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Introduccion. La hidrdlisis biolégica de la celulosa se
realiza mediante la accion concertada de las enzimas
endoglucanasas, celobiohidrolasas y B-glucosidasas (1).
La economia del proceso se puede mejorar aumentando
la estabilidad térmica y la eficiencia de las enzimas o
facilitando su reciclado. La inmovilizaciébn de estas
enzimas sobre un nanosoporte magnético (NSM) a base
de magnetita (FesO3), recubierta con quitosano, permite la
recuperacion y reutilizacion de las enzimas durante varios
ciclos de reaccion (2). La mutagénesis sitio dirigida es una
técnica que puede usarse para controlar la orientacién de
las enzimas al soporte (3). Esta puede realizarse por
enriquecimiento de la enzima con residuos de lisina. La
presencia de estos residuos permitird la unién multipunto
enzima-soporte 'y consecuentemente, mejorara la
estabilidad de la enzima inmovilizada (4). El objetivo del
presente trabajo es realizar un analisis in silico para la
inmovilizaciéon de la enzima endoglucanasa enriquecida
en residuos de lisina, con el propdsito de dirigir su
acoplamiento a nanosoportes magnéticos a base de
magnetita recubierta con quitosano.

Metodologia. Se identificaron las secuencias que
codifican la biosintesis de Endoglucanasa en Bacillus
subtilis y Trichoderma reesei y de la  glucosidasa en T.
reesei y se identificaron los dominios conservados en la
base de datos del NCBI. Se realizaron alineamientos
multiples con el algoritmo ClustalW del programa BioEdit.
El enriguecimiento de las tres secuencias con residuos de
lisina se realiz6 mediante 3 estrategias de modificacién: 1)
Al inicio de la secuencia, 2) En los Ultimos 20 aminoacidos
y 3) Agregando una cola de lisinas en el extremo carboxilo
terminal. Finalmente se crearon las estructuras
tridimensionales utilizando el programa RaptorX y se
visualizaron en Discovery Studio 4.0

Resultados. Se identificaron las  secuencias
aminoacidicas reportadas para las endoglucanasas de
Bacillus subtilis y Trichoderma reesei, con una longitud de
499 aa y 242 aa, respectivamente. Se identificaron dos
dominios conservados en la proteina del género Bacillus.
Se eligieron los sitios de la secuencia en donde se pueden
realizar modificaciones a la misma sin afectar los dominios
funcionales de la enzima. En la figura 1 se observa la
estructura predicha para la endoglucanasa de B. subtilis.
La figura 2 muestra un cambio estructural en el dominio
catalitico de la enzima. La figura 3 muestra la estructura

de la Endoglucanasa modificada en el extremo carboxilo
terminal, presentandose cambios estructurales en sus dos
dominios funcionales. La estrategia 3 (figura 4), no produjo
modificaciones en los dominios conservados de la
estructura tridimensional de la enzima. Por tal motivo, se
eligi6 adicionar una cola de 6 lisinas en la Endoglucanasa
y de 8 lisinas en la B glucosidasa.

Fig. 1. Estructura predicha de Fig. 2. Endoglucanasa modificada
Endoglucanasa en Bacillus subtilis en el amino terminal.
sin modificaciones.

Fig. 3. Endoglucanasa modificada
en el extremo carboxilo terminal.

Fig. 4. Endoglucanasa con cola
De lisinas

Conclusiones. La adicion de una cola de 6 lisinas en la
Endoglucanasa y de 8 lisinas en la 8 glucosidasa, resultd
la mas adecuada, ya que la estructura tridimensional de
sus dominios cataliticos no se degenera, ademas de que
las lisinas quedan en la parte exterior de la enzima,
pudiendo de esta manera facilitar su posterior unién al
nanosoporte.
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