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Introduccion. En la actualidad la industria se ha esforzado
por tener procesos energéticamente econdmicos |y
ambientalmente amigables. Una opcion para esta
problemética es la biocatdlisis. En los Ultimos afios, se ha
observado un incremento en la utilizacion de enzimas
inmovilizadas para catdlisis en diferentes procesos de la
industria. Las enzimas pueden ser atrapadas o incorporadas
covalentemente en polimeros, para utilizarlos en catélisis
selectivas y asi formar materiales biol égicamente activos que
sean establesy capaces de actuar en ambientes extremos.

En e presente trabgjo se utiliz6 como polimero modelo €l

quitosano. Estéa constituido por residuos de glucosaminay la
caracteristica mas importate del quitosano es su
funcionalidad amino, ya que son nucleofilicos y reactivos a
pH altos, y es en este grupo amino donde se puede llevar a
cabo la inmovilizacion de enzimas. La enzima utilizada es la
lacasa purificada del hongo ligninolitico C. gallica, la cud
tiene aplicaciones potenciales en la descontaminacion de
sistemas que contienen fenoles, en el tratamiento de
efluentes de la industria textil y para oxidar hidrocarburos
arométicos (1). Debido a que los hidrocarburos aromaticos
(sustratos para esta enzima) son solubles en solvente
orgénico, se propone la modificacion hidrofébica del
conjugado quitosano-lacasa paratener a sistemaen unasola
fasey mejorar lacatdisis.

Metodologia. El conjugado QL (quitosano-lacasa) se realizo
mediante la unién covalente de lacasa purificada del hongo
C. gallica (11U) a quitosano 2.09%. Posteriormente se
realiz6 la modificacion hidrofébica mediante la adicion de
polietilenglicol activado con cloruro ciandrico sobre €l
conjugado QL. Se caracterizaron fisica y cinéticamente a la
enzima libre y a los conjugados QL y QLP mediante perfiles
de actividad y estabilidad a pH, temperatura, concentracion
de solvente organico y diferentes a,.

Resultados y discusion. La inmovilizacion de la enzima
lacasa, se llevd a cabo mediante quimica de carbodimida, 1a
cual activa a los grupos carboxilos de la enzima, para que se
puedan unir covalentemente con los gupos aminos del
guitosano. Se determind que aproximadamente un 41% de
enzima se inmovilizd6 en & quitosano. Posteriormente el
conjugado QL se modificd hidrofébicamente con PEG
(polietilenglicol) activado con cloruro ciandrico con una
relacion en peso 1:2, de esta forma se obtuvo el conjugado
QLP.

En cuanto a la estabilidad a pH extremos se encontré que la
enzima libre a pH 1 se desactiva a los 40 min, mientras que
el conjugado QL retuvo un 30% de actividad y cuando se

modificd hidrofébicamente se duplic6 su estabilidad
aproximadamente un 60% de la actividad inicial. De forma
similar a pH 12 el conjugado QLP presentd una mayor
estabilidad en comparacion a conjugado QL y a la enzima
libre. Posiblemente esto puede ser debido a que laenzima al
ser inmovilizada sobre el quitosano le este confieriendo
cierta proteccién sobre los grupos susceptibles a ser
ionizados, y que € conjugado QLP a contar con las
moléculas de PEG, le provean de una mayor proteccion,
reflejandose en un ligero aumento de estabilidad en
comparacion con laenzimalibre.

Como se muestra en la figura 1, se comparé la actividad de
la enzima libre sobre el conjugado QL con etanol (EtOH),
isopropanol (1SO), butanol (ButOH) y tert-butanol (Tert-
ButOH) con a, entre 0.70 y 0.84, encontrando que €l
conjugado es més activo que laenzimalibre.
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Fig 1. Actividad de enzima y conjugado QL en solvente organico
con a,.entre0.70y 0.84.

Conclusiones. Se logré producir un conjugado quitosano
lacasa inmovilizando un 41 % de enzima con las condiciones
establecidas de temperatura y carbodimida. La
inmovilizacion de la enzima en e quitosano le provee cierta
proteccion a pH extremos (1 y 12) y e modificar
hidrofébicamente el conjugado QL incrementa aln mas la
estabilidad en comparacion con la enzima libre y €
conjugado QL. El conjugado QL presentd una mayor
actividad en solventes organicos con g de 0.70-0.84 en
comparacion con la enzima libre, sin embargo € modificar
hidrof ébicamente el conjugado QL revierte este efecto de
aumento en la actividad.
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