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Introduccion. Una enzima es un catalizador bioldgico que llevan
a cabo reacciones bioquimicas para acelerar el proceso de
catalisis [1]. Las enzimas libres presentan susceptibilidad a los
cambios de factores en los procesos biotecnolégicos, por lo que
la solucion a estas limitaciones es la inmovilizacion enzimética
[2]. El uso de polimeros naturales y compuestos inorganicos
como matrices de inmovilizacién presentan caracteristicas
diversas, dejando una amplia area de investigacién para la
comprension y caracterizacion de estas matrices. Los soportes
inorganicos no son las matrices predilectas para la inmovilizacién
de enzimas debido a su complejidad y requerimiento de mayores
caracteristicas que los soportes organicos, como la porosidad y
permeabilidad de estas matrices [3].

El objetivo del presente trabajo es estudiar las interacciones
necesarias para la inmovilizacion de enzimas en superficies de
acero, asi como identificar las condiciones para aumentar la
actividad enzimética.

Metodologia. Se inmovilizaron dos proteasas comerciales,
Proteasa 1 (P1) y Proteasa 2 (P2), en superficies de acero
inoxidable, utilizando como soporte organico quitosano mediante
el entrecruzamiento con genipino. El grado de inmovilizacién se
evalu6 mediante cuantificacion de proteina utilizando el método
de Bradford. La actividad enzimatica se determiné utilizando
como sustrato una solucibn de hemoglobina, midiendo
absorbancia a 750 nm. La actividad enzimatica se evalud en
enzima libre como en la enzima inmovilizada a diferentes pH,
temperatura y tiempo de incubacién para determinar los
parametros cinéticos y condiciones Optimas de operacion.

Resultados. En la Fig. 1a se muestran las condiciones éptimas
de pH y temperatura para llevar a cabo las cinéticas enzimaticas
utiizando P1, siendo el pH, temperatura y concentracién
Optimos, 7, 40 °C y 4.5 mg/ mL respectivamente. Mientras que
para P2 (Fig. 1b), presenta una mayor actividad a 30 °C, pH 7 y
una concentracion de 5 mg/ mL. Presentando la misma actividad
relativa para amabas enzimas en las condiciones Optimas de
temperatura y pH de cada una.
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Fig. 1 Parametros Optimos de operacion: pH, temperatura y

concentracion. A) Proteasa 1, b) Proteasa 2.

En la Fig 2. Se ilustran las condiciones Optimas de las enzimas
inmovilizadas P1 y P2. El pH 6ptimo se mantuvo neutro (pH=7)
para ambas enzimas en el complejo de inmovilizacion. La
estabilidad térmica se vio alterada en la inmovilizacion
enzimatica, las proteasas se mantienen estables en un rango de
50-60 °C
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Fig 2. A) pH 6ptimo de proteasa Proteasa 2 inmovilizada. B) Temperatura
6ptima de P2 inmovilizada. C) pH éptimo de Proteasa 1 inmovilizada. D)
Temperatura 6ptima de Proteasa 1 inmovilizada.

En el Cuadro 1 se enlistan los rendimientos de las dos enzimas
en la superficie de acero inoxidable, siendo de 77.64% y 75.04%
para Proteasa 1 y Proteasa 2 respectivamente.

Acero Inoxidable Actividad Actividad especifica

pmol Tirosina Rendimiento %

AlsI 304 proteolitica "U" "Umg™
Proteasa 1 libre 143.630.07 2.3910.07 100% 7.02:£0.07
Proteasa 1

38.69+0.01 0.64 +0.01 77.64% 18.06+ 0.01
Inmovilizada
Proteasa 2 libre 245,67 £0.05 4.10 £0.05 100% 9.87+0.05

Proteasa 2

42.66£0.03 0.71+0.03 75.04% 10.92+0.03

Inmovilizada

Cuadro 1. Actividad proteolitica de Proteasa 1 y Proteasa 2 en la
superficie de acero inoxidable 304.

Conclusiones. Las condiciones éptimas de las dos enzimas son
semejantes, por lo que se puede realizar la inmovilizacion de las
dos enzimas bajo las mismas condiciones. Ademas, la
estabilidad de la proteasa se mantiene en el complejo de
inmovilizacion.
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