmovilizacion
conllevo al estudio e la influencia del pH y de la
concentracion de proteinas sobre el mismo (figuras
1 Ay B). Los parametros 6ptimos para realizar
este proceso fueron pH= 4,5, c=170 u/mL, y se
tomo6 como tiempo méaximo de contacto 4 h. Bajo
estas condiciones, se determiné que el rendimiento
de inmovilizacién fue de 11,2 mg de proteina por
gramo de soporte. Estas mismas condiciones de
reaccion fueron empleadas paralaunién covalente
de la celulasa a la matriz de Q-QSA.
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Fig.1 A. Determinaciéndel pH 6ptimo paralainmovilizacion de la celulasasobre lamatriz de quitina-quitosana;
B. Determinacion de laconcentracion 6ptimade proteina paralainmovilizacion de lacelulasasobre
lamatriz quitina-quitosana.
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Enel casode lautilizacion de glutaraldehido como
agente entrecruzante para unir la enzima a la matriz
se hizo un estudio de la determinacion de la

concentracion optima de este reactivo en el medio de
reaccion. En la figura 2 se muestran los resultados
obtenidos.
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Fig.2 Influenciade laconcentracion de glutraldehidosobre laactividad de la celulasainmovilizada
de formacovalente sobre lamatriz de quitina-quitosana.

En el grafico se puede apreciar que la
concentracion optima es de 0,25 % (v/v) del
glutaraldehido en el medio reaccion para unir
covalentemente laenzimaalamatrizy preservar
la actividad enzimatica.

En resultados que proximamente los autores
de este trabajo publicaran determinaron que
con esta matriz para la enzima pectinasa
la concentracion d6ptima de glutaraldehido
es de un 1 %.
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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 andlisis de este grafico nos permite
apreciar que a 80°C la enzima nativa perdio
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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Fig. 3 Termoestabilidad de lacelulasasininmovilizar (a), lacelulasainmovilizada por absorcion sobre lamatriz
de quitina-quitosana (0) y lacelulasainmovilizada de formacovalente por laadicion de glutaraldehido ( ).
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Las enzimas inmovilizadas son mas 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
absorcion o formacion de enlaces covalentes
con las matrices, lo que impide cambios
conformacionales que inactiven su estructura
proteica /34/.

Enlafigura4 se muestrael grafico de pH éptimo
de laenzima nativa y de lasinmovilizadas. En esta
figura podemos apreciar que el pH 6ptimo parala
enzima nativa y las modificadas no es el mismo.

Esto se debe aque lainteraccidn del biocatalizador
conlamatriz de quitina-quitosanaafectael equilibrio
de ionizacion de los aminoacidos escenciales del
sitio activo de la misma y, por lo tanto, provoca
cambio en esta propiedad.

Resultados similares a estos han obtenido Leiy
colb. al modificar pectinasa con particulas desilica
recubiertas con quitosana. Estos autores plantean
que debido a la naturaleza policationica de la
quitosanaesta provocaque lasenzimas modificadas
con este polimero en ocasiones cambien su pH
Optimo hacia la region acida /34/.
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Fig.4 pH dptimo delacelulasasininmovilizar (), lacelulasainmovilizada por absorcion
sobrelamatriz de quitina-quitosana (0) y lacelulasainmovilizada de forma
covalente por laadiciéndeglutaraldehido(j ).

El reuso de los biocatalizadores inmovilizados
fue estudiado debido a que este factor es esencial
para la aplicacion préactica de los mismos. En la
figura 5 se muestra los ciclos de reuso para la
enzimainmovilizadapor absorciony por formacion
de enlace covalente.

Losresultados obtenidos paraambas preparaciones
enzimaticas muestran mejores resultados que los
obtenidos por Wuy col./36/, que inmovilizaron celulasa
sobre membranasde alcohol polivinilico, y despuésde
seis ciclos de reuso, la enzima modificada retenia un
36 % de la actividad original.

Para la enzima inmovilizada en este trabajo por
absorcion 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
glutaraldehido 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 accion de factores
degradantes como: microorganismos, temperatura y
pH. En este trabajo se analizaron los pardmetros
Optimos para la inmovilizacion de celulasa mediante
absorciony laformacion deenlace covalente utilizando
glutaraldehido sobre este soporte.
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Fig.5 Ciclosde reuso de lacelulasainmovilizada por absorcidon sobre lamatriz de quitina-quitosana
(0)ylacelulasainmovilizada de formacovalente por laadicion de glutaraldehido (j ).

Como resultado de lainmovilizacion laenzima
nativa mostro un corrimiento de su pH optimo
hacia la zona acida y un incremento de su
termoestabilidad.

Ademas las enzimas inmovilizadas mostraron
una buena estabilidad operacional en la hidrélisis
de CMC.
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