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Resumen

Los procesos catalizados por enzimas en la industria son cada dia mas numerosos, ya que
presentan una serie de ventajas frente a los catalizadores convencionales no biologicos. Sin
embargo, su empleo no se ha generalizado debido a que la mayoria de las enzimas no son
estables en las condiciones de trabajo utilizadas. La inmovilizacion de enzimas en soportes
solidos puede incrementar dicha estabilidad en las condiciones de trabajo (pH, temperatura)
permitiendo ademas, que las enzimas puedan ser reutilizadas. De la variedad de materiales
estudiados para inmovilizar enzimas se destaca el quitosano, ya que brinda propiedades
fisicas y quimicas de interaccion enzima-soporte para llevar a cabo reacciones biologicas
con alto grado de eficiencia, mayor estabilidad térmica y operacional y bajo costo. Ademas,
estos biopolimeros son abundantes, biodegradables y no toxicos. En Puerto Madryn
(Chubut), la industria procesadora de langostinos genera residuos solidos (exoesqueletos)
causando un problema ambiental. De estos residuos ricos en quitina se obtiene el quitosano.
Se extrajo quitosano de residuos de crustaceos patagonicos y se utilizd como soporte en la
inmovilizacién de la enzima Philibertaina g, proteasa perteneciente a un extracto crudo
aislado de la planta patagénica Philibertia gilliessi. Para la obtencion de quitosano, la
quitina previamente purificada, fue desacetilada con NaOH al 50%. El grado de
desacetilacion fue de 90,2% (técnica potenciométrica) y el peso molecular viscosimétrico
resulté de 2x10°Da. La inmovilizacion de la enzima se realizé por dos técnicas: i) unién
covalente (UCov), donde se utiliz6 glutaradehido como activante del grupo amino del
quitosano; ii) entrampamiento (Entr), en geles de quitosano obtenidos por gelificacion
i6nica utilizando tripolisfosfato de sodio. La actividad enzimatica del extracto crudo e
inmovilizado se determind empleando caseina como sustrato y se expreso en Ucas (Unidad
caseinolitica). Al extracto crudo (100ul) y al inmovilizado (100mg) se anadio 1,1ml de
caseina al 1% en bafio termostatizado a 37°C; la reaccion se detuvo a diferentes tiempos,
agregando 1,8ml de TCA al 5%. Luego se centrifugd midiendo la absorbancia de los
sobrenadantes a 280nm y se evaluo la estabilidad a diferentes pH. La actividad enzimética a
pH=8 fue de 0,077Ucas (enzima libre en extracto crudo), 0,043Ucas (UCov) y 0,049Ucas
(Entr). El porcentaje de inmovilizacion fue mayor para la enzima entrampada. Se observo
mayor estabilidad al pH para la enzima inmovilizada Ucov. Las enzimas proteoliticas
poseen un amplio campo de aplicacion, la busqueda de estrategias para optimizar su
desempeiio catalitico resulta de gran importancia para su uso industrial.
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