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Introduccion. La quitinasa es una enzima que juega
importante papel en biocontrol del crecimiento fangico,
asi como en resistencia de plantas al ataque de hongos
patégenos (1). Sin embargo, la aplicacién de la enzima in
situ necesita aumentar la estabilidad de la misma lo que
puede ser logrado por medio de la microencapsulacion
en los liposomas. A diferencia al uso de los soportes
sélidos el preparado inmovilizado mediante esta técnica
no altera la heterogeneicidad del sistema donde se
aplica. La actividad antifiingica de esta enzima puede ser
usada efectivamente como estrategia para el control
biolégico de plagas (1).

En el presente trabajo se evaluaron los parametros
termodinamicos del proceso de encapsulacion de la
enzima en los liposomas multilaminares de lecitina de
soya.

Metodologia . Se utilizd6 la lecitina comercial
(PROQLIMS) la cual fue parcialmente purificada con una
mezcla de CHCI;:CH3OH 1:1 (v/v). Utilizando 1 mL de la
solucion metandlica de lecitina en presencia de 0.1 mL
de benceno mediante la evaporacién de la mezcla a 50C
se formé una capa delgada en la superficie de un matraz
bola de 2 L, la cual fue hidratada con 5 mL de buffer de
acetatos 0.1 M a pH 5.5 o solucién de quitinasa (SIGMA)
a 5, 10, 15 y 20 pg/ml en el mismo buffer durante 0.5 h
(1). Los liposomas fueron incubados por 24 h para su
maduracion a 4, 25 y 40°C. La concentracion de pro teina
fue evaluada mediante la técnica de Bradford en las
soluciones utilizadas para la inmovilizaciéon y en
sobrenadantes obtenidos después de centrifugacion y
precipitacion de liposomas. Los parametros
termodinamicos se calcularon de acuerdo al
procedimiento descrito por Avila y Martinez (2). Los
coeficientes de reparto entre fase acuosa y organica se
calcularon mediante la ecuacion: K=W.q(CoC)/(CWorg),
donde W, ¥y Wyy €s el peso de la fase acuosa y
organica, Cyy C; la concentracion de proteina en solucion
inicial y en sobrenadante; se cuantific6 AG ,_-,=-RTInK,
el AH se calculé a partir de la tangente de la recta en
coordenadas de Van't Hoff y cambio de AS a partir de
AG y AH a temperatura de 25°C (2).

Resultados y discusién . Los coeficientes de reparto
disminuyen con el aumento de la temperatura pero son
mayores que la unidad (Tabla 1) lo que indica a la
movilidad de la enzima desde la fase acuosa a la lipidica.
El AG negativo para todos los casos demuestra que el
proceso es espontaneo y termodinamicamente favorable.
Los valores correspondientes al AH resultaron ser

negativos lo que indica que el proceso de
microencapsulacion de quitinasa en liposomas de soya
es exotérmico. El valor de AS es mayor a menores
concentraciones de enzima lo que demuestra aumento
de grado de desorden en el sistema al disminuir la
concentracion de la proteina. Todas las funciones
disminuyen al aumentar la concentracién de enzima

aplicada y la temperatura.
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Fig. 1. Gréfico de Van't Hoff para coeficientes de reparto en
sistema agua/liposomas de lecitina de soya en presencia de
diferentes concentraciones de quitinasa

Cuadro 1. Determinacién de los parametros termodinamicos
para el proceso de microencapsulacion de la enzima quitinasa

. Temperatura AG, AH, AS,
[Enzima] [()"K) Kw o Kkimol | kimol* Jmol K
Hg/mL > A 25T a25C a25C

277.15 252425

41 298.15 82.18 20372 | -166.3 125.44
313.15 65.98
277.15 69.53

7.4 298.15 28.87 7157 -39.3 108.14
313.15 9.27
277.15 20.87

126 298.15 14.01 -34.72 -16.0 62.72
313.15 9.24
277.15 8.60

19.1 298.15 6.04 17.20 55 39.31
313.15 6.59

Conclusiones . Fue demostrado que el proceso de
inmovilizacion de quitinasa en los liposomas de lecitina
de soya es un proceso exotérmico termodinamicamente
favorable a menores concentraciones de la proteina y
menores temperaturas.

Conclusiones. Al Proyecto SEP-CONACYT 57118.
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