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Introduccidn. La tirosinasa es una enzima ampliamente
utilizada en aplicaciones biotecnolégicas, tales como en
bio-remediacién y bio-sensores. La inmovilizacién de
enzimas es ventajosa para aplicaciones comerciales
debido a su posibilidad de separacién del medio de
reaccién y se relso [1]. Entre los soportes descritos por
la literatura las membranas de nylon se muestran
atractivas por ser de bajo costo, no téxicas y por sus
propiedades quimicas y mecanicas versatiles [2].

Este trabajo tiene como objetivo inmovilizar la enzima
tirosinasa obtenida del extracto parcialmente purificado
del macro hongo Agaricus bisporus, utilizando
membranas de nylon 66 como soporte por medio de 3
abordajes de inmovilizacién.

Metodologia. La extraccién del extracto enzimatico de la
tirosinasa, purificacion parcial y medicion de actividad
espectrofotométrica de la enzima libre e inmovilizada
fueron realizadas segun los procedimientos modificados
descritos en [3]. Las membranas de nylon 66 fueron
hidratadas durante 24h en agua des-ionizada. La carga
enzimdtica inmovilizada fue de 5328 U/mL. El extracto
fue inmovilizado segun las metodologias [4] I) Covalente
1: hidrélisis de la membrana nylon 66 en HCI 3M por 2h,
activacion con glutaraldehido 2.5% por 2h, adicion de
imL de extracto enzimatico durante 24h a 4°C;
Covalente 2: hidrdlisis de la membrana nylon 66 en HCI
3M por 2h, solucion de metanol 50%/20min a 37°C,
solucién de glutaraldehido 2.5% por 1h, adicion de 1mL
de extracto enzimatico durante 24h a 4°C; Il) Adsorcién
fisica/ ligacion covalente cruzada: hidrélisis de la
membrana nylon 66 en HCI 3M por 2h, 1 mL del extracto
enzimético en contacto con la membrana 2h a 4°C,
reticulacién con glutaraldehido 0.5% 30 min. En cada
paso de los procedimientos las membranas fueron
lavadas 3x con H,O des-ionizada. La actividad de la
enzima tirosinasa libre e inmovilizada fue medida segun
el procedimiento [5]. La eficiencia de las inmovilizaciones
fue medida por medio de la ecuacion n(%): (Us/Uv)*100
donde, Us= unidades de actividad enzimdtica total
presente en el soporte e Uy= unidades de actividad
utilizadas na inmovilizacion.

Resultados. La tabla 1 presenta los resultados de las
inmovilizaciones en relacién a la actividad retenida por
los soportes. Los inmovilizados covalentes presentaron
porcentuales de actividad enzimatica retenida con
valores préximos y cerca de 50% menores que el
inmovilizado por adsorcién fisica/ligaciéon covalente
cruzada.

Tabla 1 — Porcentuales referentes a eficiencia de inmovilizaciéon de
extracto enzimatico de la tirosinasa en membrana de nylon 66:

Método de inmovilizacion Us n(%)
Covalente 1 1128 £33,9 21,17
Covalente 2 716 +28,2 13,23

Adsorcion fisica/covalente 2240 £56,5 42,04

cruzada
Conclusiéon: Comparando las eficiencias de la

inmovilizacion por ligacion covalente 1y 2 de la enzima
tirosinasa extracto de Agaricus bisporus, se verifica que
en la segunda la actividad recuperada fue menor
probablemente debido a menor tempo de activaciéon con
glutaraldehido lo que resulté en un ndmero menor de
grupos aldehidos disponibles en el soporte. Ya lo
inmovilizado por adsorcion/ligacion covalente cruzada,
presentd casi el doble de la actividad retenida en relacién
a la inmovilizacion covalente 1. Sin embargo a ligacidon
covalente promueva una ligacion fuerte entre la enzima y
el soporte, las ligaciones enzima-enzima resultantes de la
reticulacién con glutaraldehido hace que la desorcién de
la enzima sea menor y que la carga enzimatica
inmovilizada sea mayor.
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