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La produccién de quitosano enzimaticamente
representa una alternativa al método quimico, ya
que ademas de reducir el impacto ambiental,
favorece el control disminuyendo la degradacion
del producto durante el proceso [1]. El objetivo de
este trabajo fue la purificacion parcial de extracto
enzimatico de quitina desacetilasa de C.
gloesporoides y su evaluacion sobre diferentes
quitinas. Extracto enzimatico de C.
gloesosporoides fue producido en medio liquido.
Posteriormente ultrafiltrado, precipitado vy
fraccionado por cromatografia [2]. La actividad
desacetilasa se determind por espectrofotometria
y cromatografia de gases. El extracto
semipurificado fue aplicado en quitinas con 60%
de grado de acetilacion (DA) (quitosano
reacetilado) en buffer de tetraboratos a pH 8.5 a
45C. Las quitinas antes y después de ser
desacetiladas por método enzimético fueron
caracterizadas en cuanto a su peso molecular y
DA. La precipitacion produjo la mayor
concentracion de actividad de la enzima
desacetilasa con recuperacién del 80% (Tabla 1).

Tabla 1. Purificacion parcial de quitina desacetilasas de
C. gloeosporoides.

Proteina UA Actividad

Inicial Etapa (mg/ml) /ml Especifica R (%)
Extracto 0.107 0.014 0.13 100
Ultrafiltrado® 1 0.383 0.042 0.109 75

Q sefarosa® 2 0.002 0.017 85 10
Precipitado 1 0.185 0.113 0.618 80

Q sefarosa 2 0.002 0.024 12.0 3.6

UA unidades de actividad, R rendimiento *membrana de corte de
5um,°FPLC Q sefarosa [2]

La aplicacién de las enzimas semipurificadas
mostré la maxima produccién de acetato (medida
indirecta de la desacetilacion) utilizando una
concentracién de enzima del 0.145mg/ml y 5mg de
quitina /ml con un tiempo de reaccién de 12h (Fig.
la). La cinética de desacetilacion a diferentes
concentraciones de quitina mostr6 mayor
produccion de acetato 12.59 umol y 12.9 ymol de
acetato a 5mg/mL y 7.5mg/mL de quitina,
respectivamente. Las tasas de velocidad mas

—>— PM (kDa)

elevadas fueron de 0.024 y 0.026 (min™)

correspondientes a 7.5 y 10 mg/ml de quitina (Fig.

1b tabla 2).
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Figurat=vfa¥RProdeeeidn de acetato () y rédiiccion del
PM (A) en quitina (DA 60%) desacetilada a diferentes
concentraciones de enzima. (b) Produccion de acetato a
diferentes concentraciones de quitina (Da 60%) durante
300 min de reaccion, puntos ajustados al modelo de
Gompertz.

Tabla 2. Parametros de velocidad de desacetilacion a
diferentes concentraciones de quitina (DA 60%).

Quitina( mg/mi) Prnax K (min™) Voax R
25 881 +122 0.02 + 0.003 0424 0098
5.0 12.59 + 0.39 0.019+0.002  0.355 0.99
75 12.9 + 0.37 0.024+0.002 0334 098
10.0 12.0 0.27 0.026+0.002 0324 099
12.5 11.49 +0.27 0.025+0.002  0.364 0.99

Valores obtenidos por ajustes realizados con el modelo de Gompertz.
Los resultados de la reaccion en diferentes
quitinas, indicaron presencia de desacetilacién en
muestras modificadas, alcanzando el menor valor
de DA para la quitina hidrolizada, 20% de
desacetilacion con 18% de pérdida de PM (Tabla
3).

Tabla 3. PM y DA de muestras antes y después de la
desacetilaciéon enzimatica a 300min de reaccion.

PM (kDa) PM(kDa) DA DA
Muestra A ) L ;
Inicial final inicial final
QB* 1200+72.5 1198+92.6 95.5+1 95.3 +1

QB polvo 963+93.2 909+38.8 93+1.8 90.6 +1.7
QQ° 851+95.8 839+82.3 94.5+1.4  94.41+25
B quitina 831+2.3 799+12.0 89.2+1.01  83.7+1.3
DQBpolvo® 783+23.6 713+23.6 72.8+1.1  60.8+1.38
MW QB 413+12.2 37158 91+1.5 88.38 + 1.2
EQ® 334+26.2 329+8.3 92.4+0.7  86.29+1.7
EQ-P 267+6.5 275+2.3 89.4+15 81.55+1.6
QH® 102+8.9 86+7.4 79.9+2.9 55.3+2.7

®Quitina biolégica, "quitina quimica, °polvo de quitina biolégica desacetilado,
microondas, ‘esponja de quitina, ‘precipitado de esponja de quitina, ‘quitina
hidrolizada.

El extracto crudo enzimatico semipurificado de C.
gloesporoides fue capaz de desacetilar muestras
de quitina (DA 60%) y quitinas modificadas.
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