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INTRODUCCIÓN 

Al establecer las condiciones óptimas para el uso de biomoléculas tales como 

las enzimas, se busca identificar métodos para la producción de sustDncias 

identificadas como de origen biológico. Esto evita el procesar compuestos 

sintéticos que conllevan a la formación de deshechos contaminantes. 

Estudiar los cambios bioquímicos producidos por los microorganismos, 

permite crear sistemas controlables "in vitro," que a· diferencia de la Industria 

Química generen subproductos respetuosos del equilibrio ecológico. 

Lo anterior es uno de los fines de la Biotecnología, ciencia que en los ílltimos 

años ha tenido un gran auge mundial dadas sus diversas aplicaciones en los sectores 

salud, agropecuario, ambiental, industrial, alimentario. 

El aislamiento y purificación de los catalizadores biológicos pe1mite 

inmovilizarlos sobre matrices sólidas para efectuar catálisis en medios acuosos o 

bien no acuosos. La aplicación de medios no acuosos como son fluidos 

supercriticos, disolventes orgánicos y en fase gaseosa aumenta el espectro de uso de 

las enzimas. 

La obtención de compuestos volátiles en escala comercial, tales como el 

acetaldchído, a partir de la con\ersión catalítica de sustratos en estado gaseoso en 

reactores sólido - gas, en principio resulta más rentable que el costo nonnal que se 

invierte en una fennentación. Además, la recuperación del producto es simple y 

éste se obtiene libre de contaminantes (Bárzana, l 989a). 



------------------------INTRODUCCIÓN 

La bioxidación del etanol, es llevada a cabo por la enzima Alcohol Oxidasa, 

cuya actividad se ve afectada severamente durante su inmovilización, uso y 

manipulación en ger.eral. 

Por ello los objetivos de este proyecto son, mediante estudios experimentales: 

Dctenninar los mecanismos principales de inactivación de la Alcohol Oxidasa 

inmovilizada . 

Proponer una forma de atenuar el deterioro de la actividad de la enzima. 

Este trabajo no pretende establecer las características y propiedades de la 

enzima inmovilizada, sino que sólo se limita a establecer, según los antecedentes 

de la literatura, el efecto del oxígeno sobre la inactivación de la enzima. 

El entendimiento del mecanismo de inactivación de la enzima inmovilizada 

pennitirá alcanzar una catálisis estable durante un período continuo de operación en 

un reactor sólido-gas para la producción de acetaldehído. Este compuesto es de 

importancia comercial en la industria alimentaria, ya que es el responsable del sabor 

fresco de jugos y vinos principalmente, además de ser un aditivo y conservador 

natural de alimentos. 

La enzima también cuenta con aplicaciones en el sector salud ya que su 

empleo pennite la fabricación de electrodos o tiras reactivas para detem1inar de 

manera rápida y exacta la concentración de alcoholes primarios como etanol y 

metano! en fluidos biológicos. 



CAPITULO 

2 

ANTECEDENTES 

La mayoria de las reacciones químicas que ocurren en los sistemas biológicos 

son catalizadas por proteínas espec[ficas denominadas enzimas, las cuales pueden 

ser altamente específicas, tanto en la reacción que catalizan como en su selección de 

reactantes llamados sustratos. 

Estas biomoléculas se clasifican de acuerdo a la función que realizan como: 

Transferasas, Hidrolasas, Liasas, /somerasas, Ligasas, y Oxidoreductams. 

Las enzimas oxidoreductasas catalizan la oxidación o reducción de sustratos. 

Estas enzimas se distinguen entre sí con base en el aceptor final de electrones que 

puede ser H202, 02, o bien cualquier otra molécula. De acuerdo al aceptor existen 

cuatro tipos de oxidoreductasas: 

a) Deshidrogenasas. Este tipo de enzimas catalizan la oxidación del sustrato, 

donando hidrógeno o un par de electrones a un aceptor que puede ser NAD+ 

(nicotinamido adenin dinucleótido), NADP+ (nicotinamido adenindinucleótido 

fosfato), ferrocitocromo, ácido lipoico oxidado, principalmente. Este tipo de 

reacciones se llevan a cabo en condiciones aeróbicas o anaeróbicas. El cofactor 

reducido del enzima se regenera por la acción de otra enzima. 

AH2 + B 

Donador Aceptor 

A+ BH2 



--------------- . ____ ANTECEDENTES 

b) Oxigenasas. Oxidan el sustrato por la inCOIJlOracióu de uno o más átomos 

de oxigeno molecular en el sustrato. 

Dioxigenasas A + 02 ___,, A02 

Monoxigenasas A + 02 + BH2 ---- AO + B + H20 

donde BH2 puede ser NADH o NADPH 

Dentro de este grupo se encuentran clasificadas las enzimas catalasa y 

peroxidasa que realizan la oxidación del sustrato debido a la incorporación de 

oxigeno el cual proviene exclusivamente de H20 o del H202. 

e) Oxidasas. Estas enzimas actúan únicamente en condiciones aerobias, por 

lo que en la oxidación del sustrato, el aceptor del par de electrones y/o del 

hidrógeno es el oxígeno molecular (02). Las oxidasas presentan en su estructura un 

cofactor que generalmente es el F AD (Flavín dinucleótido) el cual es regenerado al 

final de la reacción enzimática. Debido a la presencia de este cofactor en la enzima, 

éstas son conocidas también con el nombre de flavoproteínas. (Huitrón, 

1983)(Whitaker,1980). 

AH2 + 02 ---~ A + H202 

2AH2 + 02 -----+ 2A + 2H20 

Dentro de las oxidasas, se encuentra clasificada la enzima Alcohol oxígeno 

oxidoreductasa (EC.1.1.3.1.3), también conocida comoAlcolwl Oxidasa. 



2.1 Bioquimica de las levaduras metilotr6ficas. 

La enzima alcohol oxidasa es sintetizada por levaduras metil'Jtróficas tales 

como Pichia pastoris, Candida boidinii, Hansenula po/vmomha, y Toru/opsis sp 

(Woodward, 1980). 

Cuando la levadura crece con metano! como única fuente de carbono 

desarrolla vesículas subcelulares a través del retículo endoplásmico conocidas como 

peroxisomas. La estructura y forma de los peroxisomas presentes en la levadura 

dependen de las condiciones del cultivo. El peroxisoma ocupa la mayor parte del 

citosol cuando la levadura crece en presencia de metano! (Harder y Veenhius, 1989). 

El monómero de la Alcohol oxidasa (A.O) es sintetizado en el citosol 

(Woodward,1980). La membrana del peroxisoma presenta proteínas transportadoras 

que permiten la entrada del monómero para que dentro de este organelo se lleve a 

cabo el ensamblaje octamérico de las sub1midades para formar la enzima activa. 

La síntesis del peroxisoma está regulada en la levadura por la fuente de 

carbono; es decir, cuando la levadura crece en un medio de cultivo en presencia de 

carbohidratos simples tales como Ja glucosa, el microorganismo no sintetiza el 

organelo y por lo tanto no hay presencia de alcohol oxidasa. L.: síntesis de A.O está 

regulada en la célula por represión e inducción catabólica. 

La enzima A.O se encuentra empaquetada dentro del peroxisoma en una red 

cristalina. Debido a que la flavoproteína es susceptible al peróxido de hidrógeno 

producido en la reacción, la levadura sintetiza catalasa en respuesta a este 

compuesto, por lo que la catalasa está situada de igual forma en el peroxisoma. 



·--------___ ANTECEDENTES 

En la figura 2.1 se muestra la metabolización del metano! en la levadura. El 

metano! atraviesa la membrana celular dentro del peroxisoma para ser oxidado a 

formaldehldo. Este compuesto junto con la xilulosa-5-fosfato son utilizados por la 

célula para la s!ntesis de sustancias complejas que permitan la supervivencia de la 

levadura. La regeneración de la xilulosa-5-fosfato requiere de A TP. Esta pentosa 

posteriormente es traslocada a través de la membrana peroxisomal; la importancia 

de este proceso radica en el consumo de energía requerido, por lo que si existe una 

limitación de A TP, no sería posible la formación de la pentosa y por lo tanto la 

concentración de fonnaldeh!do aumentaría dentro del peroxisoma provocando el 

paso, por difusión, del formaldehldo al citosol. Lo anterior conduce a una 

desasimilación por oxidación de fonnaldehldo a C02 y por consecuencia la muerte 

celular. De ;gual fonna si en el medio de cultivo de P. pastoris aumenta la 

concentración de metano!, ocasionarla la muerte de la célula (Harder, 1989). 
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Figura 2.1 Melabolización de MetOH en P. pastoris. l.A.O 2.Ca!alasa 

3.Formaldehído deshidrogenasa 4.Fonna/o deshidrogenasa 5.Dihidroxiacelonc 

sin/e/asa 6.Dihidroxiacelona cinasa 7.Fruc/osa 1,6-difo~falo a/do/asa 8. Fructosa 

1-6 Difosfalo fosfatasa (Douma el al 1985). 



ANTECEDENTES 

2.3 Alcohol Oxidasa 

La A.O de l'ichia pastoris es un polipéptido constituido por ocho 

subunidades idéntkas, las cuales no están unidas por puentes disulfuro (Couderec y 

Baratti, 1980). 

El oc!ámero está formado por dos tetrámeros situados uno frente a otro a 45°. 

El octámero no ensamblado es inactivo. La figura 2.2 muestra un esquema del 

octámero. 

·o·u-· T•t•6~•ro suparl."or 

' . ' ·o·o·..._ T•tr6"!••• 
urerior 

Tetr6,.oro 
...,_superior 

....,.Tetrámero 
inferior 

Vista 
do frenta 

Vista 
de lado 

Figllra 2.2 Representación esquemática de 

un octámero de la enzima Alcohol Oxidasa 

(Woodward, 1990). 



La flavoprotelna presenta W1 peso molecular de 675,000 daltons con un punto 

isoeléctrico de pH=6.3. Como coenz.ima contiene FAD (llavín adenín 

dinucleótido), el cual está wiido a la proteína por enlaces no covalentes. Cada 

subunidad contiene IUl FAD por molécula. Esta coenzima absorbe a 383 y 456 

nanómetros (mn). La biomolécula pierde su actividad si el FAD se desambla 

(Couderec y Baratti, 1980). 

La enzima cataliza la oxidación de alcoholes primarios de cadena corta a sus 

aldehldos correspondientes según la siguiente ecuación: 

R-OH + 02 ----~ R-CHO + H202 

La actividad de la enzima disminuye al aumentar la cadena alifática en el 

alcohol, no actúa sobre cadenas de cinco carbonos, alcoholes aromáticos, alcoholes 

alifáticos secwidarios y terciarios. Sus mejores sustratos son el etanol y el metano! 

(Couderec y Baratti, 1980). El fon u aldehído producido durante Ja reacción 

enzimática es el único que puede ser oxidado en solución acuosa a fonnato por la 

enzima además de los alcoholes primarios. Sin embargo este compuesto puede 

inhibir la actividad de la enzima por fonnar enlaces con el sitio activo e impedir así 

el acceso a su sustrato (Vanderkleii,1990). 

De acuerdo a diversos estudios se tienen reportes que la alcohol oxidasa de e_ 
pas/oris es más sensible a la temperatura comparada con las enzimas obtenidas de 

otras cepas, como H. polvmorpha (Harder,1989). 



El efecto del pH sobre la actividad de la enzima varía de acuerdo a la cepa . 

El pH óptimo para la actividad de la A.O de P. pastoris es de 7 .5 a una temperatura 

de 35ºC. 

La proteína de P. pastoris presenta 12 grupos sulfhidrilo (SH) en su estado 

nativo y 65 grupos SH- por molécula al ser desnaturalizada con UREA 8M. Los 

grupos SH- son sensibles a una concentración 1 O mM de peróxido de hidrógeno 

producido por la enzima (Couderec y Ba:atti, 1980). 

La flavoproteína se i11hibe irreversiblemente por los sib'llientes reactivos: 

1,4-butinediol, alcohol acetilenico, alcohol propargilico, los cuales inactivan la 

proteína por modificaciones covalentes en los residuos de aminoácidos presentes en 

el sitio activo (Cromartie, 1981 ). El ciclopropanol y la ciclopropanona actúan sobre 

el FAD produciendo cambios covalcntes en su estmctura (Sherry,1985). 

Los compuestos organmnercuriales como p-cloromercuribenzoato actúan 

sobre los gmpos SH- oxidándolos. Este efecto puede ser revertido usando 

reductores tal como el ácido alfa-mercaptoacético (Salun y Schtte, 1982). 

El sitio catalítico en la enzima presenta tioles y residuos de histidina que se 

modifican por el dietil-pirocarbamato inactivando a la biomolécula 

(Cromartie, 1981 ). 

La estmctura química del FAD es de una quinona en su estado oxidado que 

transfiere un par de electrones del sustrato al aceptar oxígeno para la formación del 

H202. 
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Se tienen reportes que Ja hidroxilamina (NH20H) afecta la confonnación de Ja 

coenzima fonnando una semiquinona, radical catalíticamente inoperante ya que no 

pennite Ja transferencia de electrones, por lo que la enzima pierde su actividad en un 

95% (Page, 1989). Fonnada la semiquinona no es posible oxidarla para regresar a 

la fonna enzimática activa. 

2.4 Inmovilización enzimática de A.O y propiedades 

La catálisis mediada por una enzima pura se lleva a cabo nonnalmente al 

solubililar la proteína en el medio de reacción. La inmovilización de la enzima 

sobre un soporte pennite rerlucir la pérdida de ésta durante el proceso, lo cual 

produce que Ja enzima se encuentre concentrada sobre el soporte y por lo tanto se 

genera una mejor superficie de contacto con el sustrato. La inmovilización 

enzimática permite reutilizar el catalizador, así como separar fácilmente los 

reactantes y productos una vez concluida Ja catálisis; de ib'llal fonna es posible 

controlar la reacción con mayor precisión y estabilidad. 

Las proteínas pueden ser inmovilizadas por diferentes métodos como son: por 

copolimerización, adsorción en materiales insolubles, en geles o microcápsulas, o 

por enlazamiento covalente (Srere,1980). 

JI 



ANTECEDENTES 

Para seleccionar el soporte se deben tomar en cuenta los siguientes factores 

(Porath y Axen, 1980): 

1. Propiedades mecánicas tales como rigidez y durabilidad de acuerdo al uso 

que se le dé al complejo enzima-soporte. 

2. Forma flsica. Granular, geles, microcápsulas. 

3. Hidrofilicidad. 

4. Precio y disponibilidad. 

El DEAE-celulosa (Dietil-aminoetil-celulosa), es un soporte flexible, 

hidrofllico; cargado positivamente a pH=7 .O permite la unión de las enzimas por 

fuerzas iónicas. Este polisacárido es un intercambiador aniónico cuyo costo es 

económico. La adsorción consiste en la adhesión de una enzima en la superficie de 

una matriz que no ha sido atacada por agentes de acoplamiento covalente 

(Messing, 1980). Los enlaces formados entre la enzima y el soporte dependen de 

las propiedades químicas y superficiales de éste. 

Normalmente se observan dos tipos de enlaces como son: 

1) Enlace iónico debido a la interacción carga-carga, tipo 

coulomb. 

2) Puentes de Hidrógeno. 

12 



El pH y la fuerza iónica son factores n,ue favorecen la deserción de la enzima, 

por lo n,ue el control de éstos es importante durante las condiciones de aplicación 

(Mes sin y Porath, 1980). 

Las propiedades flsicas de la enzima inmóvil pueden diferir de la enzima 

nativa, ya c:iue el soporte puede cambiar la confonnación enzimática y generar 

microambientes n,ue varian la estabilidad. Lo anterior permite ampliar el uso de la 

enzima para la realización de reacciones en medios no acuosos. Se tienen 

referencias de la posibilidad de realizar este tipo de reacciones con A.O en medios 

no acuosos como es usando sustratos en fase gaseosa en reactores sólido-gas 

(Bárzana et al, 1989a y 1989b ). Este tipo de reacciones ofrece ventajas sobre 

ac:iuellas cuyo medio de reacción es una solución acuosa, como: 

1) Al inmovilizar la enzima y deshidratada tiene una mayor resistencia a la 

tennoinactivación lo c:iue permite el uso de altas temperaturas. 

2) Las reacciones en fase gaseosa a temperaturas altas son menos sensibles a 

los problemas de difusión. 

3) Los productos pueden ser separados y recuperados con un alto grado de 

pureza por condensación fraccionaria. 

Para estas reacciones en fase gaseosa se ha reportado la disminución de la 

actividad e1;zimática de la A.O en un tiempo detenninado (Bárzana et al, 1989a). 

Para poder continuar y afinar el uso de la enzima inmóvil en reactores sólido­

gas es necesario detenninar los mecanismos de inactivación de la enzima. Dado a 

n,ue el oxígeno es uno de los sustratos y existen grupos sulfüidrilo en la proteína, el 

motivo de la inactivación puede ser derivado de este punto. 

13 



Las causas posibles de inhibición enzimática debidas a la presencia de grupos 

sulfhidrilo son el resultado de la fonnación de mercáptidos, oxidación, alquilación o 

de otras reacciones que involucren SH-. Esta inactivación afecta a la enzima de 

acuerdo a la función de los grupos sulfhidrilo en la biomolécula, las cuales son: 

a) Los grupos SH- pueden tener una función en la catálisis, paricipando 

como: 

- Aceptares de grupos acilos 

- Uniéndose con el cofactor, pennitiendo los rearreglos electrónicos que 

promuevan la catálisis. 

- Enlazándose con el sustrato. 

- Participando en reacciones Redox. 

b) Los SH- ayudan a mantener la estructura 3ria de la protelna, siendo el 

hidrógeno participante en la fonnación de puentes de hidrógeno débiles 

contribuyendo así a la estabilización de la estructura terciaria. 

Aquéllos grupos sulfhidrilo que no estén involucrados en las funciones 

anteriores, pueden reaccionar con sustancias como el iodoacetato que podrían 

interferir durante la catálisis por impedimento estérico debido a la proximidad con el 

sitio activo por lo que disminuida la actividad enzimática. De la misma manera un 

oxidante puede provocar la fonnación de puentes disulfuros intennoleculares o 

intr~moleculares afectando así la estructura de la proteína y por consecuencia la 

actividad de la misma. 

Los hidroxilos en residuos de tirosina y serina, las cadenas de hidrocarburos 

de la leucina, el indo! de la histidina y quizás los grupos amino también son 

susceptibles a la oxidación por detenninados oxidantes. 

14 
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La oxidación de tioles por el oxígeno es acelerada por la presencia de iones 

metálicos (Whitesides, 1978). Esta oxidación puede fonnar puentes disulfuro 

dependiendo de la conformación de Ja proteína así como de la orientación de los 

residuos de cisteínas (Wetlauter,1984). 

Estos grupos SH- pueden ser oxidados a ácido sulfínico o bien sulfonatos. La 

figura 2.3 muestra un esquema de oxidación de los grupos sulíl1idrilo en una enzima 

(Whitesides,1978). 

No óay reacc1d11 

~y 
Enz -SH Eni- SS-Enz + Enz S\~~ 

~ ) \2 
~ Oridacidn 

Oi - Hf Oz / Rápida 

EnzS03~ 

Figura 2.3 Oxidación de gnipos s11/jhidri/o 

en una enzima (Whitesides,1978). 
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2.5 Aplicaciones de enzimas inmovilizadas 

En general, las enzimas inmovilizadas presentan diversas aplicaciones. A 

continuación se citan algunos usos: 

En el sector salud, se lleva a cabo la administración de enzimas, por vía 

parenteral u oral de acuerdo a la presentación del soporte, en aquellos pacientes 

cuyo metabolismo se vea alterado ya sea por errores genéticos donde no exista la 

producción de una determinada enzima o bien por enfermedades supresoras del 

sistema inmune como son SIDA y cáncer . 

Se ha reportado la posibilidad de imnovilizar anhidrasa carbónica y catalasa 

en silicona en una proteína tal como albúmina o hemoglobina con el fin de permitir 

el intercambio de oxígeno y co2 de tal forma que funcione como un eritrocito 

artif.cial. El éxito de este estudio permitiría evitar las infecciones por via sangulnea, 

asl como eliminar las reacciones antlgeno - anticuerpo que existen normalmente 

(Clúbata, 1980). 

En el sector industrial, especlficamente alimentario, se ha desarrollado la 

utilización de enzimas en la producción de aditivos, edulcorantes, modificación de 

almidón, fabricación de cerveza, productos lácteos, etc. Se ha investigado la 

inmovilización de papalna para su uso en la clarificación de cerveza. Normalmente 

cuando la cerveza se almacena por largos periodos a baja temperatura, presenta 

cierta turbidez. Esto es debido a la reacción de polifenoles y polipéptidos 

contenidos en la cerveza, por lo que la papaína actúa sobre éstos. Sin embargo el 

contacto de la enzima con su sustrato durante un tiempo amplio produce una 

proteólisis indeseable. 
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La inmovilización de este catalizador junto con polifenol oxidasa en una 

columna de vidrio pennite la eliminación de polipéptidos en Ja cerveza (Chibata, 

1980). 

2.5.l Aplicaciones de la Alcohol Oxidasa 

Se han realizado diversos estudios para utilizar el H202 producido "in situ" 

durante la reacción enzimática realizada por la enzima A.O para la preparación de 

detergentes biológicos. En los ensayos se ha observado que la actividad de la 

enzima se ve afectada sólo por detergentes catiónicos. Sin embargo debido al costo 

de la enzima, esta aplicación no es económicamente factible (Woodwar,1990). 

Se han hecho pruebas para usar la enzima como un antimicrobiano utilizando 

el peróxido de hidrógeno producido "in situ''. Se ha observado que la efectividad del 

H202 obtenido biológicameute es mejor comparado con el efecto producido por 

adición directa de peróxido de hidrógeno. Sin embargo su aplicación comercial para 

cocinas y baños no se ha investigado ampliamente (Woodwar,1990). 

El área más activa para la aplicación de la A.O es en la detección rápida de 

alcohol en productos bioló¡,>icos. De aquí se han desarrollado diversas fonnas de 

acoplar la enzima a electrodos para la detección de alcoholes primarios, conocidos 

como biosensores. Este tipo de electrodos consisten en contener a la A.O y un 

transductor que detecte la producción de H202 (Woodwar,1990). 
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ANIECEDENTES 

Las tiras reactivas, penniten la detección cualitativa de diversos metabolitos, 

acelerando el diagnóstico de enfennedades. En este caso la utilidad de la A.O 

radica en la detenninación de etanol en sangre lo cual es de gran interés en Química 

Legal. Esta tira reactiva está compuesta por una tira de plástico en la que se une 

una almohadilla de celulosa impregnada de una solución amortiguadora que 

contiene a la enzima inmovilizada además de tener acoplado un reactivo cromógeno, 

el cual sirve para detectar indirectamente al sustrato. Sin embargo el uso de estas 

tiras está limitado por la estabilidad de la enzima y de los cambios de color del 

cromógeno que pueden variar durante su almacenamiento (Woodwar,1990). 
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CAPÍTULO 

3 

MATERIALES Y MÉTODOS 

En este capítulo se describen los experimentos realizados para detenninar la 

causa principal de la inactivación de la enzima Alcohol Oxidasa durante su 

inmovilización en el spporte DEAE-Celulosa. Los reactivos usados para este 

efecto son de pureza analítica y adquiridos en casas comerciales. 

Las etapas se¡,'llidas fu~ron: 

3.1. Inmovilización de la enzima Alcohol Oxidasa. 

3.2. Detenninación de la actividad enzimática de la Alcohol 

Oxidasa en fase acuosa. 

3 .3. Desorción de la enzima con cloruro de sodio en fase 

acuosa. 

3.4. Titulación de los grupos sullhidrilo nativos en la enzima. 

3 .5. Protección de la Alcohol Oxid¡¡sa inmovilizada en DEAE· 

celulosa 



MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Inmovilización de la enzima Alcohol Oxidasa 

La el17ima alcohol oxidasa (A.O) fue adquirida en los Laboratorios 

Moldowan (Philomath, Oreg6n, E.U.A.) con las siguientes caracteristicas: 

Actividad 1283 EU/ml. 

Concentración de proteina 67 mg/ml. 

Actividad específica 19.2 EU/mg. 

Esta enzima se encuentra en una solución amortiguadora de fosfatos 1 mM 

(pH=8.0). Es necesario almacenar la enzima a temperaturas inferiores a O ºC para 

conservar su estabilidad con un 60% de sacarosa. 

El catalizador biológico se inmovilizó en el soporte Dietilamino-etil-celulosa 

(DEAE-celulosa), el cual es un soporte flexible, con cargas positivas en su 

superficie, lo que pennite la inmovilit.ación de la enzima por interacciones 

electrostáticas. 

Este soporte fue adquirido de SIGMA Chemical CO (St. Louis, Ma). 

20 



3.1.l Lavado del soporte. 

a) El soporte fue suspendido en una solución amortiguadora de fosfatos 

lmM pH = 7.5, con agitación durante 15 minutos. 

b) Se filtró la solución y el soporte fue lavado tres veces con la solución 

amortiguadora, como se indicó en el inciso anterior. 

c) El soporte se lavó con una solución básica de KOH 10 mM a un pH 

aproximado de 11 y posterionnente se lavó con ácido diluido (HCI 1 O 

mM) con el fin de eliminar iones unidos al soporte. 

d) La mezcla anterior se filtró y se lavó con agua desionizada hasta obtener 

un pH aproximado de 6 en el filtrado. 

e) Al soporte se !P. agregó solución amortiguadora de fosfatos 1 mM 

preparada a diferentes pH' s. La mezcla se agitó durante 15 minutos, se 

verificó y ajustó el pH con el potenciómetro para asi obtener soportes a 

los siguientes pHs: 7.0, 7.5, 8.5, 9.0, JO.O. 

f) Los soportes a los diferentes pHs se filtraron y se secaron por filtración 

al vacío. Finalmente se almacenaron en refrigeración. 

Una vez lavado el soporte se procedió a inmovilizar la enzima. La técnica 

que se utilizó para la inmovilización de cada una de las muestras fue la misma: 
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--------------------MATERIALES Y MÉTODOS 

a) Se pesaron tres gramos de soporte previamente lavado y secado. 

b) Se mezclaron 3 mi de A.O. con 7 mi de agua desionízada. 

e) La mezcla A.O.tagua desionizada se af\adió poco a poco al soporte 

mezclándolos hasta fonnar una pasta homogénea. 

d) Una vez fonnada la pasta, se procedió a secarla. Las fom1as de secado 

fueron las siguientes: 

- Liofllizací6n. Para este efecto la pasta se sometió a congelación para 

después introducirla a un aparato de sublimación de agua. Se utilizó la 

Liofilizadora RP2V de SERAIL con las siguientes condiciones: 

Presión de vacío= 0.09 mbar 

Temperatura de la cámara de presión baja= -45ºC 

Temperatura del producto= -37°C 

Esta operación duró aproximadamente 24 horas hasta que se obtuvo un 

polvo enzimático unido al soporte completamente seco. El polvo se 

almacenó al vacio y a -SºC. 

- Secado por flujo de N2. Este sistema de secado consta de un embudo de 

filtración el cual presenta perforaciones en el fondo. Un papel filtro se 

colocó en la zona inferior del embudo y sobre éste la pasta. 

22 



El embudo se tapó y se conectó a un tanque de nitrógeno, de tal fonna 

que se dejó pasar un flujo del gas inerte sobre la pasta durante 60 minutos 

a una presión de 100 psfa, hasta obtener un polvo seco el cual se 

almacenó al vacío y a una temperatura de -SºC. La Figura 3.1 muestra un 

esquema de este sistema de secado por flujo de nitrógeno. 

Salida de N2 

B) Almacenamiento 

~:,;;; 
Figura 3.1 A) Sistema de secado por flujo de Nitrógeno y 

B)Equipo de Almacenamiento de las muestras de A.O 
inmovilizadas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

- Secado en presencia de 02. En esta técnica la pasta se colocó en una 

caja de Petri y se introdujo dentro de una campana de laboratorio para la 

extracción de gases, pennitiendo que la pasta entrara en contacto con el 

oxígeno del medio ambiente. La pasta se removió constantemente con w1a 

espátula para evitar la fonnación de grumos. El tiempo que duró la pasta 

en secarse fue de 12 horas, para almacenarla posterionnente en 

refrigeración a -5ºC. 

Cabe mencionar que las tres fonnas de secado mencionadas para la 

inmovilización del catalizador se llevaron a cabo sobre los soportes a los pH's: 7.0, 

7.5, 8.5, 9.0, 10.0. 

3.2. Determinación de la actividad enzimática de la A.O en fase acuosa. 

De cada una de las muestras del catalizador-soporte se pesaron 0.05 gramos y 

se suspendieron en 2.7 mi de una solución amortiguadora de fosfatos 1 mM pH = 

7.5. 

Para iniciar la reacción se agregaron O .3 mi de etanol 50 mM. La muestra se 

agitó vigorosamente y las curvas de velocidad inicial fueron obtenidas a partir de las 

concentraciones de acetaldehido fonnado. Para ello se hicieron inyecciones cada 

cinco minutos en un cromatógrafo de gases SIGMA JI de Perkin Elmer. 
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---------------------'MATERIALES Y MÉTODOS 

La cohunna empleada fue: 10% Carbowax 20 M Chromosorb; W HP de 6 ft y 

1/8 inn. Las condiciones del cromatógrafo fueron: 

Temperatura detector= 90ºC 

Temperatura inyector= 120°C 

Temperatura detector= 120°C 

Flujo Nitrógeno (N2) = 10 ml/min (gas acarreador) 

El proceso descrito se realizó pm" tripliéado . para cada una de las muesb·as. 

De igual fonna se evaluó la actividad d~·IaA.Ó;~~'~:ól~cÍó~tomando ésta como 
"' - ,,•.,.;.L•:,,;,,,·• < 

control: 0.05 mi de A.O concentrada, se diluyeroil.en 2.7 mi de solución 

amortiguadora de fosfatos 1 mM a los pH's eli'e'~t;!clio y se ·agregaron OJ mi de 

etanol 50 mM. 

Para valorar cuantitativamente el área obtenida en los cromatogrumas de 

acetaldehido producido por la enzima A O füe necesario preparar una curva patrón 

de acetalclehído en un rango de 0-10 rnM. A partir de ésta se clctenninó el factor de 

respuesta (FR) a las condiciones de trabajo. Cacla concentración de acetaldehido se 

preparó por triplicado dentro de un cuarto fr[o para evitar la evaporación del 

compuesto. La inyección d~. una misma muesh·a se hizo seis veces. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

3.3. Desorción de la enzima A.O con NaCI en fase acuosa. 

La desorción de la enzima sólo se realizó en las muestras inmovilizadas en el 

soporte DEAE-celulosa a pH = 7 .5 y secadas por liofilización, flujo de nitrógeno y 

presencia de oxígeno. 

El soporte DEAE-celulosa por ser un intercarnbiador aniónico permite la 

liberación del catalizador enzimático al agregar NaCI en solución acuosa. Para 

determinar la concentración exacta de NaCl se hizo una curva la cual muestra la 

liberación del catalizador a medida que munenta la concentración de NaCI. 

Las concentracio!,les de cloruro de sodio que se manejaron están dentro del 

rango de 0-300mM. 

Los grupos aromáticos presentes en la proteína absorben a 280 nm, longitud 

de onda en la que se determina la presencia de la biomolécula libre en solución 

acuosa. La turbidez en la solución indica coagulación de la enzima la cual es debida 

a una alta concentración de cloruro de sodio, por lo que es necesario verificar la 

turbidez de las muestras a 650 mu. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un 

Espectrofotómetro Beckman-DU. 

El procedimiento para la desorción de la enzima del soporte fue el siguiente: 
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---------------------MATERIALES Y MÉTODOS 

a) Se pesaron 0.1 g de DEAE celulosa-A.O y se suspendieron en 2.4 mi de 

solución amortiguadora 1 mM pH = 7.5. 

b) A la suspensión anterior se le agregaron hasta 1.6 mi de NaCI 500 mM y 

se dejó reposar durante 15 minutos con agitaciones ligeras e irregulares. 

c) Tenninado el tiempo de liberación de la enzima, la muestra se centrifugó 

durante 15 minutos a 1500 r.p.m. 

d) El sobrenadante se extrajo con pipeta Pasteur cuidadosamente, para evitar 

que los sedimentos se mezclaran con la solución. 

e) La lectura de absorbancia de las soluciones obtenidas se realizaron en las 

longitudes de onda de 280 mn y 650 nm. 

f) El blanco de la muestra se preparó pesando O .1 g de DEAE-celulosa 

lavada y secada en solución amortiguadora de fosfatos 1 mM pH =7 .5; el 

manejo experimental del blanco fue el mismo que el de la muestra. 

g) La lectura de absorbancia de todas las muestras incluyendo el blanco de 

éstas se realizó contra la lectura de 2.4 mi de la solución amortiguadora y 

1.6 mi de NaCI 500 mM. 
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MATERJALES Y MÉTODOS 

3.4. Titulación de los grupos sulfhidrilo en la enzima A.O 

Los grupos SH- se cuantificaron en las muestras de A.O. que fueron 

desorbidas del soporte DEAE-celulosa preparado a pH= 7.5 y que se secaron por 

liofilización, flujo de nitrógeno y en presencia de oxígeno. 

La cuantificación de grupos sulfhidrilo se realizó utilizando el reactivo de 

Ellman, cuya fórmula es Ácido 5-5'-Dithiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). 

El DTNB es un compuesto que reacciona con los grupos sulfhidrilo para 

formar puentes disulfuro, mediante una reacción de simple sustitución, lo que 

permite la liberación del anión conocido como TNB2- (2-nitro-5-tiobenzoato). 

Este anión presenta un color amarillo teniendo un máximo de absorción en la 

región visible a 412 nm . El TNB2- siendo de carácter ácido (pka=5 .1) permite su 

cuantificación a partir de pH neutros, ya que a este pH se asugura la presencia del 

del compuesto colorido en un 99% ionizado en solución acuosa. 

La lectura de la muestras se llevó a cabo en un Espectrofotómetro DU-65 

Beckman en celdas de cuarzo. 
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--------------------MATERIALES Y MÉTODOS 

El peso molecular del compuesto es 396.35 gimo!; el coeficiente de extinción 

molar (i:) se midió experimentalmente y se calculó mediante la preparación de una 

curva patrón teniendo como estándar a la cisteína (E= 13,600). 

La reacción entre el DTNB y los grupos SH- presentes en la proteína depende 

de factores ambientales como electrostáticos, estéricos, por la presencia de trazas de 

metales pesadas en la solución (Hg2+ y Cu2+) que impiden la reacción por 

fonnación de enlaces iónicos directos con el sulfuro (Habeeb, 1980). 
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__________________ _.MATfRlALES Y MÉTODOS 

1980). 

No~S-S~NO C\sH 
2 r '==\__ 2 + V 

COO­
COO-

DTNB2" 

TNB2-

'-= 412 run 

Reacción entre los gmpos SH· libres en la protclna y el DTNB (Habeeb, 
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El proceso experimental para la cuantificación de cisteínas libres en la 

proteína fue el siguiente: 

a) Se tomaron 3 mi de la solución de A.O. separada del soporte y se le 

agregaron 0.02 mi de DTNB 1 mM (preparado en solución amortiguadora 

100 mM pH = 7.5). 

b) Se mezclaron levemente y la muestra se sometió a calentamiento en Bafio 

Maria a 37ºC durante 15 minutos. Esto pennitió el desarrollo de un color 

amarillo en la solución. 

c) Tenninado el tiempo de incubación, se realizaron las lecturas de 

absorbancia de cada muestra a 412 nm. 

d) Para la preparación del blanco de la muestra se mezclaron 2.4 mi de 

solución amortiguadora de fosfatos 1 mM pH = 7.5 y 1.6 mi de NaCl 500 

mM, de esta solución se tomaron 3 mi y se le agregaron 0.02 mi de 

DTNB l mM. El blanco se sometió al mismo tratamiento de la muestra. 

e) Todas las muestras así como el blanco se leyeron contra una solución 

amortiguadora 1 mM pH = 7.5 a 412 nm. 

Como control se titularon las cisteínas presentes en la llavoprotcína sin 

inmovilización previa, pJra este efecto se tomaron 0.1 mi de A.O. concentrada y se 

diluyeron en 2.9 mi de solución amortiguadora 1 mM pH = 7.5, los incisos a, b, c, 

se repitieron para el manejo de este control enzimático. 
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------------------·--MATERIALES YMÉ1VDOS 

La titulación de los grupos sulfhidrilo para cada muestra se realizó por 

triplicado. 

3.5 Protección de la A.O con DTT inmovilizada en DEAE-celulosa. 

El Dithiothreitol (DTT) cuyo peso molecular es de 154.3 gimo!, es también 

conocido como reactivo de Cleland. Este reactivo es un reductor por lo que permite 

proteger a la flavoproteína del efecto oxidativo del oxígeno. A continuación se 

describe la reacción que se lleva a cabo entre los grupos SH- y el DTT (Konigsberg, 

1972). 

R-SS-R + HS-CH,(CHOHJ,CH,-SH ~ 

S-R 

.¡ s 

RSH 
6H. SH cH('s 

+ - I ~ I I +RSH 
¿HOH CH, CHOH CH, 

'c~oH \~oH 
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--------------------MATERIALES Y MÉTODOS 

Se experimentaron diferentes concentraciones de DTT de tal forma que se 

determinó la cantidad mínima y la máxima de DTT para la total protección de la 

enzima evitando que el reactivo reductor afectara la naturaleza del catalizador 

biológico. 

La inmovilización de la enzima se realizó en presencia de las diferentes 

concentraciones de DTT y se secaron con oxígeno ambiental. El procedimiento es 

el siguiente: 

a) Se prepararon 4 mi de DTT 0.18 mM y se mezclaron con un volumen 

constante de A.O. (0.3 mi) de acuerdo a la tabla siguiente: 

[DITI A.O. DTT Buffer fosfatos 

(mMolar) (mi) (mi) pH=7.S 1 mM (mi) 

90 0.3 1.0 0.7 

72 0.3 0.8 0.9 

36 0.3 0.4 1.3 

16.4 0.3 0.183 1.517 

1.64 0.3 0.0183 1.681 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

b) A cada una de las soluciones anteriores se le agregaron 0.3g de DEAE­

celulosa y se mezclaron hasta la fonnación de una pasta homogénea. 

c) La pasta se depositó en una caja de Petri y se dejó secar en presencia del 

oxígeno ambiental durante 12 horas, se removió con espátula de vez en 

cuando para evitar la fonnación de grumos. 

d) Una vez seca la pasta se almacenó en refrigeración. 

Para detenninar la efectividad de protección a la enzima se procedió a medir 

la actividad de la alcohol oxidasa-DTT inmovilizada por cromatografia de gases, 

evaluando ia producción de acetaldehido . 
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CAPITULO 

4 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El principal objetivo de esta investigación fue detenninar la causa de 

inactivación de la enzima alcohol oxidasa durante su inmovilización. 

El primer paso fue establecer si el pH del soporte influía sobre el acomodo de 

las subunidades enzimáticas de tal fonna que la actividad de la enzima aumentara al 

ser inmovilizada en soportes preparados a pH's básicos. 

Inicialmente se detenninó la actividad de la enzima libre en solución acuosa. 

A continuación se presenta el cromatograma (fig. 4.1) de una muestra, 

obtenida durante la determinación de la actividad enzimática a los 60 minutos de 

reacción. En éste se pueden apreciar los picos que representan el acetaldehído 

formado (primer pico) cuyo tiempo de retención fue 1.77 min., y el etanol 

conswnido (2o. pico) con un tiempo de retención de 2.98 min. 



--------~RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

ACETALDEHIDO 

""" ""'= ... 
CONVERSION DE 

ETOHA 
ACETALDEHIDO 

ETOH 

Figura 4.1 Cromatograma que indica la separación de acetaldehido y etanol. 

La figura 4.2 presenta la velocidari inicial de conversión de una de las 

muestras. Se observa el aun1ento en la concentración de acetaldehido y por lo tanto 

representa la velocidad inicial de la actividad enzimática, cuando la enzima inmóvil 

está expuesta al sustrato. El valor del tiempo localizado en las abscisas corresponde 

al tiempo de reacción una vez suspendida la enzima en medio acuoso con el 

sustrato. 

Los datos se obtuvieron hasta los 60 minutos, ya que después de este tiempo 

el catalizador mantiene constante su actividad. 

La pendiente de esta curva graficada contra el tiempo de exposición permite 

calcular wia actividad relativa, dato que es comparable con los obtenidos de cada 

e11zima sometida a las condiciones ya descritas. 
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CURVA DE VELOCIDAD DE REACCIÓN 
A.O EN SOLUCIÓN pH=?.5 
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FIGURA 4.2 



--------------------RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados de la actividad enzimática relativa de la A.O en solución a 

diferentes pH's se muestran en la figura 4.3. 

En solución acuosa Ja enzima nativa presenta una excelente oxidación de 

etanol a pH 7.5, llegando a consumirse el 90% del sustrato en un tiempo de 60 

minutos. Esta actividad decae a pH's ácidos. Debido a esto no se realizó la 

inmovilización en soportes preparados a pH' s menores a 7 .O. 

El intervalo de mejor actividad de la enzima nativa es de 7.3-8.5. A pH's 

mayores a 8.5 y menores de 6.8 hay una pérdida del 70% en la actividad de la 

enzima. 

Como se explicó en el capítulo anterior la enzima fue inmovilizada en el 

soporte DEAE-celulosa preparada a los pH's 7.0, 7.5, 8.5, 9.0 y JO.O. Cada 

producto se secó mediante tres diversos métodos como son liofilización, por flujo de 

N2 y en presencia de 02. 
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----------------------'RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La actividad de estos preparados enzimáticos se detenninó en solución 

amortiguadora de fosfatos l mM a pH 7.5. 

La figura 4.4 muestra las actividades relativas de la enzima inmóvil a los 

diferentes pH' s del soporte secados por los tres métodos ya mencionados. De 

acuerdo a este estudio el rango de pH para la inmovilización de la enzima es de 7.4-

8.0, obteniéndose una actividad sat;sfactoria con un máximo a 7.5. Lo anterior se 

aprecia en aquellos preparados secados por liofilización y por flujo de nitrógeno. 

De acuerdo a esta figura 4 .4, el pH del soporte resulta ser un factor 

importante para la actividad enzimática, la cual se ve seriamente afectada a pH's 

básicos. 

Respecto a la enzima que fue secada con flujo de nitrógeno, la pérdida de la 

actividad comparada con el producto liofilizado se puede deber a la pérdida de 

material enzimático dunmte el manejo de ésta. 

Por otro lado al hacer una comparación entre la actividad presentada por la 

enzima nativa y la enzima inmóvil a pH's diferentes se puede obseivar que la 

pérdida de actividad es menor al 30% comparada con la enzima nativa en solución. 

Sin embargo, a pH 7 .5 la enzima nativa y la inmovilizada por liofilización presentan 

la misma producción de acetaldehido. 
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--------------------·RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.2 A.O inmovilizada y secada '!n presencia de 02. 

La presencia de oxígeno durante el secado de la enzima afecta 

dramáticamente la vida media de ésta, independientemente del pH presente en el 

soporte. Según la literatura la alcohol-oxidasa tiene 12 grupos sulfhidrilos en su 

forma nativa y 8 grupos SH- por subunidad (64 grupos en total) (Couderc et al, 

1980), por lo que es posible que el sitio activo de la enzima se vea afectado por la 

oxidación de sus grupos sullhidrilo al estar en contacto con el oxígeno. 

Para comprobar la hipótesis anterior se cuantificaron los grupos sulfhidrilo de 

los preparados enzimáticos inmóviles así como de la enzima nativa. 

Dado que la inmovilización a pH 7.5 resultó ser la mejor en cuanto a 

producción de acetaldehído, fue seleccionado este pH para realizar las titulaciones 

de cisteínas. 
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--------------------'RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.3 Titulación de grupos SH- en la enzima Alcohol-Oxidasa 

Para la realización de esta parte del proyecto, fue necesario detenninar la 

dilución exacta de alcohol oxidasa nativa en la cual los grupos sulfhidrilo sean 

sensibles al reactivo DTNB y por tanto cuantificables. De acuerdo a la metodología 

expuesta en el Capítulo 3, se eligió la dilución 1 :30 donde la concentración de A.O 

era igual a 3.3 ¡1M, debido a que la enzima sola presentaba una absorbancia menor a 

0.2 a 412 nm, lo que pennitía la cuantificación de los b'íllpos sulfhidrilo en la enzima 

desnaturalizada con Urea. 

La desnaturalización de la enzima nativa se hizo con el fin de tener un control 

comparable con el reportado en la literatura y con las muestras inmovilizadas. La 

concentración de Urea que se manejó fue 5M. Debido a la dificultad de detenninar 

los grnpos sulfüidrilo directamente en la enzima inmovilizada en el soporte, fue 

necesario desorber la biomolécula con NaCI. La concentración óptima de NaCI en 

la cual no hay coagulación de la enzima y se pennite la máxima liberación de ésta 

fue de 200 mM (Figura 4.5). 

En los resultados obtenidos {Tabla 4.1), se observa que sólo es posible titular la 

mitad de los gmpos sulfhidrilos tanto en la enzima nativa como en la 

desnaturalizada con Urea. Sin embargo esta analogía no afecta el propósito del 

estudio. 
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-------------------~RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Grupos s111j11idrilo para A.O en solución 

Biblio11:rafía A.O. Solución experimental 

12 grupos SH" nativos 5-6 grupos SH"/mmol 

64 grupos SH" A.O. desnaturalizada 40-32 SH"/mmol 

8 grupos SI-r/subunidad A.O 5-4 SI-r/subunidad 

desnaturalizada 

Tabla 4.1 Comparación de los grupos SH- presentes en la enzima 

nativa y desnaturalizada con Urea 5M a plf 7.5 con los 

reportados en la hihliografia (Couderc y Baralli,1980). 

El número de cisteínas tituladas en la enzima desorbida de los preparados 

enzimáticos secados por liofilización y flujo de nitrógeno es mayor comparado con 

los SH- presentes en la enzima secada en presencia de oxigeno. 

Esto se relaciona con la actividad enzimática al observar que la conversión de 

etanol a acetaldehido se afectó seriamente debido a la oxidación de grupos SH- por 

el oxígeno (Tabla 4.2). 
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__________________ _,iIBSULTllDOS Y DISCUSIÓN 

Se cuantificaron los SH- en la enzima soluble la cual contenía la misma 

concentración de NaCI que la enzima que se desorbió del soporte, esto buscando 

tener \Ul control del microarnbiente en el que se encontraba Ja enzima. 

SH- /mmol A.O 

A.O Liofilizada 7.0 

A.O N2 6.0 

A.O 02 2.0 

A.O en solución 

con 200 mM NaCI 7.0 

Tabla 4.2 Titu/aci6n de los grupos SH- con DTNB O.OJM 

(en soluci6n amortiguadora de FOSFA1VS 1 mM pH=7.5) 

de los diferentes preparados enzimáticos 

sin desnaturalizar. 
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----------------------RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Estos resultados también descartan la posibilidad de que la oxidación de 

cisteínas sea una de las causas de inactivación enzimática cuando la biomolécula es 

secada por flujo de nitrógeno. 

De hecho es posible indicar que el número de SH" presentes en el catalizador 

biológico es el mismo en su fonna nativa como en el producto inmovilizado y 

secado por flujo de nitrógeno ó liofilizado. 

Los datos obtenidos nos conducen a tratar de establecer una fmma de 

protección de la enzima A.O. durante el proceso de secado en presencia de oxígeno. 

43 



----------------------~RSSULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.4 Protecció11 de las ciste{11as co11 DTTen la enzima A.O. 

Para evitar la inactivación enzimática producida por el oxígeno durante el 

secado, se propone la utilización de un reductor como es el DTT. Este se aplicó a 

la enzima antes de mezclarlo con el soporte, buscando mantener los grupos SH­

reducidos. Se evaluaron concentraciones de DTT con el propósito de establecer la 

concentración máxima que evita una inactivación y la desnaturalización de la 

enzima, la cual se manifiesta como una turbidez en la solución enzimática, así como 

la cantidad mínima con la que las cisteínas del catalizador biológico pennanecen en 

su estado reducido. Para comprobar la eficiencia del protector enzimático, se midió 

la actividad del complejo enzimático monitoreando la conversión de etanol a 

acetaldehido por cromatografía de gases. 
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--------------------·RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La concentración óptima de DTT fue de 16.4 mM según los resultados 

presentados en la figura 4.6. Con dicha concentración se logra obtener una 

actividad enzimática semejante a la que presenta la enzima irunóvil secada por flujo 

de nitrógeno. 

Esto es debido a que la manipulación de ambos secados enzimáticos es muy 

semejante por lo que la pérdida de material provocó la disminución de la actividad 

en un 20%, comparada con la enzima liofilizada. 

La actividad de la enzima disminuye con altas concentraciones de DTT 

debido a que el reactivo provoca una coagulación de la enzima, la cual se apreciaba 

a simple vista en el medio de reacción. 
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CAPÍTULO 

5 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

• El pH del soporte influye sobre la actividad enzimática de la enzima 

inmóvil. La mejor producción de acetaldehido se presenta en el soporte 

preparado a pH 7.5, ya sea secada por liofilización o por flujo de 

nitrógeno. 

• La actividad enzimática del catalizador inmovilizado secado por 

liofilización se mantiene constante comparada con la que presenta la 

enzima nativa en solución acuosa. 

• El oxígeno afecta la vida media de la enzima por oxidación de las 

cistelnas presentes en los protómeros de la A.O. 

• La concentración óptima para la desorción de la enzima del soporte 

DEAE-celulosa sin que exista desnaturalización de la misma es de 200 

mM NaCI. 
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________________ CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

• El número de grupos sulfhidrilo detectados en la enzima liberada del 

catalizador secado por liofilización y flujo de nitrógeno es el mismo (6-7 

mmol SH-/ mmol A.O). Los grupos sulfhidrilo titulados provenientes del 

catalizador secado en presencia de 02 son menores (2 mmol SH-/nunol 

A.O). 

• La oxidación es un mecanismo de inactivación enzimática en la A.O. que 

se puede evitar haciendo uso del reactivo DTT en concentraciones 1 O 

veces mayores a la concentración de la enzima (16.4 mM DTT). 

• La actividad enzimática del catalizador tratado con DTT y expuesto a 

oxígeno es semejante a la que se obtuvo con la enzima secada por flujo de 

nitrógeno. 
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________________ CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

RECOMENDACIONES 

Los estudios realizados establecen los mecanismos de inactivación enzimática 

durante el secado en la inmovilización de la enzima. De acuerdo a los resultados, 

existe la posibilidad de realizar la catálisis enzimática usando sustratos gaseosos ya 

sea protegiendo a la enzima mediante un mantenimiento de los SH- en estado 

reducido con el reactivo DIT, o bien secando la enzima por liofilización, lo que 

pemtlte alargar la vida media de la enzima. Sin embargo para continuar con la linea 

de investigación referente a los mecanismos de inactivación sería conveniente 

incubar la biomolécula con mezclas de nitrógeno/oxígeno variando la concentración 

de 02 y determinar así la concentración mínima de oxígeno para inactivar la enzima 

ya que en este estudio se utilizó aire con un 21 % de oxígeno . 

De igual fonna sería interesante realizar estudios tales como electroforesis o 

espectrofotométricos a la coenzima, en aquellos preparados enzimáticos secados 

por flujo de nitrógeno, simplemente para eliminar la posibilidad de que el F AD se 

encuentre como una semiquinona lo que impediría el transporte de electrones. 

Por otro lado, se propone determinar la potencialidad de protección del DIT; 

con el fin de establecer si éste reactivo protege a la enzima de oxidantes fuertes 

como el H202. Así mismo se pueden realizar experimentos para probar otro tipo de 

reductores tal como el ~-mercaptoetanol. 
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