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Introduccidn. La quitosana es una molécula natural,
inerte, hidrofilica y biocompatible, con propiedades
antifingicas  bajo  temperatura ambiente. Esas
propiedades aliadas a la alta disponibilidad de
agrupamientos amino e hidroxila en su superficie y bajo
costo relativo, la tornan un excelente soporte [1]. La
enzima tirosinasa es empleada en aplicaciones
biotecnolégicas: bioremediacdo, biosensores para
diversas areas y produccién de bioproductos de interés
[2].

Este trabajo tiene como objetivo inmovilizar la enzima
tirosinasa obtenida del macrofungo Agaricus bisporus por
medio de ligacion covalente y cruzada utilizando esferas
de quitosana como soporte.

Metodologia. Esferas de quitosana fueron preparadas
con base en el método modificado de [3]. 2,0 g de
quitosana fueron adicionados en 100 mL de solucién de
acido acético 5% (v/v), sobre agitacién por 24 horas. L
solucién fue goteada en 1000 mL de solucién de NaOH y
Etanol (4:1), dejadas en la solucién, agitagién por 24
horas, filtradas y lavadas con agua desionizada hasta
pH neutro (pH 7.0). Los diametros de las esferas pré-
tratadas resultaron entre 1,5 e 1,8 mm. En seguida, 10 g
de esferas de quitosana fueron afadidas a 80 mL de
solucién de glutaraldehido 3,0% (v/v) y agitadas, a 25°C
y 150 rpm por 2 horas. La inmovilizaciéon covalente fue
realizada adicionando 1,0 g de esferas de quitosana
activadas a una mezcla de 1 mL de solucion de extracto
(5328 U/mL) sobre agitacion a 25°C y 150 rpm por 24
horas. Las esferas fueron separadas y lavadas con un
tampén de fosfato de sédio pH 6,0. Para la inmovilizacién
covalente-reticulacion, fue realizado el procedimiento de
adsorcion directa relatado anteriormente. Entretanto,
pasadas 24 horas de agitacion, se adicioné al medio de
reaccion 5 mL de soluciéon de glutaraldehido 1,0% (v/v).
Esta mezcla permanecié en agitacién a 25°C y 150 rpm
por 2 horas. Por fin, las esferas fueron separadas y
lavadas con tampén fosfato de sédio pH 6,0 tres veces.
La actividad de la enzima tirosinasa libre e inmovilizada
fue medida segun el procedimiento [4]. La eficiencia de
las inmovilizaciones fue medida por medio de la ecuacion
n(%): (Us/Uv)*100 donde, Us= unidades de actividad
enzimatica total presente en el soporte y Up= unidades de
actividad utilizadas en la inmovilizacion.

Resultados.
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Figura 1. Esferas de quitosana activadas con GA (a) Inmovilizacion
covalente (b) Inmovilizacién Covalente-reticulacién (c).

La Tabla 1 muestra los resultados de las actividades
recuperadas y porcentuales de eficiencia de las
inmovilizaciones. La adsorcién directa presenté mayor
actividad recuperada y eficiencia de inmovilizacién.

Tabla 1. Efectos de los métodos de inmovilizacién en la actividad
recuperada en la inmovilizacién del extracto.

0,
Método de Inmovilizacion Us (U/mL) (2)
Covalente 1320 + 19,6 24,77
Covalente-reticulacién 1096 + 45,7 20,57
Conclusiones. La baja actividad recuperada en los

inmovilizados en relaciéon a la enzima libre puede ser
explicada debido a la saturacion de la superficie de
soporte con la alta carga enzimatica. La menor actividad
retenida en lo inmovilizado por ligacion covalente-
reticulacion probablemente se debe a la concentracién de
glutaraldehido utilizada que proporciona un elevado
numero de grupos aldehidos en la superficie de la
quitosana formando ligaciones multi-punto entre las
enzimas y el soporte trayendo impedimentos espaciales y
alteraciones conformacionales en la estructura de la
enzima y consecuencia disminucion en la actividad.
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