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RESUMEN

La inmovilizacion puede mejorar la actividad enzimatica bajo condiciones extremas
de procesos, tales como acidez y temperaturas requeridas en diferentes
aplicaciones industriales. En los ultimos afios, las nanoparticulas magnéticas se
han convertido en el foco de investigacion como soportes de inmovilizacion para
biomoléculas debido a su bajo perfil de toxicidad, caracter magnético, eficiencia
como adsorbente con gran area de superficie especifica, baja resistencia a la
difusion y la estabilidad a cambios de pH, temperatura y presion. El objetivo del
presente trabajo fue inmovilizar una xilanasa en un soporte magnético a base de
guitosano y sales de hierro, evaluando su capacidad de retencién proteica y su
actividad expuesta a distintos valores de pH, temperatura, sales y agentes
reductores, asi como su caracterizacion estructural parcial. El soporte fue
sintetizado en una relacion 2:1 (p/p) de sales de hierro con quitosano sin sonicacion
dando asi un soporte potencialmente magnético, con capacidad de absorcién de 14
ug de proteina/mg de soporte a los 60 minutos de reaccion de entrecruzamiento.
La xilanasa fue inmovilizada en el soporte mediante reticulacion con genipino, un
agente menos toxico a los usualmente utilizados. Se evalud el grado de reticulacion
con el ensayo de ninhidrina, después de 60 minutos de reaccion se obtuvo un 45%
de reticulacion. Mediante dispersion de luz, microscopia electronica de barrido y
DSC se caracterizaron los agregados enzimaticos, observandose que son de forma
esférica y forman agregados con tamafio de particula promedio de 254 nm. La
enzima inmovilizada presentdé un maximo de actividad a un pH 9 y una temperatura
de 70°C ademas puede ser utilizada hasta en 5 ciclos consecutivos en estas
condiciones manteniendo el 70 % de su actividad relativa. La actividad de la
xilanasa inmovilizada fue afectada en presencia de algunos detergentes y iones
comparada con la enzima libre. La xilanasa fue exitosamente inmovilizada en el
soporte magnético de quitosano y la inmovilizacién le confiri6 proteccidon en
temperaturas y rangos mas amplios de pH con posibilidad de reutilizarse,
obteniendo asi una alternativa eficiente para futuros usos industriales.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Inmovilizacion enzimatica

La biotecnologia, se define como la aplicacién de los organismos Vvivos y sus
componentes, a los productos y procesos industriales, es la tecnologia que tiene
gran impacto en muchos sectores industriales. La biotecnologia ofrece la
posibilidad de nuevos procesos industriales que requieren menos energia y estan
basados en materias primas renovables, se considera actualmente como una
alternativa Uutil a la tecnologia de procesos convencionales en los campos
industriales y analiticos. La tecnologia de inmovilizacién crea nuevas oportunidades
para el desarrollo comercial y los beneficios en una amplia gama de sectores
industriales, incluyendo la salud y medicina, la agricultura y la produccion de
guimicos a granel, la tecnologia de alimentos, combustible y la produccién de
energia, control de la contaminacion y recuperacion de recursos. La tecnologia de
inmovilizacion ofrece una gran esperanza para resolver muchos de los problemas
gue enfrenta el mundo actualmente (Mahmoud y Helmy, 2009).

Los procesos enzimaticos generan menos residuos que las rutas sintéticas
convencionales, son mas eficientes energéticamente y ofrecen productos de mayor
pureza, ademas de que se pueden producir a gran escala a un precio atractivo, sin
embargo las enzimas tienen algunos inconvenientes que han limitado su aplicacion
generalizada. A menudo carecen de estabilidad operativa. Las enzimas son
moléculas complejas, altamente sensibles con estructuras tridimensionales Unicas
gue son esenciales para sus actividades, pero su exposicién a ciertas condiciones
las pueden conducir a la desnaturalizacién y perdida concomitante de la actividad
(Sheldon, 2011). La inmovilizacion puede mejorar la actividad enzimética bajo
condiciones extremas de procesos, tales como acidez y temperaturas requeridas en
diferentes aplicaciones industriales (Cipolatti y col., 2014). La inmovilizacién o
restriccion de movilidad de una enzima en un espacio fijo proporciona ventajas
importantes como reutilizacion de las enzimas, estabilidad térmica mejorada, la facil
separaciéon de la mezcla de reaccion, ademas de permitir el desarrollo de procesos
continuos (Ranjbakhsh y col., 2012). El término de enzimas inmovilizadas se refiere
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a las enzimas fisicamente confinadas o localizadas en una determinada region
definida del espacio con la retencién de sus actividades cataliticas, la inmovilizacion
significa asociar los biocatalizadores con una matriz insoluble de modo que pueda
ser retenida (Mahmoud y Helmy, 2009).

Se tienen registrados muchos trabajos que ahondan en la inmovilizacion de
enzimas en soportes organicos con la ayuda de agentes reticulantes. Sin embargo
muchas aplicaciones analiticas y de bioprocesos requieren acciones coordinadas
de mdltiples enzimas para catalizar una reaccion en especifico (Yang Kun y col.,
2010).

Las observaciones cientificas sobre la inmovilizacion de enzimas comenzaron en
1916, donde se demostré que la actividad de una invertasa inmovilizada es
comparable con una enzima libre. Se han probado una gran cantidad de soportes
tales como la gelatina, alginato, poliacrilamida, quitosano, etc.; algunas de las
ventajas de estos soportes abarcan desde la baja toxicidad de material,
magnetismo y la facil separacion de los reactores industriales donde se utilizan
(Sohrabi y col., 2014).

En el afio 1969 se plantea la posibilidad de unir enzimas a soportes utilizando
glutaraldehido como “facilitador” de la union de la proteina al soporte, esto permitio
detectar antigenos y anticuerpos en preparaciones celulares utilizando la enzima
peréxidasa para los ensayos inmunohistoquimicos (Avrameas, 1969).
Posteriormente en el afio 1994, se logré inmovilizar la enzima -galactosidasa en
quitosano utilizando glutaraldehido como agente entrecruzante, esto con el
propoésito de lograr una mejor incorporacion de la lactosa a algunos alimentos
(Carrara y col., 1994).

A pesar de la larga historia y ventajas obvias de la inmovilizacion de la enzima, se
estima que solo el 20 % de los procesos biocataliticos involucran enzimas
inmovilizadas. La economia del proceso biocatalitico se puede mejorar mediante la
reutilizacion de la enzima y la mejora en la estabilidad de la enzima conferida por la
inmovilizacion. La capacidad de retener o recuperar enzimas también permite la

separaciéon del producto, permitiendo asi los procesos continuos. La proliferacion de



métodos de inmovilizacion de enzimas ofrece toda una gama de posibilidades para
nuevas técnicas (Brady y Jordaan, 2009).

La inmovilizacion implica la union de la enzima a un soporte, tal como una resina
de intercambio i6nico, o de siice, o encapsulacion a un vehiculo inerte,
proporcionando un biocatalizador con el rendimiento operativo superior en
comparacién con la enzima libre (Sheldon, 2011).

La clasificacion de los métodos de inmovilizacion difiere en la literatura y entre
autores; se pueden dividir en cuatro tipos: unién no covalente, atrapamiento fisico,
union covalente y bioconjugacion. Los métodos no covalentes se basan en la
inmovilizacion de la proteina a través de superficies hidrofébicas o por medio de
interacciones electroestaticas con superficies cargadas como una membrana de
nitrocelulosa. El atrapamiento fisico de las enzimas ofrece una mejor resistencia a
las situaciones adversas a las que la enzima puede ser sometida, ya que previene
una desnaturalizacion de la proteina por algin medio agresivo en que sea
colocada, algunos de los materiales mas utilizados para este atrapamiento son sol-
gel y vesiculas lipidicas (Homaei y col. 2013).

Por otra parte, los métodos por inmovilizacién covalente proporcionan una union
muy estable, este tipo de enlaces esta generalmente formado por grupos
funcionales presentes en la superficie de la proteina, por ejemplo grupos amino,
residuos de lisina para la formacion de enlaces amida, grupos aldehido y epoxi que
ayudan a la formacién de uniones secundarias funcionando como un enlace
estabilizador de la enzima (Betancor y col., 2008). Estos enlaces son facilitados por
grupos carbobamida y carboxilos, ya que pueden ser utilizados como grupos
esteres activos utilizando n-hidroxisuccimida que propicia las condiciones
adecuadas para la formacion de enlaces de tipo amida. Los grupos tiol presentes
en los residuos de aminoacidos de lisina crean enlaces disulfuro en las enzimas
dandoles mayor estabilidad (Jia y col., 2013). Se ha demostrado que el quitosano
promueve la formacién de enlaces covalentes tipo amida, por lo tanto es un buen

soporte para la inmovilizacion de diversas enzimas.



Los métodos de inmovilizacion pueden también dividirse en tres tipos: unién a un
portador, encapsulacién de un gel polimérico organico o inorganico y por
reticulacion de las moléculas de proteina. La unién a un portador inevitablemente
conduce a la dilucion de la actividad catalitica resultante de la introduccion de una
gran proporcion (90-90 % del total) de la masa no catalitica. En contraste, la
inmovilizacion a través de la reticulacion de moléculas de una enzima, con un
agente de reticulacién bifuncional es un método libre de soporte y el biocatalizador
resultante comprende esencialmente el 100 % de enzima activa. La técnica de
reticulacion de proteinas se desarroll6 hace mas de 40 afios, sin embargo las
enzimas reticuladas exhiben una actividad de baja retencién, mala reproducibilidad
y baja estabilidad mecénica, en consecuencia la unién a un portador se convirtié en
la metodologia mas utilizada para la inmovilizacién de las enzimas. El uso de los
cristales de enzima reticulados (CLEC) como biocatalizador industrial se introdujo a
principios de 1990, el método es aplicable a una amplia gama de enzimas y resulto
significativamente mas estable a la desnaturalizacién por el calor, disolventes
organicos y la protedlisis de la enzima o liofilizado en polvo. Su estabilidad
operativa, tamafio de particula controlable y facilidad de reciclaje los hizo
idealmente adecuados para biotransformaciones industriales. Una desventaja de
los CLEC es la necesidad de cristalizar la enzima, un procedimiento laborioso que
requiere una enzima de alta pureza. Por otro lado es bien conocido que la adiciéon
de sales o disolventes organicos miscibles en agua o polimeros no iénicos, a
soluciones acuosas de proteinas conduce a su precipitacion en forma de
agregados, unidos por enlace no covalente sin perturbar la estructura terciaria. Se
propuso que la reticulaciéon de estos agregados, se haria permanentemente
insoluble mientras mantienen las superestructuras organizadas de los agregados, y
por lo tanto su actividad catalitica, esto condujo al desarrollo de una nueva familia
de enzimas inmovilizadas: agregados enzimaticos reticulados (CLEA’s), esta
metodologia esencialmente combina la purificacion e inmovilizacién en una sola
operacién (Sheldon, 2007). Una de las primeras enzimas probadas como CLEA, fue
la penicilina G amidasa, enzima industrialmente importante que se utiliza en la

sintesis de la penicilina. Sorprendentemente, la productividad de la CLEA fue aln
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mayor que la de la enzima libre y sustancialmente mayor que el de la CLEC
(Sheldon, 2011).

reticulado ﬁﬂ ‘?;e

f’tm
@ .. /G'ﬂu o
B agregacion :... reticulado  CLEA cldsico

compuesto 5|||ca-CLEA

Figura 1. Esquema general de la preparacion de CLEA’s (Sheldon, 2011).

Los CLEA’s tienen muchos beneficios econdmicos y ambientales para la
biocatalisis industrial. Una de las ventajas deriva de la posibilidad de co-inmovilizar
dos o0 mas enzimas para proporcionar CLEA’s que son capaces de catalizar
multiples biotransformaciones, independientemente 0 en secuencia como procesos
cataliticos en cascada (Sheldon, 2011).

Brady y Jordaan (2009) sugieren otra clasificacion para los tipos de inmovilizacién:

A B Cc D

Figura 2. Estrategias para la inmovilizacion enzimatica: (a) atrapamiento, (b)
encapsulacion, (c) soporte sdlido, (d) inmovilizacion en si mismo (Brady y Jordaan
2009).



Existen varios métodos que han sido utilizados para inmovilizar las enzimas como
la reticulacion, adsorcion fisica, unién a metal, la unién covalente, de atrapamiento
ibnico, atrapamiento de gel, fibora de atrapamiento, micro encapsulacion, sin
embargo cada método tiene sus ventajas e inconvenientes. Mahmoud y Helmy
(2009) sugieren que los componentes principales para la inmovilizacion son la
enzima, la matriz y el modo de interaccion de la enzima con el portador, la matriz
elegida puede mejorar la estabilidad operativa de la enzima inmovilizada, no hay
vehiculo universal pero si existen un gran nimero de caracteristicas a considerar
para el material de inmovilizacién.

Uno de los grandes retos que las industrias farmacéuticas, quimicas y conexas, a
los que se enfrentan en el siglo XXI, es la transicidon a una base mas verde y una
manufacturacion mas sostenible, que reduce al minimo, o evita la generacion de
residuos y el uso de toxicos y materiales peligrosos. La biocatalisis tiene mucho que
ofrecer en este contexto (Sheldon, 2007).

Los nanomateriales pueden servir como excelentes materiales de apoyo para la
inmovilizacion de enzimas, ya que ofrecen las caracteristicas ideales para el
equilibrio de los factores clave que determinan la eficiencia de biocatalizadores,
incluyendo superficie especffica, la resistencia a la transferencia de masa y carga
efectiva de la enzima (Cipolatti y col., 2014).

Las diferentes propiedades fisico-quimicas de los nanomateriales los han
convertido en candidatos interesantes para su uso en varios campos en los ultimos
afos. Estas propiedades difieren y son fuertemente influenciadas por el tamafio y la
forma del material. Debido a las propiedades Opticas, eléctricas, magnéticas y
cataliticas Unicas de los 6xidos de metales de transicidn tales como la magnetita
(Fes0.) han sido ampliamente utilizados. A temperatura ambiente, los iones Fe?* y
Fe3" en los sitios octaédricos del empaque cristalino tipo cubico centrado en las
caras (FCC) y pudiendo mostrar transicion electronica (Shete y col., 2014).

En los dltimos afios, las nanoparticulas magnéticas se han convertido en el foco de
investigacion como soportes de inmovilizacion para biomoléculas debido a su bajo
perfil de toxicidad, caracter magnético, eficiencia como adsorbente con gran area

de superficie especifica, baja resistencia a la difusién y la estabilidad a cambios de
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pH, temperatura y presion (Cipolatti y col., 2014). El termino nanoparticulas se
refiere en general a las nanocapsulas (una pared polimérica que envuelve una
matriz aceitosa) y nanoesferas (una matriz polimérica) (Guterres y col., 2009). Las
nanoesferas pueden ser preparadas mediante polimerizacion y/o sintesis con
polimeros preformados con un rango de tamafio que va de 5 a 1000 nm, siendo
generalmente el rango medio obtenido de 100 a 500 nm (Mora y col., 2010).

La preparacion de soportes magnéticos para inmovilizacion de enzimas cobro
interés a mediados de 1970, uno de los soportes utilizados es el quitosano, el cual
proporciona estabilidad coloidal a diversos tipos de particulas, aunque varios
trabajos han reportado la unién covalente de quitosano sobre la superficie de
nanoparticulas de o6xidos de fierro, pocos trabajos reportan la sintesis de
nanoparticulas magnéticas en una matriz de quitosano (Sheny col., 2014).

La aplicacion de la tecnologia de adsorbentes magnéticos para resolver problemas
ambientales ha recibido atencion considerable en afios recientes, con la rapida
industrializacion se ha contribuido seriamente a la liberacién de metales pesados
toxicos en corrientes de agua, uno de los métodos mas econémicamente favorable
y técnicamente facil es la adsorcion, el quitosano ha resultado un excelente
adsorbente de metales pesados. EI magnetismo y la alta capacidad de adsorcion
son dos caracteristicas importantes para las nanoparticulas sintetizadas, que
pueden ser ventajosamente utilizadas en el tratamiento de aguas (Thinh y col.,
2012).

Se ha estudiado la posibilidad de formar moléculas con caracter magnético,
algunas de las caracteristicas de estos materiales son el area superficial grande, la
baja resistencia a la difusidn, alta carga enzimatica, materiales no contaminantes y
una rapida separacion de los materiales procesados por medio de un iman; la
sintesis de nanomateriales magnéticos biocompatibles ha sido de mucho interés
para aplicaciones biomédicas (Zhou y col., 2009).

El quitosano se caracteriza por ser biocompatible, no toxico, estable, esterilizable y
biodegradable, ademas de que se puede preparar en una variedad de formas tales
como polvos, macroparticulas y nanofibras (Kaur y Dhillon, 2014; Manickam y col.,

2014). En la inmovilizacién el quitosano puede ser un versétil sorbente para iones
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de metales de transicion y de sustancias organicas a través de complejos de
coordinacion y/o sitios reactivos compuestos de grupos amino (-NH) e hidroxi (-
OH) anclados a su estructura (Alsarra y col., 2002). EI quitosano presenta una
considerable capacidad de union de proteinas y una alta recuperacion de la
actividad enzimatica (Su y col., 2013), ademas puede ser facilmente reticulado por
reactivos bifuncionales tales como el glutaraldehido para formar esferas cataliticas
(Mallin y col, 2013; Yewale y col., 2013). Con el fin de mantener las caracteristicas
antes mencionadas del quitosano ademas de poder modular sus propiedades
mecanicas y de hinchazdn, el quitosano se ha reticulado por medio de reticuladores
naturales, tales como el genipino (Manickam y col., 2014).

El quitosano ha sido ampliamente investigado para aplicaciones biomédicas, como
la cicatrizacion de heridas, administracion de farmacos, revestimiento e ingenieria
de tejidos, asi como en industrias de los alimentos, cosméticos y agricultura. Se ha
observado que el quitosano tiene una mejor capacidad cuando se es reticulado con
algun agente, el mas conocido y ampliamente utilizado es el glutaraldehido, en
varios estudios centrados en la administracion de farmacos como la hidroquinona y
ormeloxifene, se utiliz6 quitosano reticulado con glutaraldehido, los resultados
demostraron que la tasa de liberacion de farmacos puede ser facilmente cambiada
no solo por el grado de reticulacion de las microesferas, sino también por el tipo de
agente reticulante, aunque los resultados parecen prometedores existen
preocupaciones sobre la toxicidad del agente reticulante, glutaraldehido (Yuan y
col., 2007).

Mi y col. (2002) en un estudio in vivo reportaron que microesferas de quitosano
reticuladas con genipino exhiben histoldgicamente mejor biocompatibilidad y una
taza de degradacién menor en comparacion con las microesferas reticuladas con
glutaraldehido, indicando asi que la biocompatibilidad de genipino es superior a la
del glutaraldehido. EIl genipino, es un agente natural reticulante, reportado 10 000
veces menos toxico que el glutaraldehido (Yuan y col., 2007). Chen y col. (2004),
sugieren que los hidrogeles son materiales poliméricos que tienen una estructura
de red tridimensional con especial interés en el campo biomédico, existe una gran

variedad de hidrogeles poliméricos naturales y sintéticos utilizados para la
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administracion de drogas, el quitosano es uno de los mas comunmente usados, los
resultados muestran que el quitosano reticulado con genipino puede ser un
portador polimérico adecuado para el suministro de farmacos en sitios especificos
por via oral. Crompton y col. (2005) al igual que los autores anteriormente
mencionados, piensan que una de las aplicaciones mas explotadas del quitosano
es en el area biomédica, en forma de hidrogel es un material polimérico ideal.

En el mecanismo de reticulacion del genipino con el quitosano, la condicién de pH
juega un papel importante (Figura 3). Bajo condiciones acidas y neutras se da por
medio de un ataque nucleofilico por los grupos amino primarios de quitosano sobre
el atomo de carbono olefinico C-3, seguido de la apertura del anillo dihidropirano y
su ataque por medio del grupo amino secundario en el recién formado grupo
aldehido. En otras palabras, el genipino actla como un dialdehido pero sus
productos de condensacion son mucho mas estables en comparacion con el
glutaraldehido. Bajo condiciones basicas, la reaccién de apertura del anillo del
genipino ocurre a través de un ataque nucleofilico por los iones hidroxilo de la
solucién acuosa para formar grupos aldehido intermediarios, que posteriormente se
someten a condensacién alddlica. Los grupos aldehido terminales en el genipino
polimerizado sufren una reaccion de Schiff con los grupos amino del quitosano para

formar redes reticuladas (Muzzarelli, 2009).

% quitosano

o l-.-"u:_'_)’ - -
7 reficulamiento can
‘ geniping

pH5 pH ?_41 pH 9 |pH 13.6

1~4 - OTUPOS amino ‘

| 7~8% Qenipino

Figura 3. Conformacion de las redes de genipino reticuladas con quitosano en
diferentes valores de pH (Mi y col., 2004).
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1.2 Caracteristicas generales de quitosano

El quitosano (Figura 4) es un copolimero lineal derivado de la $-(1,4)-glucosamina,
es obtenido por deacetilacion de la quitina [poli-B-(1,4)-acetil glucosamina] de los
residuos de la industria de alimentos marinos (por ejemplo cangrejo, camaron, etc.)
y en menor cantidad de los hongos (Figura 5). El producto de la deacetilacion de la
quitina debe de ser por debajo del 50% para que pueda ser llamado quitosano
(Quignard y col., 2010). Se ha sido utilizado como un soporte para la inmovilizacién
enzimatica y para procesos de biocatalisis como soporte para la catalisis de la -
galactosidasa (Valerio y col., 2013).

Existen dos polimorfismos de la quitina, uno de ellos se caracteriza por tener una
orientacion antiparalela de las cadenas de a-quitina lo cual proporciona una mayor
capacidad para la formacion de puentes de hidrégeno entre las cadenas en
comparacion con la B-quitina que es caracterizada por una orientacion paralela de
las cadenas poliméricas. Estas caracteristicas de la a- quitina confieren mayor
rigidez y una menor reactividad a este tipo de cadena encontrado naturalmente
(Muzzarelli, 2005).

Figura 4. Estructura del quitosano (Krajewska, 2004).
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Figura 5. Estructura de la quitina (Krajewska, 2004).

Existen diversos métodos quimicos que modifican quimica o fisicamente a las
moléculas de quitosano, muchos de estos meéetodos pueden lograr aumentar la
capacidad de absorcién para metales, caracteristica conferida por los grupos amino
(-NH2) e hidroxi (-OH) presentes en la molécula (Quignard y col., 2010) ademas
presenta también una considerable capacidad de unién a proteinas y una alta
capacidad de recuperacion enzimatica.

El quitosano ha sido ampliamente usado como soporte, es barato, no téxico, y no
perjudicial para las enzimas. El quitosano puede proveer muchas ventajas como
una excelente hidrofilicidad, alta porosidad, una gran area de adhesion, y por lo
tanto pequefa resistencia de transferencia de masa a la enzima (Chang y Juang,
2004).

1.3 Caracteristicas generales de genipino
El genipino [metil(1R,2R,6S)-2-hidroxi-9-(hidroximetil)-3-oxabiciclo[4.3.0]nona-4,8-
dieno-5-carboxilato] se obtiene del genipidsido, un glucésido iridoide aislado de los
frutos de Genipa americana y Gardenia jasminoides Ellis (Figura 6), que es capaz
de reaccionar espontaneamente con grupos de aminoacidos primarios, péptidos o
proteinas, es soluble en agua, alcohol, propilenglicol y presenta estabilidad en el
intervalo de pH de 4 a 9 (Ramos de la Pefa y col., 2014). Recientemente ha atraido
mucha atencién por su habilidad de reticular el quitosano y proteinas que contienen
residuos de grupos aminos. El genipino ha sido utilizado en estudios de fijacion de

tejido, productos alimenticios y administracion de farmacos, en todas estas
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aplicaciones el genipino fue elegido por su baja toxicidad y alta biocompatibilidad,
en comparacion con otros agentes reticulantes (Cui y col., 2014). Este agente
reticulante natural ha sido reportado 10,000 veces menos toxico que el
glutaraldehido (Yuan, y col., 2006: Mi y col., 2005).

OCH,

Figura 6. Estructura de genipino (Yuan, y col., 2007).

1.4 Caracteristicas generales de xilanasa

Las enzimas exhiben una serie de caracteristicas que hacen que su uso sea mas
ventajoso en comparacion con catalizadores quimicos convencionales. La mas
importante de ellas es el alto nivel catalizador, a menudo superior a los
catalizadores quimicos, y un alto grado de especificidad que les permite discriminar
no solo entre las reacciones, sino también entre los sustratos (Krajewska, 2004).
Las enzimas inmovilizadas son catalizadores Utiles y reusables en procesos
industriales. Tres estructuras tridimensionales y conformaciones juegan un rol
importante en la determinacion de la eficiencia catalitica, por lo tanto finalmente
influenciar su explotacién en aplicaciones biotecnoldgicas (Rana y col., 2014).

Las xilanasas son enzimas hidroliticas que participan en el rompimiento de los
enlaces glicosidicos B-1,4 presentes en la hemicelulosa, las xlanasas son
producidas por una gran variedad de microorganismos entre los que se encentran
hongos y bacterias. El interés por las xilanasas empezo en los afios 50 debido a su

potencial para convertir la lignocelulosa en glucosa y azucares solubles. La
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produccion microbiana de estas enzimas esta sujeta a diferentes mecanismos de
regulacion (Ponce y Pérez, 2002).

El xilano es el mayor constituyente de la hemicelulosa, estando presente en un 25-
32% en maderas duras y de 15-25% en maderas suaves (Dutta y col., 2007). Los
xilanos al degradarse totalmente producen xilosa y arabinosa principalmente.

Las endo-B-D-xilanasas (E.C. 3.2.1.8) rompen al azar los enlaces glucosidicos de la
cadena principal de la molécula de xilano produciendo una reduccién en el grado de
polimerizacion del sustrato y la formacion de una variedad de xilooligosacaridos
(Amaro-Reyes y col., 2011; Polizeli y col., 2011). En general, las endoxilanasas
muestran un pico de actividad entre 40 °C y 80 °C, y entre un pH de 4.0 a 6.5,
aunque se han reportado condiciones éptimas fuera de esto rangos (Polizeli y col.,
2005). Las xilanasas se clasifican principalmente dentro de las familias 10 y 11 de
las glicosil hidrolasas, formalmente denominadas familias F y G, respectivamente
(Pastor y col., 2007). La familia 11 de las xilanasas se caracteriza por un elevado
punto isoeléctrico (pl), un bajo peso molecular, un mecanismo de doble
desplazamiento, dos glutamatos actuando como los residuos cataliticos, una
estructura del dominio catalitico compuesto por alrededor de 180 a 200 residuos
tipo rollo de jalea B (Gusakov, 2011). Debido a que existen muchas diferencias
entre las xilanasas de la familia 11 se han reportado diferentes sub-clasificaciones
incluyendo la separacion por clases: A, B, C, D, 1, 2, 3, |, Il, lll y hasta ahora el
estudio mas detallado es el reportado por Sapag y col. (2002), quienes dividen la
familia 11 de las xilanasas en 10 subfamilias, algunas de las cuales se restringen a
hongos (xilanasas la, b, Ic, Il, llia, Illb, IV), y otras a bacterias (A, B, C).

Torrénen y col. (1994), describen la estructura tridimensional de la familia 11 de las
xilanasas como estructuras con forma de “mano derecha” (Figura 8). Esta peculiar
estructura también denominada “B-sandwich” consiste en un uUnico dominio
compuesto por dos hojas-B y una a-hélice, empacadas una frente a la otra

(Hakulinen y col., 2003; Sriprang y col., 2006; Moers y col., 2007).
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Figura 7. Estructura de endo-1,4-8-xilanasa |
de Aspergillus niger ( Krengel y Dijkstra, 1996).

Figura 8. Analogia de una xilanasa con una mano derecha (Térrénen y col., 1994)
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Figura 9. Estructura de Xilanasa de Thermomyces lanuginosus (Gruber vy col.,
1998).
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1.5 Justificacion

Durante los Ultimos afios con las consecuentes preocupaciones ambientales, los
avances en el campo de la biotecnologia han podido proporcionar herramientas
Utiles que pueden ser utilizadas en el desarrollo sostenible de la agricultura, las
industrias alimenticias, de bebidas y farmacéuticas.

Actualmente la biotecnologia es vista como una alternativa a la tecnologia de
procesos industriales convencionales en los que se utilizan catalizadores quimicos,
el uso de sistemas biolégicos tienen la ventaja de llevar a cabo conversiones
guimicas complejas en condiciones ambientales moderadas con alta especificidad y
eficiencia. El uso y la sustitucién de ingredientes por sistemas bioldgicos nos
llevaran a un proceso mas eficiente, con mayor rendimiento de producto y baja
produccion de productos indeseables. La biocatalisis nos ofrece muchas ventajas
en un contexto sostenible y verde, sin embargo la comercializacion se ve
obstaculizada por la falta de estabilidad en las enzimas y que su precio es
considerablemente alto, la respuesta para superar el obstaculo es la inmovilizacién
de enzimas. El uso de una enzima inmovilizada nos traera consecuencias positivas,
asi como el uso de un agente reticulante no toxico como es el genipino, nos
permitira llevar las aplicaciones a un nivel de procesos industriales tanto de
consumo humano como de animales tales como es la industria farmacéutica,

alimenticia y de bebidas.
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2. HIPOTESIS

La formulacion de nanoparticulas reticuladas con xilanasa a base de quitosano,
genipino y sales de hierro, permitird mejorar la estabilidad de la actividad catalitica
en diferentes condiciones de temperatura y pH, ademéas de que facilitara la

separaciéon de la enzima al término del proceso catalitico.
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3. OBJETIVOS
3.1 General
e Diseflar nanoparticulas de quitosano, sales de hierro y genipino que
presenten caracter magnético para ser utilizadas como soporte para la

inmovilizaciéon de una xilanasa.

3.2 Especificos

e Disefiar nanoparticulas  magnéticas  reticuladas con  diferentes
concentraciones del agente reticulante, quitosano y tiempo de sonicacion de
las mezclas.

e Seleccionar las nanoparticulas que presenten las mejores propiedades de
fijlacion de proteina y caracter magnético.

e Inmovilizar una xilanasa en el soporte magnético.

e Caracterizar parcialmente la estructura y propiedades cataliticas de las

nanoparticulas magnéticas reticuladas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Reactivos
Quitosano de bajo peso molecular, solucion de genipino, xilanasa, y todos los
demas reactivos grado analitico se obtendran de manera comercial de Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) excepto donde se indique lo contrario.

4.2 Preparacion de las nanoparticulas magnéticas de quitosano
La mezcla del soporte de quitosano de bajo peso molecular y sales de hierro
reticulado con genipino, se prepar6 en dos pasos de acuerdo a lo descrito por
Morales y col. (2013) con algunas modificaciones. Una cantidad de hierro
proveniente de una mezcla de hierro en relacién molar 2:1 (Fe**/Fe?") de nitrato
férrico y sulfato ferroso con quitosano se mezcl6é en una solucion de acido acético al
3 % a una temperatura de 60 a 70 °C con agitacién suave al vacio por dos horas
hasta su disolucion segun las concentraciones descritas en el disefio factorial
fraccionario con una réplica (Cuadro 1). La solucion de quitosano se disperso
mediante un procesador ultrasonico a diferentes tiempos y las nanoparticulas
generadas se precipitaron utiizando una solucion de NaOH:Etanol 96 % en
proporcién 4:1. La mezcla alcalina se homogeneizd rapidamente utilizando un
vortex durante 30 segundos. La emulsion resultante se mantuvo en agitacion suave
(60 rpm) durante 18 horas para la maduracion de las nanoparticulas. Al cabo del
tiempo de maduracion se realizaron lavados con agua:etanol 96 % relacién 1:1 de
la emulsion, centrifugando por 5 minutos a 3000 x g para neutralizar las
nanoparticulas. La pasta de las nanoparticulas lavadas fue secada en un horno de
conveccién a 80 °C durante 5 horas. Finalmente la pasta seca fue pulverizada
utilizando un mortero ceramico con el fin de obtener una muestra manejable. Se
utilizaron dos reacciones en peso de hierro total y quitosano, siendo 1:1y 2:1 cony
sin sonicacion. La relacion de hierro y quitosano que presentd caracter magnético

significativo fue seleccionada y utilizada en los siguientes experimentos.
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4.3 Reticulacién de las nanoparticulas con genipino
Una determinada cantidad de nanoparticulas pulverizadas se mezclé durante 30
minutos con la cantidad necesaria de genipino para tener las concentraciones
finales descritas en el disefio experimental y 30 mg/ml de seroalbdmina bovina
(BSA). Se realiz6 una cinética de fijacion de proteina al soporte mediante la
determinacion de proteina soluble y genipino residual después de 10 minutos de
exposicion a las nanoesferas (50 mg). La proteina soluble presente en el
sobrenadante se obtuvo mediante el método descrito por Bradford (1976), usando
BSA como estandar, luego de centrifugar la mezcla de las nanoparticulas con
genipino y BSA a 13000 x g durante 3 min y se cuantificO su absorbancia

espectrofotométricamente a 595 nm (iMark, Bio Rad).

Cuadro 1. Disefio factorial fraccionado 2GY

Tratamiento Quitosano Genipino
(% phv) (% phv)

1 0.5 2.5

2 3.0 2.5

3 3.0 0.25

4 0.5 0.25

La formulacion de nanoparticulas magnéticas reticuladas que presentd
significativamente mayor retencién de proteina fue ensayada para inmovilizar una
xilanasa en las condiciones de mayor retencién de proteina. Posteriormente las
nanoparticulas magnéticas enzimaticas (NME) fueron sometidas a secado para su

almacenamiento.
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4.3.1 Determinacion de la cinética de absorcion de BSA

Una vez determinado el mejor disefio de absorcién, se realizaron analisis de la
cinética de absorcion con respecto al tiempo, tomando lecturas cada 10 min
durante dos horas y centrifugando las muestras por 3 minutos a 13000 rpm
comenzando con una concentracion de BSA de 700 ug/mL. La proteina soluble
presente en el sobrenadante se obtuvo por medio del método de Bradford (1976).
Las lecturas se llevaron a cabo espectrofotométricamente a 595 nm (Bio Rad
iMark).

4.4 Determinacién del grado de reticulacién

El grado de reticulacion de las NME se determind mediante el ensayo de ninhidrina
(NHN) (Yuan y col., 2007). EL ensayo determina el porcentaje de grupos amino
libres que quedan en los NME después de la reticulacién. La absorbancia fue
determinada a 570 nm con un espectrofotometro. La cantidad de los grupos amino
libre en la muestra de prueba después de calentar con ninhidrina, es proporcional a
la absorbancia 6ptica de la solucion.

La curva concentraciéon de los grupos NH libres en la muestra se determind a partir
de una curva estandar de glucosamina.

El grado de reticulacion de la muestra se calculd de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

[(NHN amina react.); — (NHN amina react) ]
(NHN amina reactiva);

Grado de reticulacion = x100

Donde “i” corresponde a la fraccion molar de NH, libre de las muestras no
reticuladas y “f” corresponde a la fraccion molar de NH; libre restante de las

muestras reticuladas.

4.5 Caracteristicas del hinchamiento de las nanoparticulas magnéticas
enzimaticas (NME)
Las caracteristicas de hinchazén de las NME fueron analizadas por inmersion de

las muestras secas en una solucién reguladora 50 mM de acetato (pH 5),a 22 + 2
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°C durante intervalos de tiempo especificos. Posteriormente, las muestras fueron
retiradas de la solucion y se elimind el exceso de la solucién de superficie con un
pedazo de toalla de papel. La relacion de hinchamiento (RH) de la muestra se

determiné de acuerdo a la siguiente ecuacion:

[WH — Wo]
RH =— x100
Wo

Donde WH representa el peso de la muestra hinchada y Wo es el peso inicial de la

muestra seca (Dai y col. 2008).

4.6 Determinacion de la actividad enziméatica de la xilanasa
Los ensayos de actividad enzimatica fueron realizados cuantificando los azucares
reductores liberados de acuerdo al método de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(Miller, 1959), después de hidrolizar el sustrato con la enzima, en las condiciones
indicadas de temperatura y pH propuestas. Como sustrato se utiliz6 una mezcla de
1 g/L de xilano de abedul en amortiguador a temperatura y pH determinado. Se
preparé una curva estandar de glucosa (Amaro-Reyes y col., 2011). Una unidad de
actividad (U) se defini6 como la cantidad de enzima que produce 1 pymol de glucosa
equivalente por minuto. La actividad de la enzima libre fue comparada con las

nanoparticulas siguiendo el mismo procedimiento.

4.7 Temperaturay pH 6ptimo de la xilanasa
Para determinar la temperatura optima de la xilanasa, se cuantific6 su actividad
incubando a diferentes temperaturas de 30 °C hasta 90 °C. El pH se determiné
usando una solucion reguladora de acetatos 50 mM con valores de pH de 3.6 a 5.0,
una solucién reguladora de fosfatos 50 mM con valores de pH de 6.0 a 8.0 y una
solucién reguladora de glicina con pH 9.0 (Amaro-Reyes y col., 2011). La energia
de activacién (Ea) de la enzima libre e inmovilizada se determiné mediante el

andlisis de regresion lineal de la ecuacion de Arrhenius.
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4.8 Estabilidad a la temperatura de la enzimainmovilizada
La estabilidad a la temperatura de las NME fue determinada ensayando la actividad
enzimatica luego de incubarla a la temperatura Optima, durante un lapso de 60
minutos tomando muestra cada 10 minutos, utilizando un bafio seco AccuBlock
(Labnet, Edison, NJ, EUA)). La vida media de la enzima se calcul6 mediante
analisis de regresion lineal de la actividad especifica a la temperatura deseada en

funcion del tiempo. (Swarnalatha ycol., 2013).

4.9 Efecto de diferentes quimicos sobre la xilanasa
Se determiné el efecto de diferentes sustancias (metales, detergentes, agentes
reductores) sobre la actividad catalitica de las NME y de la enzima libre en

condiciones de temperatura y pH éptimos. (Amaro-Reyes y col., 2011).

4.10 Capacidad de reutilizacion de las NME
La capacidad de reutilizacion de las NME fue evaluado ensayando la actividad
catalitica en sucesivos ciclos. Cada ciclo consistio en la determinacion de la
actividad de xilanasa en las NME y la inmediata filtracion de la mezcla de reaccién

através de un papel filtro Whatman #1 para recuperar las NME.

4.11 Caracterizacion de las NME
Se tomaron microfotografias mediante microscopia electrénica de barrido en alto
vacio con una aceleraciéon de electrones con voltaje de 15kV usando un
microscopio Carl Zeiss (EVO-50, Zeiss, Jena, Alemania) para observar la
morfologia de las nanoparticulas magnéticas (NPM). Una muestra de NME
deshidratada a 80 °C por 8 horas fue montada en el portaobjeto, posteriormente fue
recubierta con oro mediante pulverizacion catddica durante 60 segundos y 30 mA
(Desk 1l, Denton Vacuum, NJ, EUA). Las mediciones de saturaciéon magnética,
fueron determinadas por medio de un Micromag 2900 (Applied magnetic laboratory,
Baltimore, EUA). El tamafio de particula del material de quitosano fue medido por
dispersion de luz dinamica (Brookhaven Instruments, Modelo B1-200 SM)

realizando una dilucion de la muestra en etanol agua (1:1) con un sonicacion por 5
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minutos. Las NME se caracterizaron por calorimetria diferencial de barrido (DSC)
con un DSC (Perkin Elmer, Massachussets, EUA). Las muestras se limpiaron en
una atmosfera de nitrégeno, la tasa del flujo de calor fue de 25 °C a 500°C con un
aumento de 10°C por minuto. Como material de referencia estandar para calibrar
las escalas de temperatura y energia del instrumento DSC fue utilizado Indio (m.p.
=156.8 °C).

4.12 Anélisis estadistico
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y fueron reportadas como la
media de los ensayos. El disefio experimental y comparacion de medidas (con p<
0.05 como el nivel minimo significativo) se realiz6 mediante el software J.M.P 5.0.1
(2002, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Preparaciéon de las nanoparticulas de quitosano

Una parte esencial de las nanoparticulas, es la capacidad magnética, la cual es
conferida por las sales de hierro empleadas en la sintesis. En la Figura 9 se
muestran las curvas de histéresis de la mezcla de sales de hierro, en dos campos
distintos, ambas muestran el momento magnético de los 6xidos de hierro. En la
Figura 10A se muestra la grafica del momento magnético de las sales en un campo
de 100 mili Teslas obteniendo una saturacion magnética de 16.91 pAm?/Kg,
mientras que en la Figura 10B se muestra el momento magnético en un campo de 1
Tesla teniendo una saturacién magnética de 11.83 pAm?/Kg, debido al tipo de curva
gque se forma se puede decir que el soporte se comporta como un material
ferromagnético. Los materiales ferromagnéticos muestran fuerza de atraccion hacia
el campo magnético externo aplicado parecido a los materiales paramagnéticos
pero con una intensidad superior, los materiales ferromagnéticos conservan una
magnetizaciéon, llamada magnetizacion remanente cuando se retira el campo
magnético exterior, solamente el hierro, cobalto y niquel son ferromagnéticos en la
temperatura ambiente, esto puede explicar el porqué el soporte tiene este
comportamiento. (Bulte y col., 1994). En otros estudios las nanoparticulas de
guitosano con oxidos de hierro tienen un tamafio de particula aproximadamente de
40 pm, reportan una saturacién magnética completa de 24 Am?Kg (Hritcu y col.,
2011). Li y Col. (2008) proponen que la pérdida de la capacidad magnética del
material se debe principalmente a la presencia de un polimero empleado en la
sintesis del soporte, que posiblemente genera desorden en la superficie formando
una capa magnéticamente muerta. Lo que sugiere que tanto el tamafio de particula
como el uso de moléculas quimicas no magnéticas como el quitosano durante la
sintesis, tiene relaciéon con la capacidad magnética final del material.

La mezcla de sales de hierro que presentd mayor magnetismo fue con relacion 1:2
(quitosano:hierro) sin sonicacion, mezcla que fue utilizada para la sintesis del
soporte para los ensayos posteriores. La sonicacion esta relacionada con el tamafio
de particula del soporte, pues en tratamientos con menor tiempo de sonicacién se

llegan a obtener tamafios de particula de aproximadamente 300 nm, lo que sugiere
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gue el tiempo de sonicacion puede influir en el tamafio de particula y por lo tanto en

el porcentaje de absorcion de proteina.

A)
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Figura 10. Curvas de histéresis que muestran la saturacion magnética del soporte.
A) Momento magnético de las sales de hierro en un campo de 100 mili Teslas.

B) Momento magnético de las sales de hierro en uncampo de 1 Tesla.
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Reticulacion de las particulas con genipino

La sintesis de las NME es un método que logra un buen rendimiento en absorcion
de proteina. Se probaron todas las combinaciones propuestas por el disefio
factorial fraccionado. En el Cuadro 2 se puede observar la cantidad de proteina
libre después de haber sido expuesta al soporte magnético. El tratamiento dos con
3 % de quitosano y 2.5 % de genipino fue el que presento mayor absorcion por lo

gue se utiliz6 este tratamiento para la sintesis del soporte.

Cuadro 2. Proteina absorbida por el soporte.

Tratamiento  Quitosano  Genipino Proteina Desviacion
(% p/v) (% phv) libre estandar
(mg/ml)
1 0.5 25 6.501 2.114
2 3.0 2.5 0.9626* 0.077
3 3.0 0.25 8.615 1.95
4 0.5 0.25 6.804 5.87

*Diferencia estadistica significativa con p>0.05.

Los resultados muestran que la absorcién de la proteina si tiene relacion con la
concentracion total de genipino, la unién de la proteina es mayor cuando el
genipino se encuentra en concentraciones mas elevadas.

Existen diferentes métodos para sintetizar estas particulas, Wang y col. (2013)
proponen como método una microemulsion donde se obtiene una absorcién de
proteina de aproximadamente 110 mg/g de soporte. Por otra parte Morales y col.
(2013) proponen la polimerizacion del quitosano con acrilamida (1:1) teniendo con
este método una absorcion de BSA de 350 mg/g de soporte. Esto nos indica que la
absorcién del soporte con quitosano es 5 veces menor que los soportes preparados

conacrilamida y 1.5 veces menor que los soportes preparados por microemulsion.
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Cinéticade absorciéon de BSA

Después de obtener el tratamiento que muestra la maxima absorcion de proteina,
se determind la cinética de absorcion con BSA. De acuerdo a los datos obtenidos
se logra una absorcion total de proteina (14 ug de BSA/ mg de soporte) a partir de
los 60 minutos de exposicidén y hasta las dos horas, como se muestra en la Figura
11, no se muestra un incremento aparente en la proteina libre, deduciendo que el
soporte es capaz de retener la proteina sin que la saturacion influya en la unién del

soporte con esta y suponga un incremento.
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Figura 11. Cinética de absorcion de BSA.
Determinacion del grado de reticulacion

El grado de reticulacion se obtuvo mediante el ensayo de ninhidrina, se pudo
observar que después de una hora de exposicién se logra una reticulacion del 45
%, ya que la cantidad de grupos aminos libres que se exhiben después de la
reaccion son muy pocos. Esto también puede verse en la cinética de absorcién
donde después de una hora es absorbida toda la proteina y esto se llega con un
grado de entrecruzamiento alto. Yuan y col. (2007) sugieren que el grado de

entrecruzamiento es dependiente de la concentracion del genipino y del tiempo de
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reaccion obteniendo porcentajes de reticulacion de hasta 38 %. Mientras que Mi y
col. (2001) obtuvieron solo un 9.9 % de grado de reticulacion después de 6 horas

de exposicion al genipino.
Caracteristicas del hinchamiento de las nanoparticulas

La Figura 12 muestra las caracteristicas de hinchamiento en 3 intervalos de tiempo,
se esperaria que la relacion de hinchamiento aumentara al aumentar el tiempo de
exposicion, sin embargo el soporte presenta una mayor relacion de hinchamiento a
los 20 minutos de exposicion disminuyendo significativamente a los 40 y 60
minutos. Esto puede deberse a que el soporte al llegar a su maximo punto de
absorcién sufre una saturacién que tiene como resultado un efecto negativo sobre
la capacidad de retencion. Yuan y col. (2007) exponen resultados similares a estos,
el porcentaje de la relacion de hinchamiento disminuye conforme aumenta el tiempo
de reaccion de entrecruzamiento. Ademas la concentracién de genipino no tiene un
impacto relevante. En contraste Cui y col. (2014), y Mi y col. (2001) reportan que el
hinchamiento de nanoparticulas disminuye con el aumento de la concentracion de

genipino.
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Figura 12. Porcentaje de hinchamiento de las NME a distintos tiempos.
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Temperaturay pH 6ptimo de la xilanasa

Es comunmente encontrado que la enzima inmovilizada tiene una estabilidad
térmica mayor que las enzimas libres debido a la reduccion de la flexibilidad
conformacional en las enzimas inmdviles (Chang y col., 2004).

En la Figura 13 se muestra la actividad de la enzima libre contra la enzima
inmovilizada a diferentes temperaturas, se puede observar que ambas enzimas
tienen mayor actividad en una temperatura de 70 °C. La actividad relativa de la
enzima libre se mantiene mas o menos lineal (50%) de 30 a 60 °C hasta llegar a su
punto maximo a 70 °C. , Mientras que el comportamiento de la actividad de la
enzima inmovil es proporcional al aumento de las temperaturas hasta llegar a su
punto méaximo de 40 a 70 °C. El 100 % de la enzima libre equivale a 4.45 U/mg de
proteina mientras que el 100 % de la enzima inmovilizada es de 0.0635 U/mg de

soporte.
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Figura 13. Actividad de la enzima libre contra la enzima inmovilizada a distintas

temperaturas.
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Ea (energia de activacion) se refiere a la minima energia requerida para que una
reaccion proceda, para la mayoria de las reacciones catalizadas por enzimas los
rangos de Ea van de 2 a 40 Kcal/mol. La energia de activacion de la enzima libre es
igual a 22.24 KJ/Kmol K y la energia de activacion de la enzima inmovilizada es
igual a 63.14 KJ/Kmol K.

La seleccién de un pH optimo es muy importante para el proceso de absorcion, el
pH no solo afecta la carga de la superficie del adsorbente si no también el grado de
ionizacion y la especiacion del absorbente durante la reaccion (Thinh y col., 2012).
En la Figura 14 se muestra que la actividad enzimatica de la enzima libre contra la
enzima inmovil en un rango de pH que va de 3 a 9, al igual que en la temperatura,
ambas enzimas presentaron mayor actividad a un pH de 9. Estos resultados
contradicen lo anteriormente reportado donde su maxima actividad esta en un pH
de 7. Para la enzima libre su actividad relativa del 100% equivale a 6.18 U/mg de
proteina mientras que en la enzima inmévil el 100% equivale a 0.075 U/mg de
soporte.

Comparando los resultados con la base de datos BRENDA donde la enzima tiene
su maxima actividad en un pH de 6 a 7 y a una temperatura que va de 60 a 75 °C,
se puede observar que difiere unicamente en el pH éptimo ya que la temperatura

Optima esta dentro del rango de la base de datos. (www.brenda-enzymes.org.).

100+ . B
- enzima inmadvil
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Figura 14. Actividad de la enzima libre contra la enzima inmovilizada a distintos

valores de pH.
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Estabilidad a latemperatura

En la Figura 15 se puede observar que la estabilidad va disminuyendo con el
tiempo, aunque la inmovilizacion le confiere a la enzima una mayor proteccion al
ser expuesta a cierta temperatura durante tanto tiempo la estructura de la enzima

sufre cambios llevandola a una degradacion lenta.

Actividad Relativa %

10 20 30 40 50 60
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Figura 15. Actividad de la enzima inmovilizada a 70 °C durante el tiempo.

Efecto de diferentes quimicos sobre la xilanasa

Segun la literatura existen algunos iones metalicos mono y di valentes que tienen
actividad inhibitoria o activadora hacia la enzima o bien le proporcionan proteccion
térmica. En la Figura 16 se observa que el DTT aumenta la actividad en la enzima
libre, siendo el 100 % equivalente a 6.26 U/mg de proteina mientras que el CuSOg4
presenta caracter inhibitorio con un 51.80% de actividad equivalente a 3.24 U/g de
proteina; a diferencia de la enzima inmévil como se muestra en la Figura 17 la
maxima actividad se ve potenciada por el Triton X representando un 100 % de
actividad equivalente a 0.19 U/mg de soporte y al igual que la enzima libre, la

enzima inmovilizada se ve inhibida por el CuSO4. De acuerdo a la base de datos
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BRENDA el B-mercaptoetanol y el Cu?* son inhibidores de la enzima, comparando
con los resultados el B-mercaptoetanol no tuvo mayor relevancia sin embargo uno
de los quimicos que tuvo la mayor accion inhibitoria fue el CuSO,4 para ambas

enzimas, libre e inmovilizada.

Actividad Relativa
HRANRARAN

Actividad Relativa

Figura 17. Efecto de los quimicos sobre la enzima inmovil.
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Capacidad de la reutilizacién de las NME

Las enzimas presentan cierta sensibilidad a las condiciones en las que trabajan y
pueden presentar una pérdida de actividad enzimatica si este no es favorable. La
inmovilizacion le confiere a la enzima proteccién y ventajas sobre el desempefio en
los cambios de las condiciones. En la figura 18 se observa que en
aproximadamente 5 ciclos de reuso de la enzima inmovilizada se logra conservar
un 87% de la actividad. Esto confirma que la inmovilizacion le confiere a la enzima
mayor actividad en condiciones de temperatura de 70 °C y de pH 9 y que la
desnaturalizacion de la enzima es méas lenta fuera de estas. Demir y col. (2014)
sugieren que el quitosano le da suficiente rigidez a la enzima para evitar su
desnaturalizacién en condiciones de temperatura y pH extremas ya que el soporte
logra mantener estables los enlaces covalentes restringiendo de esta manera la
movilidad de la enzima dandole rigidez y como consecuencia evitando la
desnaturalizacion. A su vez proponen que si la enzima inmévil en un soporte de
guitosano se somete a menores temperaturas con las mismas condiciones de pH

se podria ampliar el nUmero de ciclos de uso de la enzima.
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Figura 18. Ciclos de reuso de la enzima inmovilizada.
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Caracterizaciéon de las nanoparticulas

Se tomaron microfotografias del soporte con un microscopio electrénico de barrido
recubriendo las muestras con una capa ultra fina de oro para obtener informacion
sobre su morfologia.
En la Figura 19 se muestran las distintas fotografias tomadas en varias
ampliaciones, se puede observar que principalmente son moléculas esféricas con
un amplio rango en didmetros y que forman agregados densos por el tamafio

individual de las particulas.

15,00 kU ,8.0 mm 1.03KX i 15.00kV.  75mm 2052KX 318 Hig

15,00k\. 8.0 mm 100 X L 1500kv  55mm SE1

Figura 19. Microfotografias del soporte magnético. A) Microfotografia con 1,000
ampliaciones. B) Microfotografia con 20,000 ampliaciones. C) Microfotografia con
100 ampliaciones. D) Microfotografia con 5,000 ampliaciones.
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El tamafio de particula fue determinado mediante dispersion de luz dinamica, a
continuacion se observan los resultados de los histogramas de la enzima
inmovilizada, del soporte y del quitosano.

El soporte (Figura 20) mostro una distribucion de tamafio de particulas muy cerrada
con un promedio de 32.5 nm, la enzima inmovilizada (Figura 21) mostré un
histograma bimodal, con dos distribuciones de particula distintos y con un promedio
de tamafo de particula de 254 nm. Esto se le puede atribuir a que las particulas
forman agregados como se mostré en las microfotografias. Por ultimo el quitosano
(Figura 22) con una distribucién mas amplia, tiene un promedio de tamafio particula

de 395.5 nm.
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Figura 20. Distribucién del tamafio de particula del soporte magnético.
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Figura 21. Distribucion del tamafio de particula de la enzima inmovilizada.
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Figura 22. Distribucién del tamafio de particula del quitosano.

Rodriguez y col. (2010) sugieren que tanto el tamafio de particula como la
morfologia dependen del método de preparacion del quitosano, el agente
reticulante y las modificaciones que tenga. Dependiendo de estos factores las
particulas pueden ser esféricas o irregulares con didmetros de hasta 500nm.

Wang y col. (2013) proponen que para tener una mejor absorcién de proteina, el

tamafio de particula del soporte debe estar entre 10 y 20 nm. Esto se debe a que

37



se tiene una mayor superficie de exposicion de los grupos funcionales NH, y OH del
soporte, ademas que la absorcion es dependiente del pH. Por lo tanto si se
disminuye el tamafio de las NME y se optimiza el pH de la reaccion de reticulacion
se logrard una mayor absorcion de proteina.

Para finalizar la caracterizacion se sometio a Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC). Una técnica de analisis térmico que permite medir cambios energéticos de
la muestra en presencia de un material de referencia. Se realizé un perfil de DSC al
soporte sin enzima, a la enzima inmovilizada y a la enzima sola en el rango de
temperatura de 25 a 500 °C. Sin embargo para este estudio cobran mayor
relevancia los cambios de las muestras sufridos hasta los 100 °C ya que hasta esta
temperatura es significativo el efecto de la temperatura sobre la enzima. En la
Figura 23 se puede observar un cambio estructural debido al aumento de
temperatura aproximadamente en 65 °C tanto para la enzima libre como para la
enzima inmovilizada respectivamente. Siendo congruente este comportamiento con
la temperatura optima de la enzima libre e inmovilizada. Para el caso del soporte,
este primer cambio estructural se presenta aproximadamente en los 73 °C.
Adicionalmente se aprecia que cuando la enzima esta inmovilizada con el soporte
se requiere 1.4 veces mas energia para que se lleve a cabo este primer cambio
estructural comparada con la enzima libre. Esto puede relacionarse con que el
soporte brinda proteccién térmica durante mas tiempo a la enzima inmovilizada,

concordando con los resultados de ensayos de estabilidad térmica.
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Figura 23. Termograma de DSC. Enzima inmovilizada (naranja), el soporte

magnético (azul) y la enzima libre (gris).
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6. CONCLUSIONES

Las NME fueron sintetizadas exitosamente con caracteristicas magnéticas elevadas
y con una capacidad de reticulacion con genipino alta, sugiriendo que el grado de
reticulacion del quitosano y la enzima tiene una relacion directa con la
concentracion final de genipino. Se analiz6 el comportamiento de la actividad
enzimatica libre e inmovilizada bajo diversas condiciones de pH, temperatura,
diferentes quimicos y en ciclos de reuso.

Mediante la inmovilizacion de la xilanasa en el soporte magnético se determiné que
la enzima presenta un maximo de actividad en una temperatura de 70 °C ya un pH
9, lo que demuestra que el soporte le confiere a la enzima proteccion en ambientes
de condiciones extremas, evitando la pérdida total de su actividad al mismo tiempo
gue le da la capacidad de ser utilizada en aproximadamente 5 ciclos de relso
manteniendo el 87% de su actividad, se observd que hay quimicos que
potencializan la actividad y otros que la inhiben, siendo distintos para cada una de
las enzimas, libre e inmovilizada.

A través de la microscopia electronica de barrido se observdé que el material
sintetizado tiene unidades esféricas y que a pesar de ser muy pequefias tienden a
formar agregados, mismos resultados que se pudieron corroborar en el tamafio de
particula mediante dispersion de luz, dando histogramas bimodales debido a los
aglomerados de particulas.

En general la inmovilizacion de la xilanasa en el soporte tuvo grandes ventajas en
cuanto a su actividad en distintos ambientes ademas de que presenta una facil
recuperacion de la enzima para su reutilizacion.

Por lo tanto la inmovilizacién enzimatica puede proveer una solucion alternativa a
los problemas a los que se ven enfrentadas las industrias en estos tiempos, para la
elaboracion de sus productos a granel, al disminuir los costos debido a la
posibilidad de reutilizacién y al hacer frente a las limitaciones de condiciones en las

gue trabaja una enzima.
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