
~,,-..,.u 

no··~~ -· J \ 
PROGRAMA DE MAESTRIA Y 

DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS 

PREPARACION DE SENSORES 
QUIMICOS Y BIOQUIMICOS 

POR LA TECNICA DE SOL - GEL 

T E s I s 

PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 

MAESTRO EN CIENCIAS 

P R E s E N T A 

Q. ENRIQU1 MORALES ZAMUDIO 

TUTORA: DRA. LUZ ELENA VERA AVILA 

Oif:lncias 
Quunlcas MEXICO D.r. FEBRERO DE 2003 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Presidente: 

Vocal: 

Secretario: 

Primer Suplente: 

Segundo Suplente: 

JURADO ASIGNADO 

Dr. Femando García Tamayo 

Dra. Josefina de Gyves Marciniak 

Dra. Martha Patricia García Carnacho 

Dra. Adtiana Morales Pérez 

Dr. Eduardo Rodríguez de San Miguel Guerrero 

l11gar donde se desarrolló el tema: 

Laboratorio de Cromatogrnlia de Líquidos, Departamento de Química AnuHtica, Facultad 

de Química, División de estudios de Posgrado, UNAM. 

Tutora: 

Drn. Lu:r. Elena Vera Avila 

S11s1e11ta111e: 

~-/ 
~--·--·-

Q. Enrique l\Iorules Znnmdlo 



PAGINACION 

DISCONTINUA 



Agradecimientos 

i\gr.1dl'zco a la Dirección General de Estudios de Posgrado (DEGEI') por la beca que me 

otorgó durante los l'Studios de maestría. 

Doy gracias al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONi\CYT) por el apoyo 

financiero rl'cibido para la realización de este trabajo a través del proyecto CONACYT 

Clave 34827-E. 

Mi gratitud para el mismo Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologfa (CONACYT) por la 

bl'c.1 otorgada durante los estudios de maestría. 

A Id Dr,1. Luz EIL•n,1 Vcr,1 Ávila, l]Uicn dirigil> el presente trabajo con padcnd,1 y cnsci1an;¿a, 

rni 1 grildas. 

A la M en C. !{osario Covarrubias quien me brindó apoyo y supervisión técnica durante 

el dl'sarrollo dl'I trabajo experimental. 

:\I Dr. Michcl Thibert por su apoyo incondicional en la escritura de L'Stc trabajo. 

Agradezco a todas las personas que contribuyeron a la realización de este trabajo: 

Dra. Victoria Chagoya (l.F.C), Dr. Oclavio Reyes, 

Dra. Antonia Dosal, Dra. Araceli Peña, Dra. Evangclina Camacho, 

Armando Bu tanda, Juan Carlos Viizquez 

y,, todos los sinodales quienes realizaron valiosas obscrvncioncs a este trub.:ljn. 



Dedicatoria 

Dedico este trabajo a mis padres, hermanos y a toda mi familia que siempre ha estado 
presente apoyándome, pero sobre todo lo dedico a R11lh y a María frma11da. 



Índice 

Resumen 

Ahstract 

Introducción 

Objetivos 

Capítulo 1 Generalidades y antecedentes 

t. Técnica del sol-gel 

l. J. Conceptos básicos dd proceso del sol-gel 

1.2. Hidrólisis y condensación de <hidos de silicio 

1.2. J. Hidrólisis y condensación del ácido siHcico 

1.2.2. Hidnilisis y condensacilln de alcóxidns de silicio 

1.2.J. l\1oléculas precursoras en la técnica del sol-gel 

1.2..1. Efectos dl1 catálisis 

1.2.5. l\1ccanismns de hidrólisis 

1.4. l\1ilduraciún de geles 

2. Características generales de las enzimas 

2:1. D1..1 lcnninación d1..• la activid~1d enzimática 

2.1.1. Aproximaci<in dL• equilibrio r.1pido (l\lichaclis-1\lcntcn) 

2.2. Faclorcs que afoctan la ,1ctividad enli1nática 

2.3. Car¿1ckrísticas de la u-AmtlJsa 

2.4. Características de la Catalasa 

3. Bibliografía 

Capitulo 11 Desarrollo experimental 

1. Soluciones y reactivos 

1.1. Reactivos 

1.2. Soluciones 

2. Equipo y materiales 

3. Metodología experimental 

3.1. Oblt!nción de las condiciom.-s óptinrns para la prep,uaciún de geles 

fmllcc.· 

2 

8 

9 

9 

9 

11 

12 

15 

17 

18 

19 

20 

24 

28 

29 

30 

33 

37 

38 

40 

41 

41 

41 

42 

43 

44 

44 



i11dict 

J.2. Prepnraci(m de gek•o, dnpndoo, con indicadores de pH y metalncnímicns 47 

3.2.1. l'rul'bi:1S dl' revl'rsibilidad o funcionamiento pnr,1 gl'll'S dopndos con 47 

indícndores 

J.3. Tcknicd de prepnracu·m para geles úopndos cun albúmina 49 

3.3.1. Cunntifirnción de 111 proteína no cncapsulnda en geles dopados con BSA 50 

3.4. l'rcpnración de geles dopndos con u-Amilasa o Catalasa 

3.4.1. Pruebas realizadas a geles dopados con u-Amilasa 

3.4.2. Pruebas reali1.adas a geles dopados con Cntalasa 

3.4.3. Obtcncitln de Km para la Catalasa libre y encapsulada 

4. Bibliografía 

Capitulo 111 Resultados y Discusión 

53 

54 

57 

61 

62 

63 

1. Obtención de las condiciones óptimas para la preparación de geles 65 

2. Evaluación de los geles dopados con indicadores 70 

3. Encapsulamiento de una proteína en el sol-gel 76 

4. Encapsulamiento de la «·Amilasa en el sol-gel 83 

5. Encapsulamiento de la enzima Catalasa en el sol-gel 90 

6. Detenninación de la constante de !llichaelis para la Catalasa libre y encapsulada 106 

7. Bibliografía 112 

Conclusiones 

rini\T 
·_j,\J_U~~N 

114 



Indice de figuras 

Índice de FigurJs 

1.1 Formílci(111 de anillos y cadl'nas pnr un monún1l'n> bifuncional 11 

1.2 Dislribución de silical11s a 25 ºC. .1 dislml<>S valores de pH IJ 

l..'l Mccanisml> dt..1 hidn'>lisis ácida dl.• alcoxisilanos 19 

l..t ~1L'Cílnismo de hidrólisis básica de alcoxisilanos 20 

1.5 Esquema de la doble capa eléctrica 22 

l.ú Esl1uema del polcncial dl~ la cslabili1.ación de coloides 2.J 

1.7 Vari,1ción de la solubiliclild de la silica con el radio de curvatura de la superficie 26 

1.8 Comportamiento típico de una curva de progreso 29 

1.9 Efecto de la conccntraciún del sustrato sobre la acli\•idad de la enzima 30 

1.10 Detcrminitctún de la constante de Michaclis 33 

1.11 El efecto de un mhibidor competitivo en la rcprcsl'nlación de Linewcavcr·Burk 35 

1.12 El efcclo de un inhibidor no competitivo en la rcprcscntnción de Lincwcnver-Burk 35 

1.13 Dt.'lcnninación de la L'llL'rgía de activación de una reacción cn1.in1ática, según la L•cuación de 36 

Arrheniu~ 

1.1 ·1 Comportamiento de una cnt:mM en un intervalo de pH 37 

111.1 J{cpre~ent•1ciíln gnlíic,1 de la cantidad de xerogcl obtenido al variar la relación n1olar TEOS: 66 

HCI 

111.2 l{cpresL•nt¿1c1ún gráfica dL• la cm1tidad de xcrogcl obtenido al variar la relación molar TEOS: 67 

H:O 

111 . .3 Hcpresentariún g,ráfic,1 de la variacilm de la absorbancia con respecto a la conc1.•nlrncilm de 78 

albúmina a 700 nn1 

111.4 l{L•prcsL•ntación gráfica dL• la variación de la absorbanciíl con respecto a la concentración del 85 

almid,'m a 595 11111 

111.5 J>¿1trón cml'ticn de líl dL•gradílción de almidón por a-Amilílsa libre y encílpsulad•1 86 

111.6 l{cprescntación gráfica del porcentaje de sustrato degradado en cartuchos empacados con 89 

gel dopado etm u-Amilasa durante los ciclos sucesivos de operación 

111.7 l'alrún cinéticn de l.1 producción de o, a partir dL• 1-1,0,, catalizada por cat,1lasa libre y 93 

1.mcapsulada en sol-~el 

111.H Curv,1s cint~ticas de 4 lolt•s de gel dopado con Cat¡1lasa, pn•plJradns independh.mtemcnlc 95 

TES1S r,rw ¡¡¡ 

F'11 , ., ~ rr(,. . ' .. '(!EN 
.t\J.1 1 .. ;,. :.•!:1 vcuu .1 



Indico de figuras 

111.9 Curvas cinélicas de un gd dopado con Catalasa, obtenidas en cicloo,; de opcrilcitln sucesívos 97 

111.IU ClffViJS cinéticas oblcnid11s con geles dopados con Catalasa y secados por diferentes 100 

méto,h1~ 

111.11 Cun·as cinéticas obtenida-; con gel dop,1dn cnn Calalasa L'll un ~egundo y tercer ciclo de 102 

opcrilcilm, intercalando entre ambos un tratamiento con Trilnn x-100 

111.12 Representación ¡;rilfica del porcentaje de H.:Cn de¡;radado en cartuchos empacados con gel 104 

dopado con Catíllasa durante ciclos sucesivos de operación 

111.13 Rcprcscntllción gráfica de lil Vl'locidad inicial h1mnl de o~/min) VS la conccntracil'ln de 107 

sustrato (1-1:0: µ1\1) para lo Catalaso libre 

111.1•1 l{epresentación ¡;rilfica de 1/\1frentea1/[1-1:0:) para la obtención de los parámetros cinéticos 108 

de la Catalasa libre 

111.15 Reprc-sentación ¡;r.if1ca de lo wloc1dad inicial (µmol de O:/min) \'S la concentración (1-1:0: 108 

¡11\1) para la Catalasa encapsulada. 

111.16 Representación grMica de 1/\1frentea1/(1-1:02) parn la obtención de los parámetros clnt!tiros 109 

de In Cntalasa encapsulada 

iv 



1.1 

1.2 

l.J 

11.1 

11.2 

11.J 

11.4 

11.5 

11.6 

11.7 

111.1 

111.2 

111.J 

Indice de tablas 

Índkl' de T dbl.is 

Pn..1picdadcs físic,1s dl• 11lgunos lelri1alcn,isilanos 

Constates de vclociddd de hidrólisis para varios lclraalcoxisilanns (ROh Si iJ 211 ºC 

Tiempos de gclificacil'm de TEOS usando diferentes catalizadores y valores de pH 

Relaciones molares lelralcoxisilanos~HCI para la preparación de sol-gel 

Cantidad de reactivos en la mc1.cla de reacción para la obtención de las rncjorcs 

condiciones en la pn·parac1ón dL• geles 

Relaciones molares de TEOS:H,O para Ja preparación de sol-gd 

Cant1dadt-s de reactivos agregados para estudiar el efecto de la proporci<in de agua 

en líl íorrnacicín de sol~gel 

Cantidad de n·activo~ utilizados para preparar la curva de calibración de BSA 

Conccntracicín de los estándares y cantidadl~ de rcaclivos utili;.,1dos par,1 construir 

la curva de calibración de almidón 

Cantidades de reactivos utilizados L'n los ensayos para detcrn1inar In Kn1 de la 

Catalas¿1 libre y encapsulada 

Cantidad de gel obll•nido al varias la rl'l,lcilín molar TEOS:HCI utili1.ada para la 

formación de Pstos geles 

Cantidad de bL'l obll'nido al variar la relación n1ol,u TEOS:H;O 

Cnn1paracil'm entre l'I pH de la fase acuosa y la cantidad de gel obtenido en los 

experimentos de varwción de los rL'laciones molares TEOS:HCI y TEOS:H:O 

17 

18 

18 

.¡5 

45 

51 

55 

61 

66 

67 

68 

111.4 funcionamiento y l'S\Jbilidad dL• los gell•s dopados con indicadores de pH 71 

lll.4A J{esultados de experimentos con indicador en solución e inmovilizado en gel 74 

lll.4B Rt."'Sultado de experimentos con indicador en solución e inmovtll/.ados en gel 74 

111.5 Variación de la absorbancia en función de la concentración de albúmina 77 

111.6 

111.7 

111.8 

determinada en un l'Spectrofotómctro a 700 nnl 

Cantid,1d dl' proteína presente en el primer lavado, con agua, de los xcrogcles 

dopados con albúmina 

Cantidad de pn lleín,1 presente en el segundo Invado, con metanol·agua 60:40 (v/v) 

de lo~ '\L'rogel~ dop,1dos con albúntina 

Cantidad de proll'Ífül presente en el tercer lavado, con agu~1, de los ~crogcles 

79 

79 

79 



Indice de tablas 

111.9 

dl1p,1dt1s Cllll alhl1mina 

Cantid,1d dl.• protL•ina prc!tcnlt• en el cunrlo lavado, con n1c1imol·agua 60:40 (v/v) de 

lns .\l•rog<.'"lcs dopi1dos con nlblunina 

79 

111.IO Prueba cui1litahv11 de la presencia de nlbún1ina en lo~ xcro¡.;elcs previamente 81 

lavados 

111.11 Cantidad de proteína presente en el primer lavado, con agua, de los hidrogclcs 82 

dopados con albúmina 

111.12 Cantidad de pruleina prcscnlc en el segundo lavado, con melannl-agua 60:40 (v/v) H2 

de los hidrogclcs dopados con albún1ina 

111.13 Prueba cunlítativa de la presencia de albún1ina en los hidrogclcs previamente 83 

lavados 

111.14 Variación de la ;ibsnrbancia en función de la concentración de almidón en los 85 

estándares, determinada en un l.'Spt"Ctrnfot<lrnctrn a 595 nm 

111.15 Villorcs de actividt1d inicial determinados para la misn1a cantidad de n-Amilasa 86 

libre y a-An1ilasa encapsulada 

llI.16 Valore~ dL• activichlJ in1c1,1I determinadas para la nlisn1a cantidad de Catalasa libre 93 

y encap<tulada en gl'I, bajP omdicioncs idénticas 

111.17 Valores dl.• activ1d,1d m1ch1I de gl'IL-s dopados con Catalasa que fueron preparadas 96 

en días d1stmto~ 

111.18 Valores dl.• i1ct1v1d,1d inicial de un gel dopado con Catalasíl en ciclos de operación 98 

SUCl'Si\'ll"i 

111.19 Valores dL• ílClÍ\'ídad in1C1,1l L'll gL•lcs dopados con Catalasa que fueron secados por 99 

diferentes n1étodos 

111.20 Valores dl' acli\•idad inicial de un gel anll'S y después de un lralamiento con Trilon 102 

X-100 

111.21 Dalos dl' la concentración de suslrato y de la velocidad inicial para la Catalasa libre 106 

111.22 Parámelros cnzimálicos de la Catalasa libre 106 

111.23 Datos de la concentración de sustrato y de la velocidad inicial para la Catalasa 107 

encapsulnda 

111.2·1 Parámetros cnzirnáticos de la Catalasa encapsulada 110 

vi 



Resumen 

Se desarrollaron metodologías basadas en la técnic;i de sol-gl'I par.1 la 

inmovilización física de pequeñas moléculas orgánicas (indicadores) y de macromolécul;1s 

biológicas en un soporte sólido. 

Utilizando cnmo precursor al tetractoxisilano (rEOS) y catálisis ácida par;i la preparacilÍn 

del gel de sílice, se busc<.l en una primcr;i clapa nplin1izar lits cnndich1ncs cxperin1cntalcs 

con el fin de obtener L1I máximo rendimiento de In reacción. Posll•riormcnte, L'n1plcando las 

proporciones óptimas TEOS:H:O:HCI encontradas, se introdujeron en la mezcla dL• reacción 

indicadores de pH n metalncrómicos disueltos L'n nwtannl. El gel obtL•nido, secado, molido 

y empacado en cartuchos, respondió revC'rsiblemcnte a cambios en l'I pH o a la presencia 

del ion n1ctálico, según el caso, en ILI solución pcrcoladil. 

J>nri.1 el cncilpsul¡_1n1il'nto dL• biorno16culas se nu1dific.Jron \'i.lrL.lS condiciones. Las rc,1ccioncs 

de hidrólisis y policondens.ición se dejaron procedL•r hasta la obtención de un sol viscoso, al 

cual se Je ajustó l'I pH por adición de un buffer de fosfatos previo a la introducción de la 

bin1nolécuk1. Asin1ismo, PI SL'(\1do del gel se realizcl bt1jn condidonl.'s controladas. Con estas 

modificaciones se cnc,1psularon L'xitosamcntc un¡¡ proteína y dos diferentes enzin1;:ts. Las 

pruL•bas realizadas a los geles dopados mostrilron que, con un protocolo único, es posible 

inmovilizar permanentemente diferentes biomnléculas, presL•rvando en buena medida su 

actividad. Adicionalmente se demostró que las enzimas encapsuladas se pueden trabajar 

en ciclos sucesivos de operación y rcgt•ncración con una mínima pérdida de acth•idad. 

En conclusión, los materiales obtenidos presentaron buen potencial para ser utilizados 

como sensores químicos o bioquímicos ya que las moléculas de interL~ quedaron 

pcrn1;incntcmcntc iltrapadas, reteniendo su rcnclividad cilractcríslica y su funcionalidad 

quín1ica. 



Abstracl 

Methodologi<•s based on the sol-gel lechnique Wl're dl•\•eloped for the physical 

immobilization of small organic molecules and biological macromolecules in a solid 

supporl. 

Using letral'lhoxysilane (TEOS) as precursor ami acid c;1talysis for lhe preparation of tlw 

silica gel, tlll' optimal expcrimenlill conditions to oblilin the m¡¡ximal yield of the reaction 

werl' iirst detl•rmiri.llcd. Then using thc best TEOS : 1-J,O: HCI ratio, some pH •:md metal 

ion indic:L1tors dissnlvL·d in mcthanol \vcrc addcd to thc rcaction nlixturc. ThL' gels obtainL•d 

by lhis pnKL•durc· \\'l'íl' iinally dril•d, grounded and packed in cmtridges lo ll'Sl thcir 

scnsing capability. Tlw gcls dopcd with pH indicators re\•ersibly responded to ch¡¡ngcs in 

tlw pi 1 of tlw solution p<•rcnlated through lhe cartridge; similarly, the glasscs dopcd with 

llll'l..11 ion indicators dlsn rL•spondcd to thc prL•sencc nf the tnrgct ion in lhc test so)ution. 

For thL• l'l1G1psulation of thc bion1olei:ulcs it was flL'CL'SSilr}' lo modify so111c cxpcrimcntLll 

n1nditions. Tlll' hydrnlisis and cnndesalion rc•¡ictions were left lo procl'Cd until a viscnus sol 

w.is formed and prior to thc addition of the biomolccule, the pH of the mixturl' was 

,1djusl<•d with phosphilll' buffer; bl'SÍlies, the dryin¡; of the gel was performed undcr more• 

delic,1tc• and controlled conditions. \\'ith these modifications, it was possible to accomplish 

the SllCCl'SSful cncapsuliltion uf a protein ilnd two diffcrent cnzyml'S. Thc tests Cilrricd out 

on tlw doped gels showc•d thill it \\'ílS possible to use the same protocol for the permilnent 

imrnobilization of different biomolecules prL'Serving an inlCíl'Sling proportion uf thcir 

activity. /Hldition¡¡lly. it was shown that the encapsulated cnzymes can be used in 

~lll'l-L-Ssivc opL•ration-rL•gL•ner'1lion cydes with 1ninim'1l loss of activily. 

In conclusion, tlw doped sol·gl'I ¡;l.1sses synthesizcd in this work showed ¡i good potential 

lo be used .is chemk.11 or biochcmicill sensors becausc thc cntrnppcd molcculcs wcrc 

;•"í'l~\C.: rt('¡i\i ~ r \i i 1 L \ 1 ·: • 

1E1N , • , •, 1,. _\_.• ¡,·,_.', ij .ri,lí ~ 1 t 1\LiL/ :·. \ u 



pcrrnancntly immobilizl'tt rclaining llu.•ir d1art1clerislir íl'~Ktivily and clwmkal 

function~lity. 
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/11ln11lucri1in 

Introducción 

t~1 hxnologíil sol-gel concebid¡¡ y desilrrollildil en la primeril milild del siglo XX, está 

b;-is¡¡da en l;-i habilidad que tienen ciertos precursores hidrolítiCilmente lábiles pnril formar 

<lxidos n11.~tlllicos o SL•mi-metálicos sólidos nmndo se ponen en contacto con un rncdio 

acuoso. Los vidrios sol-gel obtenidos por este proct..•so simple, que se llevn t:l cnbo a 

ten1per¡¡tura an1biente, prL'SL•ntan propicdildes muy interesantes como: trm1sparcncia 

óptica, resistencia quín1ica y nll•Glnica, porosidad ajuslable (scgt'Jn las condiciones 

ut iliz;lllas en l'I proceso), bnja toxiddnd y mínimo hinchamiento en disolventes orgánicos, a 

difcrcnciil de olros n1atcriales poliméricos. 

Durante niucho ticrnpo los rnalcridk>s sol-gel fueron utilizados casi cxclusivarncntc en el 

área de c;-itálisis, pero en las últimas déc¡¡das del siglo pasado diversos investigadores 

Pn1pczaron a l'XpL•rin1cntJr L'I dop,1do dl' la matriz con diferentes moléculas orgiinkns. Los 

estudios y obst•rvaciones rl'Lllizados pL•rn1iticron corroborar que la adicitín dL• bajas 

conccntrL1donL'S de n1oléculíls orsilnicas al sistema sol-gel tenía poco efecto en l,1 forn1nci6n 

de 1~1 red polin1érica ya quL' J,1s mnll'ctdas dopantes no se incorporab'1n a la rL•d sino que 

qul.•dabíln confinadas en los poros del stilido formado. Además, se constillÓ que las 

rnok;culils físicatnL'ntc atrapLh.fils durantL' la formación del polírnero quedabun 

pl'rn1ilnL•nlL'lllL'fllL' cncilpsuJ,1das unil vez quL' el Slílido se consolidaba; sin cn1bargo, la 

rc•nclividild de las molc'culas no Sl' alter;-iba con el encapsul¡¡miento y eran capaces de 

rcspondL•r a carnbios L'll el n1edio externo, como lo harían si estuvieran en solución nunquc 

rnn una cinética más len la. Estos e'perimcntns abrieron amplias perspectivas para la 

preparación de sensores químicos y bioquímicos basados en la tL'cnic;-i sol-gel. 

En 1990 Avnir (1] y colaboradores reportaron por primera vez lil aplicación de vidrios sol

gel dopados con indicadores ácido-base como sensores de pH. Este mismo grupo también 

reportó el encapsulamiento de re;Ktivos rnetalocrómicos como sensores químicos de 

metales (2]. 



l11ln•ducd1í11 

Aunque se pensaba que el protocolo utilizado en la formación del sol-gel no era compatible 

con las condicionl'S requeridas para la sobrevivL•ncia del material biológico, en 198·1 Venton 

[3] mostn\ que anticuerpos contra la progL'Sterona encapsulados en polímeros sol-gel, 

retenían sus propiedades de interacción y reconocimiento. Posteriormente, en 1985Clad [4] 

reportó el encapsulamiento de varias L'nzimas y células vivas fundonalcs L'n este tipo de 

matrices. De l'Sta manera quede\ l'Stablecido que los métodos clásicos de sol-gel podían ser 

modificados para encapsular proteínas y células y que el material obtenido mostraba la 

ilClividad caraclcrísticil de las especies atrapadas, ya que 101 n1atriz polirnérica era 

suficientemente permeable para permitir las difusión de pequeñas moléculas hacia el 

interior sin que hubiera pérdida de las biomoléculas. 

El trabajo de l'Stos pioneros no fue reconocido sino hasta la dclcada de los 90's cuando la 

técnica fue aplicada independientemente por Braun [5], Yamanak.l [6], Ellerby (7] y \Vang 

(8) para el encapsulamiento de diversas enzimas, proteínas y anticuerpos. Dl•sde entonces, 

una gran variL~í.ld de sustancias bioll)gicils, L'nlrc las cu¡1(es Sl.' incluyen ilnticuerpos 

cntalíticos, DNA, RNA, antígenos, bacterias vivas, hongos, células de plantas y animales e 

indusiVl' prnlllZ0~1rios, han sido L•nc;ipsulados en silico, óxidos nll't~ilicos, organosiloxonos y 

polínwrns híbridos de snl-gd [9]. Estos "rL•rámicos vivientes" pueden llL•gar a tener 

in1pnrtilnlL·s aplicaciones corno scnsorl'S ópticos o l'lcctroquímii.:ns, nliltcriolL•s pilra el 

di11gnl)stko clínico, cntnlizadorcs y alln como órganos bioartifidak'S. El L~tado actunl de lns 

im'l'StigacionL'S al momento de iniciar l'Ste trabajo incluye trabajos en donde se han 

encapsul;ido indicadores de pH como la fenolfatnleina, rojo de metilo, naranja de metilo, 

[ 1,2] así como indicadores metalocrómicos como son el negro de eriocromo T y la 1, 10 orto 

fenantrolina. De la misma forma se encuentran una serie de trabajos en donde se han 

encapsulndo enzimns como la superóxido dismutasa, mioglobina y el citocromo e [7,10], la 

Ca1.1lasa [ 10] aunque en l'llos no Sl' reporlan datos numéricos de la actividad de estns 

L'nzirnas rl"'dudcndose solo il realizar una cnmparadtln scn1icunntitativa entre la cnzirna 

libn• y la L'nL·opsulada. Con respecto a la a-An1ilasa no se encuentro ningún trabajo acerca 

de su inrnovilizilción por esta técnica. 
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/11lnll.lun·i1i11 

Sin L'n1bargo, aunque existen cslil Sl'ric dl' artículos sobrL• d tcrnil, hastil lil ÍL•chil pL1rsislcn 

v.irios problem;1s en I¡¡ IL'cnicn del snl·gel que deben SL'r resueltos y algunns condiciones 

expcrinu~nlalcs requieren ser optirnizadas. l'or cjernplo, se llL'cesililn dL•sarrollar prolocolos 

m;ís biocompnliblcs para rL•dudr In pérdida de In actividad de las moléculas durnnte el 

encnpsulnmienlo, se deben encontrar condiciones que permilan disminuir el encogimiento 

del n1atcrial y el colapso de los poros durante el secado, se rcquierc n1cjornr la estabilidad 

mec;ínica y optimizar la porosidad del polímero para no nfeclM la eficiencia y el perfil de 

respUL'Sla de la molfrula huésped. 

Dl' hecho, la falln de una ll.'Cnologín universaln1cntc aplicable irnplica que sea ncccsnrio 

ensayar una gran canlidad de condiciones y realizar múltiples modificaciones al proceso 

cudn vez que Sl' desea L'n~apsular una biomolécula diferente o realizar una aplicación 

novedosa del biomalerial. 

El presente trabajo prL'lende contribuir al dL'Sarrollo de mnleriales dopados basados en la 

técnica del sol~gel, con posible aplicación L'n el árcJ de sensores o en procesos catalíticos. 

Pnríl ello, se ha buscado optirnizar las condiciones expcrin1cntalcs en las diferentes etnpas 

de In lécnicn sol-gel lanlo para el encapsubmienlo de pequelias moléculns org.ínicas como 

el de n1ncro1noléculils biológicils. En L'Stl' úlli1no t:ilso, en Lll ctwl se hnn concentrado 

mnyormL•nlL' los esfuerzos realizados, se ha lrntado de eslabll'cer un protocolo único de 

prL'pnracii\n dl' los gell'S aplimble ni encapsulamiento de proteínas y enzimas de diferentes 

tamtlños. L.1 oplin1izilci6n de condiciontls para líl prcparncilln de estos biomatcriales se hn 

bnsndu en tres diferentes l'jl's: 

1. l'rL'Servar al máximo la actividad de la biomolL'cula 

2. Obtenl'r un material de porosidad adl'cuada, a través del cunl puedan difundir 

sustratos dl' diversos tamalios, tanto pcquelias moléculas como grandes polímeros 

3. Lograr qul' dicho mnterial pueda ser regenerado y reulilizndo 
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OBJETIVOS 

Objelivo general 

Aplicar J¡¡ técnirn del sol-gel, oplimizando lns condiciones experimenlnles en sus di\·ersns 

ctnpas, para el cncapsulan1icnlo de pequetlas molécuk1s orgtmicns y macrornoléculas 

biológicns, con L'i fin dL• oblener malerinles con posible aplimción como sensores químicos y 

bioquímicos. 

Objelivos específicos 

J. Eslablecer condiciones óplimas en las el;ipas de hidrólisis y condens.1ción de In lécnirn 

sol-gl'I pari1 oblL1 nL•r un rendimiento n1áxirno de la reacción. 

2. Encapsulnr moli'culns orgimicns pequeñas en sol-gel. 

2.1 Dclimilnr L'i tiL•mpo dL• reacción ndecundo para la introducción de In sust.:mci;i a 

inn1ovili7ar l'n L'I sol. 

2.2 lnrllll\'ilizar diicrcnles indicadores de pH y mclalocrómicos 

2.3 Veriiicar l.1 rl'aclividad química de la suslancia inmovilizad¡¡ y su comporlamienlo 

rL'\'L'rsiblL'. 

3. Eslablcn•r un prolocolo general de encapsulamienlo de biomoléculas por la técnica del 

sol-gel. 

3.1 lnmovili1ar hiomoléculas de difcrenle tamaño con lns condiciones estnblccidas. 

3.2 Comprobar cunlilativnmente el encapsulamiento de las sustancias inmovilizadas. 

3.3 Verificar la acth•idad de la biomolécula encapsulnda con respecto a su equivalente 

moléculn libre. 

3.4 Eslablecer condiciones para la regeneración del biomaterial y comprobar su 

funcionamiento en ciclos de operaci<\n repelidos. 



Capítulo I 
Generalidades y antecedentes 

1. Técnica del sol-gel 

1.1 Conceptos básicos del proceso sol-gel 

Un coloide es unn suspPnsilln en donde la fase dispL'fSil l'S 111uy pcqucñil ( entidildl•s de 

1-1000 nrn) y en donde las intcrilcCilmes son dominadas por fuerzas de corto alcani:e, por lo 

que lil inercia de esta fase dispersa L'S muy pequeña, así que exhibe movimiento Browniano. 

Un sol es unil suspensitín coloidal d<• partículas sólidas en un líquido. Un ilerosol L'S una 

suspcnsi6n de partículas sólidas o dL• gntils dP un líquido en un gas, n1icntras que unn 

emulsión es un¡¡ suspensión dL• gol.is de un liquido en otro líquido. Todos estos coloides 

pueden ser utilizados pL1ra gPnerar pnlímL•ros dL• n1iltcriillcs cerán1icos ya Sl'Ll en fnnnn de 

1nonolitos o partícuL1s. 

En L'I procPso dL•I sol-gel, los prL•cursores que se utiliziln son metales o metaloidL'S que se 

cncucntr,111 rodeados de liganlL'S. Por ejc111pln1 el aluminio rodeado por 6xidns innrg'1nicos 

[ Al(N01)1] o biL•n con illcóxidos quL' son una claSL' de óxidos or¡.;.inirns [Al(CX,l·j,)1]. Este 

último l'S uno dL' los precursores m.ís utilizados pilril la prL'parilción del sol-gL•I. 

Los mctill illnhidos son miembros dL\ la faniilin de los compuestos organon1cttllicos que 

tiL•nen un ligando orgánico cnlaz ... 1do a un n1ctal o n1ctaloidc. Estos prL•cursorcs fL'ilCdonan 

f,icihm•nte con l'i agua, estil reilcción L'S llilmada hidrólisis debido ;1 que un ión hidroxilo 

ataca al metal como en In siguiente reacción: 

Dependiendo de la cantidild de agua y de la presmciil de CillillizildnR'S, la hidrólisis se 

puede llevar il cabo de milnern completil: 

,..,,.,.;.:;]: 
: 1 1 : ~ :. 
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Si(OR).1 + 4 H20 ~ Si(Ol 1)1 + 4 ROi I 

Cuando dos moll·culas total o pi1rdL1lmcnlL• hidrollzadL1s intcrLu.:cionan, se produce una 

CC.'llldl1l1Sc'.lci6n: 

(OR)JSi-011 + 110-Si(OR).1 ="" (OR)iSi-0-Si(OR)J + l l2C 

Por definición la condcnsilcicln libera una pcquefia molécula que put1dl1 ser '1gt1t1 o un 

illcohol. Este tipo de reacción puede continuar tantas veces como li¡;andos hidrolizabll's 

contengan las moléculas del cornptwsto organomctólico, forn1ándosc en primera inslilnciíl 

coloides o micclas (partículas cll•rncntllles) los cuales continúnn agregándose hasta forrnar 

una molécula muy grande dt• cientos o miles de unidades llmnadas mornímeros. Al 

nlimero dl' l'nlact·s Cftll' pul'de formar un momímcro se le llamil funcionalidad (f); los 

akóxidos metálicos tienen funcinnalidi1dcs entre:? y 4. Si se considera una unidad con 

cuatro grupos fundon.JIL•s, dos dL• los cualL•s son rL1activns a k1 hidr61isis, Sl11o Sl' tienen dos 

1naneras dL• polimL•riz.:u qu~ son l'll form¿¡ linL•al o bil'n formilndo anillos, como se nuwstra 

en J¡¡ figur.1 l. l. De• aL'lll'rdo con esto, un .:omput•sto polifuncion;:il puedl' polimerizar 

for111.:mdo un~1 red entrL'lrtlz..:lda en tres din1cnsiones. 

Cuando SL' pn1p,u,1 una solución de n1onón1cros y estos condensiln en polímeros 

L'nln1cruzados llHl un tarnaño de partícula de algunos nilnómctros, se dice que se tiene una 

soludón o un sol. 

Si un monón1L•ro pLwdL1 forn1ar rnás de dos enlaces, entonces no hay un tamaño limite de la 

molé'Cllla que se pul'de furm;:ir. Cu;:indo L'Sla molécula tiene dimensiones m¡¡crose<lpicas )'se 

extiende a través de la solución, se puede decir que es un gel. El punto de gelificación 

corrl'sponde al momento en que los últimos enlaces se forman para completar lil 

macromolc'cul;:i y I¡¡ solución dej¡¡ de fluir. Esta trnnsición sol-gel es irreversible y en este 

puntn I¡¡ monofast• liquida (el sol) se transforma en un sistemil bifásico, constituido por un 

sólido poroso y el liquido intersticial atrapado en éstl'. 
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l;1•111•rn/i1f111f1·~ y 1111t1·1·l'1l1·11t•~ 

Una definicilln míls concreta de lo que es un gd es aquella en la cu¡al SI.!' le considl1 r~1 l'OllHl 

unil sust.111da que contiene un esqueleto sólido continuo que end.erra una fase líquid,1, y l~s 

est.-i continuidad en la fase sólidil lo que da la elasticidad al gel [ 1 J. 

Di mero 

Cad~na 

Anillo 

R 
1 

HO-M-011 • 
1 
lt 

lt 
1 

110-M-OH --
1 
R 

R lt 
l l 

HO-M-0-M-OH 
l l 
R R 

-- H0-(~-0\ - + -01! 
R ~-l R 

.~ o" 
R -M~ 

1 

lt 
.... 1 

o 
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n -1'-1, 

~ o, 

M-R 
t 

() 

(~ ) .... ~-R 
M-0 t 
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R .U.. 

' 

.. <n-11 li,o 

Figura 1.1. l·ormac1tln dL• .1mlllh r l"i1dl.'lli\'o por Ull fl\t1JllHlll'h1 h1funchm.l1. 1-:n t..•I pnnll'r "ª"º 
!'>t.' obst.•n'.1 un dí111L•fl1, l'll d .,t•gundll, un.t l-.tdl'IM y l'rt t.•l 1t .. •r¡;t.•n1 "'l.' ,1bst•r\•01 un aml111 

1.2 Hidrólisis y condensación de óxidos de silicio 

El silicio L'S uno dL• lns nll't.11L-s rnás '1bundanlcs l'n la tierra. En la naturaleza, se lleva a cnbo 

la hidrólisis de silicatos para formar polisilicatos, requiriendo únicamente de una fuente de 

silirntos solublt'S y agua. El proceso se realiza por medio de varios pasos de hidrólisis y 

condensaciones repetidas fonn;índosc macromoléculas de polisilicatos que, en condiciones 

quirnkus ¡JdL•cuadllS, L1dquiercn la forrnJ de parlículas esféricas. 
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En 18·15 Ebelml'n ¡,¡,., rc·.i.-rio11.1r SiCli con d.11101 formando el te•lral'tnxisilano (TEOSJ. 

l'oslL•riorn1l'lllL' SL' n•aliz,uon v.ui.1s invl'Sligi.ldonl's sobre la hidrúlisis dl1 '-'SIL' compuL•slo 

que dil'ron como rL'Sllltado un.1 se•riL· de• fibras. TambiL'n l'n 18·15 Ml'ndl'iL')'l'V tuvo la idl'a 

de• hidrolizar SiCt. par.1 formar Si(Ol 1)1 L'I cual por rL'pL'tidas condL'nsacinnL's form1i 

polisiloxanos Lk• itlto peso molL•nililr. Estos experimentos despertaron t•I interés t•n L'I 

L'Studio dl' los compuestos organosilicio, encnntrándosl' que e'stos pnsL'Ían propiedadl's 

excepcionalL•s pilril la íorn1ad6n de polírncros siloxanos con grupos orgánicos en su 

estructur1.1. Los estudios reillizados l'fl t•sta L'poca condujeron a la comprcnsi6n de los 

procesos dl' hidrcílisis y conck•nsación dL' l'Stos produclos. 

l.2.1 Hidrólisis}' condensación del ácido silícico 

Cuando el Si(OH)i se pone en conlaclo con ácido diluido, la solución resultanle l'Slá 

consliluida de especiL's mononucleares. Arriba de pH 7 la hidrólisis producL' L'Species 

ilniónicns: 

Si(OllJ.1 taql ~ SiOx(OH);_, + x 1t 

En donde SiO(OH)" (x=I) se encuentra predominanlemente como especie mononuclear. 

DL•bido ;1 que SiO(OH)' e•s un <icido muy débil, Si01(0H),'· es observado en canlidades 

apreci¡ibles solo en pH cercilno a doce. En la figura 1.2 se muestran las distintíls especies que 

~"'n•don1inan en los difL'rcntl1S intervalos de pH. 

Frc·undlich y colaboradores obiuvieron ácido silícico por acidificación de silicalos solubles: 

o bien hidrolizando el éster: 

TESIC: rrn 
FAJ),·· 
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El ;ícido silícico lcnlamcnle formaba un gel, por lo cual eslUdiaron .1 fondo esle prn.:eso 

encontrando que el ~cido silícico polimcrizt1ba L'n partículas discrellls o nl1clcos que se 

agregaban lcnlamcnlc en cadcnns para formar poslcriorrncntc una red tridimension.JI. Con 

base en sus observaciones dividieron la polimerización en tres clapLls: 

a) CondL'flsación de monómeros para oblener parlfculas elcmenlales ó nliclcos 

b) Crecimiento de las parlículas 

e) Unión de partículas pilra formar cadenas y redes que se extienden a tr,1vés del 

medio Hquido, oblcniendo finalmenle un gel 

(a) 0.1m 5'(1V) (b) 1D 4 m Sl(IV} 
100 .. , 100 

80 90 

';fl. 60 ~ 60 

~ ~ 
en 40 ü.i 40 

:za 20 

o o 
8 B 10 12 6 8 10 12 

pH pH 

L:i cinética de polin1crizaci<)n y las reacciones misn1as que entran en juego dependen en 

gran medida del pi-! del medio. De arnerdo con ller y Brinker (1.2) se pueden distinguir 

!res regiones de pi-!: 

2 s ,,11 s 7 

El valor de pH 2 es un limite dado que es el punlo de carga cero, es decir el punto 

isoek~trico en donde la movilidad de las partículas de sllica L'S cero. A pH 7 se tiene otro 

límite debido a que en este punto las velocidades de disolución y precipitación de las 

ljTi,' c· .. :1 (~ "m-::T-~· J f11.\' ' 
1 

pt, ·r .. 1 

~: i:. .; '. 1 ·_ ~- J 
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parlkulas de sílica son igual"s y por arriba d" pH 7 las parlkulas d" sílica "si.in 

'1preciilbk•mcnle ionizadas y el crl.'ci1nicn10 ocurre sin agregación o gclilci<ln. 

/\. Polimerización a pi/ '2 

Eslas n111dicion"s d" pH r"pr"s"nlan una wgión m"ta"slable "n donde los tiempos de 

gelifirnción son muy largos. Por debajo de pH 2 la velocidad de polimerización es 

proporcional a [H·], pero se ha propueslo que en L'Slas condiciones la polimerización 

involucra un inlermedimio que es la especie "'Si• [1,2): 

Rápido 

sSi-011 + 1-f'. ~ - Sí' 
f.rrrto 

=>Si-OH + = s( ~ = Si-O-Si= + H+ 

De acuerdo con otras hipólesis [1,2], la condensación en medio ácido im·olucra silanoles 

protonados. Esta protonación hace más elcctrofílico al silicio y por lo tanto más susceptible 

al ataque nuclcofilicn. Los monómeros y los oligómcros menos ramificados son los más 

propicios pnra ser protonados. De esta manera, la condensación se lleva a cabo entre 

especies neutras y silanolcs protonados como lo muestran las siguientes reacciones: 

-Si(OH)J + w ~ -Si c+oH 2)(0H)2 

-Si( +Of-1 2)(0Hh + -Si (OH)3 -(OH) 2Si-O-Si(OH)i- + H 
1 

Como c.-slc mecanismo involucra un estado de transición pcntacoordinado, los efectos 

l'Sléricos y los factores inductivos tienen una alta influencia en la reacción. 

R. Poli111crizació11 2 5 pH 5 7 

En L'Sta región los tiempos de gelificación decrecen a medida que el pH aumenta y esto se 

debe a que arriba del punto isocléctrico la velocidad de condensación es proporcional a 
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JOH·J J 1,2J. Dependiendo de la acidez del medio, l;is reacciones que se llevan .1 cabo se 

pt1L'dL1n expresar como: 

l~ii!'ido 

Lt'lllO 

= Si·O· + - SiOH + 11 + ~ - Si-O-Si= + 

o 

=si-O" + SiOH~= Si-O-Si= +· OH 

Corno puede observarse, en este cnso el mecanismo im•olucra el ritac¡ue de un 

silanol nudeofílico desprotonado sobre un silicrito neutro. 

C. Polimcri::ación ¡>H > 7 

Arriba de pH 7 la condensación ocurre a tra\'és del mismo mecanismo c¡ue en (B), 

sin embargo a estos \'alores de pH todas las especies condensadas son más 

susceptibles de estar ionizadas y por In tanto hay efectos repulsivos entre ellas. El 

crL"cimiL•nto ocurre por In ildición de monómcros a partículas más nltamcntc condensadas, 

mós que por agrt•gación de partículas. 

1.2.2 Hidrólisis y condensación de alcóxidos de silicio 

Generalmente, para la obtención de geles de silicio se utilizan como precursores los 

mnnómcros tetraalcoxisilanos y como catalizador un ácido mineral como el HCI o bien una 

base como NH.> 

El proceso del sol-gel se puede describir por medio de tres reacciones: 

TESIS 
F/d ~ 
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t. Esterificaci<Ín 

tt1drólrJS 

=Si-OR + H20 ~ :=s~oH i ROH 
e'ltmf1raaón 

:?. Condcnsacitin alcóholica 

condem:ación atcéfiolica 

=si-OR + HO-S1= ~ =s~O-Si= + ROH 
alcohobs 

3. Condcnsacitin de agua 

=s~OH + HO-Si= 
condernaciónde agua _____. , __ _ 

h1dró~s1s 

en donde R c•s un gmpo alquilo, C.l-b-1. En las reacciones de hidrtilisis se rcc111pl<1zan los 

grupos <1lcóxi (OR) por grupos hidróxi (OH). Las siguientes reacciones de condensación 

involucran a los grupos silanol produciendo enlaces siloxano (Si-O-Si) y más moléculas de 

alcohol. 

l .~1 hidrólisis SL' focilita en preSL'llciil de <1gcntes l]lll' il}'Udcn a hotnogl'nL•izar la n1czcln 

inici'1L ya que L'I ilgua y los alcoxisilanos son inmiscibles. Entre estos agcntL'S se incluyen, el 

tetr<1hidrnfurano (THF), c•I dioxano, la acetona y principalmente los alcoholes. Sin embargo, 

lil prc·senciil de l'Stos disoh·entc-s puede promo\'l'r la L'Sterificación o la no polimerizacitin, 

}'.:1 quL' ILls rL•ardonL'S antL•s mostradas son parcialmente reversibles. En pL1rlicul¡¡r se debe 

subr<1y;ir que los alcohoiL-s no son simples cosoh·entes sino que participan en las reacciones. 

l'or otra parte, aunque en la técnica original del sol-gel se utilizaban sistemáticamente a los 

alcoholes como cosolventes, actualmente se ha demostrado que la formación del gel se 

puede llevar a cabo sin ¡.,adición de listos u otros disolventes. En efecto, el alcohol que se 

produce en las rc•accioncs es suficiente para homogeneizar la mezcla de alcoxisilanos y 

agua. 
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c;C'111·rt1lid111i1 ... _11,1r1tc·c1·•lt'l1ti~ 

t\1edi.:tnh.' el uso de moléculas de ngua marcadílS, se ha podido corroborílr qt1l' llt hidnllisis 

dL• ~lcoxisilanos se lleva a Cílbo por medio de un at¡1que nudL·ofílico dl'I O\Ígt.•no rk la 

moll'cula del agua sobre el átomo de silicio: 

Si-OR + H18QH ---> S~ 1AQH + ROH 

L.1 reacción de hidnílisis se ve afectada por la cantidad de agua que se encuentra presente 

en la mezcla inicial. Uno de los efectos mas ob\•ios es que Ja reacción de hidrólisis se aCl'lera 

al aumentar la cantidad de agua, pero también se ha observado que tiene un efecto en el 

número y tamaño de Jos núcleos que se forman al inicio del pnKL'SO y por In tanto en las 

características del material final. 

1.2.3 Moléculas precursoras en la Jécnica del sol-gel 

Las compuL'Stos que más se utiliz;m pma Ja técnica del sol-gel son los tetraalcnxisilanos y 

entre ellos el tctraetoxisilano, Si(OC:l-h)1 (TEOS), y el tetrametnxisilano, Si(OCJ-h); (TMOS), 

son los n1iis comunes. W prep;uación de éstos SL' lleva acabo a partir de tctradorosilano, 

que se h.:tcl' reaccionar con t1l alcohol apropiado. Tambil•n se pueden utiliz.ir como 

precursores monoalquiltrialcnxisilanns (RSi(OR)1) n los dialquildialcoxisilanos (R:Si(OR),) 

para llevar a cabo la técnica del sol-gl'I. La tabla 1.1 muestra las propiedadl•s de algunos 

organoalcoxisilanos empk•ados l'n la técnica dd sol-gel. 

Nombre l'M p. e Momento r a 2ll •C 
(¡;lm.,t) (·C) di polar 

Tc•tramel"'1srl.ino t52.2 t2t 1.71 1.112 
r dral'lo11.1~i1.11w 

1 l'fr01-n ·PfOP''...._1~11.i1111 

Tl'lra·n-butoxisililllll 

211H .. 1 

264.4 
3211.5 

tfo9 

224 
115 

1.63 
1.48 
1.61 

0.93 
0.916 
U.899 

Soluble en 

Alcoholes 
Alrnhok'S 
Alcoholes 
Alcoholes 

1~1 n•locidad de hidrólisis de los alcoxisilanos L'Slá influenciada por efectos cstéricos; 

mk•ntras más voluminosos sean los grupos alcóxi (tamaño de la cadena y grado de 

ramificación) más se lenta será Ja hidrólisis. La tabla 1.2 muestra el valor de la constante de 

velocidad de Ja hidrólisis ácida de varios tctraalcoxisilanos. 
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T.:ihlíl 1.2. Con~lanle!'! de velpcid,ul dl~ hidnllisis Jlíll'ol vario' 
lelra11lcoxi!->ilí11111.., (l~0)1S1, a 20ºC111 

Crupo I~ 
e,¡.¡, 
c.1·1, 
C.H1.1 

(CH1),CH(CH.,)iCl-l(CH,)CH, 

1.2.4 Efectos de catálisis 

5.1 
1.9 

0.83 
0.30 

L.;1 hidrólisis de Jos ¡¡Jcoxisilcmos se llev¡¡ ¡¡cabo m<is r<ipidamente y de m¡¡nern compll.'la ¡¡) 

ulilizar un c¡¡J¡¡Jiz¡¡dor. En J¡¡ Jécnic¡¡ par¡¡ J¡¡ prep;ir¡¡ción del snl-gel se uliliz;in <icidos 

n1incrilk-.s corno catalizadores o amonit1co, pero lambién se pueden ulilizar otros corno L'I 

ilcido acético, KOH, ¡¡minas, KF y HF. En ¡¡Jgunos lr¡¡b;ijos se indic¡¡ que, a conccnlr¡¡ciones 

iguales, los ~kidos son mucho n1cjorcs catalizadores que las bases, debido a que los si(¡tnoles 

ácidos pueden neutralizar a estas últimils. 

En J¡¡ lilbl¡¡ 1.3 se present;in los liempos de gelific¡¡ción para TEOS empJe¡¡ndo distintos 

catalizadores. 

Tabla 1.3. Tiempo~ dl• gelificaciún de TEOS usando 
difcwnlcs calali1,1dorcs y valores de pH 111 

C,1tali1.adnr pH inicial de la T1cmpodc 
solucilin gl'liíicacitln hrs 

HF 1.90 12 
HCI 0.05 92 

HNOi o.os ](JO 

H,SQ, 0.05 106 
HOAC 3.70 72 
NH,OH 9.95 107 

Sin calálisis 5.0 lllOO 

Es importante aclarar que aunque la hidrólisis de los alcóxidos es favorecida en medio 

<icido, las reacciones de condensación y polimerización son muy lentas en este medio. Por lo 

tanlo, Ja formación del gel, que es el resultado de ambos procesos, puede requerir de un 

largo tiempo. 

IB 
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1.2.5 Mecanismo de hidrólisis 

t\. Hidrólisis acida. 

En gencr,11 sc.• ha .irgumL•nt.Jdn que In hidn)lisis iidtil1 se llcvu ll cabo por un dc·spl¡iz,1111icnto 

nuclL"ofílico bimolecular (SN,-Si) qu<' involucra un intl'nnL"mliario pL'ntacooordinado. 1l.1jo 

condiciones ácidas un grupo alcóxido L'S protonado L'n un paso rápido. 1~1 dl.'nsidad 

L'lcctrónica se aleja del silicio haciéndolo más susceptible al ataque del agua y 

presentándose unn inversión en 1'1 configur¡¡ción La estructura quL• tiene el intcnncdiario 

SI.' muestra en la figura 1.3. 

HOH 

RO RO OR OR 
\ + ¡+ \ I g+ / 

R0 -sl-OR === H0 ..... 51 .... •0R:::::=.. 0HO-s1-º"noH 
I H "H 1 H \ H+ 

RO OR OR 

FibP\Jra 1.3. Mt.-c·~nismo da hidr~lisis á_ctda da akoxisilant'S 

Lo ;mt<'riur permite entender el hecho de que la velocidad de hidrólisis aunlC'nte cuando el 

Momo de silicio se encuentra rodeado por grupos alcóxidos pequeños (menor impedimento 

cstérico). 

AunquL" l'Ste mecanismo explica los efectos estéricos de grupos voluminosos, existen otros 

mec·<:mismos propuestos que no irwolucran inversión en la configuración. 

ll. /-lidnilisi; basica 

De la misma iorma que en la hidrólisis ácida se propone un m~..:anismo SN:-Si en donde 

los grupos hidroxilo desplazan a los grupos OR- presentándose una inversión en ta 

configuración. Este mecanismo es afcctildo por factores estéricos e inductivos, sin embargo 

los factores estéricos son más importantes ya que el silicio adquiere una carga en el estado 

dl• transición (figura 1.4). 

,._. ''I 1 
'. l I ¡ ... ~---·..:_._.{ 
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RQRO 

~ º"º" ¡/" 
HO-+Sl-OR HO --Sl+OR-/ •. 

" RO OR 

Figura 1.4. Mecanismo de hidrt'>lisis básic'a de akl1.'\:lsilanos 

Las moléculas de tetraalcoxisilanos parcialmente hidrolizados son sumamente reactivas y 

empiezan a condensar rápidamente. f'or lo tanto mnbos fenómenos, la hidrólisis y la 

condensación, coexisten prácticamente desde las etapas iniciales del proceso sol-gel. 

La condensación de los alcoxisilanos se lleva a cabo principalmente a tra\•és de los grupos 

silanol que se van formando al hidrolizarse los sustituyentes alcoxi. l'orello los mecanismos 

y reacciones de condensación procL'Clen según se indicó en la sección 1.2.1 para el ácido 

silícico. 

1.3 Gelación 

La gck1ci6n se presenta cuando por condensación de polírncros o agrcgaddn de p;irtículas 

se forma un grupo de coloides que al enlazarse dan lugar u una estructura gignntc, a In cuill 

se le llama gel. En el momento de la gelaci<in muchas agrupaciones de moléculas pueden 

encontrarse dispL1rsils en la fase del sólido en desarrollo, pero no cnlilzandas al 

ronglotncrado principdl, con el licmpo, L'stas agrupadones se \'íln enlazando a la red y l'I 

gel se va compactando. De ncucrdo con esto, el gel aparece cuando el último enlace se 

forn1._1 L'ntre los dos congluml1rados más grandes para crear una estructura ltnka. Este 

L'nlace no es diferente a los demás que se formaron anteriormente, pero sí es el responsable 

de la L'lasticidad de la red. 

El cambio en las propiedades reológicas del material es utilizado para identificar el punto 

de gelación. Por ejemplo el tiempo de gelación es identificado cuando se llega a un cierto 

valor de viscosidad. En este punto la solución deja de fluir. 

(!.(\~·· l . ,¡ 

. ·--< .. : .;,'.~l:{ ' 
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La coaguli1ción de los geles se debe a lres tipos de interacciones atractivas: 

1) lntcraccionl'S dipolo-dipolo (l'uer¿as de KL-esom) 

2) lnteraccionl'S dipolo-dipolo inducido (fuerz.is de Dcbye) 

3) Interacciones dipolo transitorio-dipolo transitorio. (Fuerz;is de London) 

1-,s fuerzas de London juegan un papel importante en la atracción entre partfculas 

coloidall'S. Su origen es el siguienle: cuando dos átomos o moléculas se encuentran alejados, 

el movimiento de sus electrones no está corrcl;1cionado, pero cuando se cncuentrnn 

cercanos, los electrones se rearreglan para minimizar la energía del sistema. Los dipolos 

transitorios generados por este arreglo producen una atracción neta entre áiomos o 

n1oléculas, aun cuando el momento di polar permanente de cada una de ellas sen cero. 

Las fuerzas atractivas son aproximadamente aditivas y cuando pueden vencer a las fuerzas 

de repulsión que estabilizan a los coloides, se produce la gelificación de éstos. 

L~, estabilización de los coloides en el sol es debida a la repulsión electrostática. En efecto, 

la fuerza nL'la il l,1 que están sometidas J41s partículas en suspensi6n es la suma de las 

iuL•rzas de atracción y las de repulsión. 1_, barrera de repulsión se forma por los iones que 

se encuentran en lil Vl'cindad de Ja partícula y que dan origen n la formilCÍÓn de una doble 

c.1p.i eléctric.i. (figura 1.5). Estos iones son de dos tipos, los que llegan hasta la superficie• de 

1.i pL1rtkula y provocan una carga neta en ésta (por adsorción o por n1acción), y los iones de 

carga opuesta que son atraídos por la partícula cargada pero que permanecen en soluci6n 

(clHltrainncs). 

Para las partículas formadas por la condensación de hidróxidos metálicos los iones que se 

encuentran en la superficie son en general 1-f• u OH-, que c.>stabkcen la carga de la partkula 

por prolonación o desprotonación de los enlaces M-OH en la superficie: 
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Es mfis o menos sencillo l 1 lin1inar o añadir protnnL•s en L'Slos L'lllilCL'S dPpendiendo del nu~tal 

que esté presente en el óxido. El pH en donde k1 pilrtícul¡¡ c•s glnb;ilmente neutra se 11.una 

punto de cmga cero (l'CC). A pH > l'CC 

nl'gativamenll', mientras que a pl-I< J>CC, las partículas ticnL•n carga positiva. 

Capa de Stern - Capa de Gouy 

e 
Plano de desplazamiento 

. . . -----.. -. -:-- -.. -
-----+- h ~ 

¡ 

e 

IFtt Plano de Helmholtz 

e 

e 

Figura l.5. E~qw .. •míl dl• líl dttbll· Cílr·l l'lt.ktncíl ~· l'S d rl11l'nc1al l'll 1.1 
!>Upl1 rÍKll' dt..• la p.:irtícula carg.Hfo. $11 1..• .. t!I p1•ll'llL'1t1I .1 un,1 d1 .. t,11ll'l>t 

caracterbtica de la supt.•rf1c1t..• IJ.1m'1d.1 plano de J h•lmht1lt/. y $: t.• .. l') 

f"".lh.>ncial l.'11 l'l pl.1no dt..• dt.•sh/.a1111t.•nh• dt..• la partícula (plltl'ndal zC't<1) 

e 

Si il un sol se le ilplica un campo L•IL•ctrico, las partículas coloidak•s cargildas se n1ovcrán 

hacia el electrodo de carga opuesta. Junto con la partículn, también migrará una parte de la 

nube de iones de cargn opu~-sta que la rodea, mientrns que la porción más alejada de la 

doble capa se moverá hacia el electrodo contrario. 1~1 frontern que divide a la región del 

fluido que se mueve con la partícula de la región que se mueve libremente recibe el 

nombre de plano de deslizamiento. La velocidad de movimiento de la partícula depende 

del potencial en el plano de dL-slizamiento o potencial zeta, 'I'• Este potencial es menor que 
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<.;1·11anlid11d~ 1/ 1111trn·,Jr1Jl1·~ 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--~~~-

el potencial en la superficie (<pn) de la p;irtfcula debido a los iones de carga opuesta il l,1 de 

J,1 pi1rlículi1 que se encuentran entre li1 superficie y el pli1no dL' deslizilmiento y qul' 

provocan que la carga neta al nivel de éste plnno sea menor. 

El pH en el cual ""l'S igual a cero se le llama punto isoeléctrico (PIE) y en gener;il no es 

igual al pH del punto de carga cero. La t•stabilidad de un coloide se relaciona muy 

estrechamente con el valor del potencial •p, La estabilidad requiere de un potencial 

repulsivo'"'>= 30-50 mV. 

El efecto de la adición de las fuerzas de van dcr Waals y la doble capa de repulsi<ln se 

puede observar en la figura 1.6. Cerca de la partícula L'xislc un n1ínin10 en la energía 

potencial producido por la atracción de van der Waals pero, rápidamente se llega a un 

máximo debido a la barrera repulsi\•a producida por la doble capa. Si la barrera es más 

grande que JOi;T/e, en donde" es Ja constante de Boltzmann, Tes la temperatura absoluta y 

l' es la carga del electrón, las colisiones producidas por el movimiento Browniano 

gcncrahnL•ntc no sobrepasan la barn.'r~1 y no hll)' agregacicln. Sin e111bargo, si 1'1 

conccntracicln del contraión SL' incremcnt'1 (fuerza ióniG1 mayor), la doble capil se comprime 

debido a qt1L' sigue siL'ndo el 1nisn10 nú1ncro de CL1rg,1s requerido para balancL•ar li.1 

superficie rnrgada de la partícula, pero ahora se encuentran dispuestas l'n un volumen más 

pequeño alredL•dor dL· la pllrticula. 1"'1 compresi<.ln de la doble capa provocil una 

disn1inución dl'I potencial zeta por lo que mientras milynr Sl'il la conCL'nlrilciÓn del 

cont raión, la repulsión se reduce hasta el punto en que el potencial interpartícula es de 

forma atracth·a y el coloide puede coagular inmediatamente. 

De acuerdo con la discusión anterior, los tiempos de gelificación pueden reducirse si se 

adiciona una solución salina relativamente concentrada al sol. Sin embargo, esta adición 

debe hacerse dL'Spués de un tiempo convenienle de modo que los procesos precedentes de 

la hidrólisis, condensación y agregación hayan progresado suficientemente. 

r·0-J¡ 
· ... ~·,N 1 
~---·· ----
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1:¡b"Ura 1.6. Esqucm.1 dc•I poll'm.·i.11 de )il t•stab1h:t.ac1án dC' coloidt•s SL•gt'm la ll'''..lrfa 
DJ.VO (Dt•rjaguin, 1 andau, \'erwl')' y ÜvL'rl"-'t..'~). VA pott•ndíll ntractl\'t' dt..• \'ílll 

dt?r \\'tlals, V11 f''IL•nci.11 t.•lt..•ctwstatu:o de repulsión. 

1.4 Ma~uración de geles 

Lll lransición sol-gel es irrl•\'l'rsible y, al producirse, la monofase líquida (el sol) se 

lransforma en un sisll•ma bifásico. El gel consisle de parlícul;:is primari;:is ;:imorfas de 

li:lm;:iño v;:iriable (5-10 nm) rnn un líquido inlerslicial. En esle estado los poros lod;:ivía no Sl' 

comprimen y es1im llenos de fase líquida. 

Es imporlanle mencion;:ir que l;:is reacciones que producen la gel;:ición no se detienen en esle 

punln, ya que exisle una buen;i fracción de oligóml'ros que se encuentran libres para 

difundir y re¡iccionar, además de que los conglomerados también tienen suficiente 

movilidad interna p;:ira que se lleven a c;:ibo reacciones de condensación. De hecho las 

propiedades del gel continúan cambiando aún después del punto de gelación. A este 

proceso se le ha llamado maduración y no es más que la reorganización de la estructura de 

la red. 

Los procesos que se llevan a cabo durante la maduración son clasificados como 

polimerización, endurecimiento y transformación de fase. 

TT:10r0 
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L .. --. polin1L'rización L'S el irn:rcmL'nlo del núnlL'ro de enlaces en lil red se produce por ILtS 

rt'.:.Kdones de condensacitln, esta condcnsacitln continúa nt'm después del punto de 

gelación. En algunas ocasiones Ja polimerizacicín llega a durar meses, ya que Ja velocidad 

de las n•ncciones de cnndt.'nSildón depende de la tc1npcrillt1ra y del pH dL' la solución. 

Como rL'SUltado del proceso anterior, el grado de entrecnizamiento de Ja red polimérica 

aumenta, el gel se consolida, se desarrolla Ja estructura porosa y Ja parte sólida se densifica, 

todo Jo cual conduce al L'ndurecimiento del gel. 

Est,1s modificacionL'S van ,1compañadas de encogimiento y sinéresis. ~, sinéresis es la 

contracción de la red del ¡;el debida a Ja expulsión de líquido de los poros. 

1-1 maduración es un proceso de disolución o de precipitación debido a las diferencias de 

solubilidad entre superficies con diferentes radios de curvatura. 

CrL'l'nbc•rg 12) (onduyó que la solubilidad teórica es una función del tama1io de partícul<i. 

aunque en L"StL1 documento no Sl' publicaron dLttos cxpcri1ncntuk's. Alc\ander [.:?] fue el 

primero en obtem•r d,1tos que mostraban que para un tipo de sílica dado, Ja solubilidad se 

incrPmcnta con l'I decrcn1cnlo del tan1nño de l.Js partículas tal corno se n1ueslra en la 

t.•cuación 1.1 

S-S.exp (2r;¡\'m/ R T r) (1.1) 

En esta L'cuacicín s. es la solubilidad de la fase sólida, ys1. es Ja energía interfacial sólido

líquido, V ... es el volumen mof;:ir del sólido, res el radio promedio de las p<irtículas, Res la 

constante de Jos gas<-'5 ideales y T <-'5 la temperatura . Las partículas pequeñas (diámetro < 5 

nm) tienden a disolverse, mientras que las partlculas grandes (con diámetro > 5 nm) 

tienden a precipitar. El tamaño de las partículas se incrementa con el aumento de la presión 

y de Ja temperatura. En la figura 1.7 se observa la tendencia de la solubilidad de la sflica con 

el radio de curvatura de su superficie. 
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ººº 
Incremento negabvo 

de la cwvatura 

Incremento positivo 
de la cwvatura 

Solubilidad, ppm 

200 

100 

-10 10 

Figura 1.7. VanaciL'111 tfr_• la solul•11Jdad dL• lil !oollka Cllll <.'! rnd10 d1..• 
cun·atura d<.1 la supL'rf1c1L'. l ll!t r.1d1t1s de curv<1tura ~t· mu1..·~tran n•111l1 

pn1yt•Ccil111t•s <.'11 un;i ~u¡x•rf1t'lt' plana l'I r.1du1 rn .. •gat1\'o, se mue!'>tra 
ct1mn dt•rn.•!ooinm.•s 1..•n la su¡"t_•rfinc 

La condici<in dL• equilibrio para la solubilidad de la partícula es 

¡t "'' = µ' (1.2) 

dnndL• ¡1 c•s d potencial químico y los superíndices indicnn sol=soluci<1n y s =sólido. 

Si la solución es ideal 

¡1 ••1 = µ º' + RTlnx (1.3) 

donde x =es la solubilidad del sólido en fracción mol y µº'es el potencial estándar en la fase 

líquida. 

µ•=µ°' + yA (1.4) 
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donde ~t0~ t•s el potencial cstándilr en la fose sólidit y es ltt cnL•rgí;t interfacial solido-liquido y 

¡\ es l'i iÍrl'il por mnl dl.' sólido. Si un mol dl.' s<llido consistl' de n pequl'i\ns cubos de lado a, 

t•ntonccs el volumen molar del scllido, V"' es 

V"' =na' o bien n= V••/ a' (1.5) 

El área molar A t.'S 

A= n(6 a')= (Vm/ a')(6 a')= 6\1••/ a (1.6) 

Utilizando L'Ste valor para A, la condición de equilibrio es 

µ 01 + RTlnx = µ"' + Vm(6y/a) (1.7) 

Cuando a-> r., x-> x', la solubilidad de cristales grandes. l'or lo tanto, 

µ º' + RTlnxo = fl 0• (1.8) 

Restando esta ecuación de la anterior y dividiendo entre RT, se obtil'ne 

ln(1h:ºJ = Vm /RT(6y/a) 

rcilrrcglando 

X= Xº l'Xp (6y Vm/RTa) (1.9) 

la única diferencia entre esta ecuación y la ecuación 1.1 radica en el factor 6y y 2y que 

prm•iene de la suposición dl.' que la partícula es un cubo. De esta manera el factor 

dependerá de la forma de las partículas. 
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El hidroHl~I 111..:uturo (gl•I con il).-;llil L'll su L'Struclura) SL' somelL' finalmcnlL' a un proceso de 

Sl·cado ronl rolado, duranle L'I cu;il L'I líquido ren1anente en los poros SL' rernueve. Como 

nu1SL'Clll1nda dl· L.•llo, los poros se colilpsiln, hay LHlil mayor consolidacitln y dcnsific~1ciún 

t•structur..il y un IUL'ílL' L'ncogitniL•nto. El gel SL'Cado o xerogel SL' CilriH .. ·tcriza por tener un 

volumen de aproximadamcnle 1/8 del volumen del hidrogel inicinl y un peso alrededor del 

2 Características generales de las enzimas 

Li.s enzimas son un.i partL• in1portLJnlL1 de los scrL'S \'ivos, ya que son estas macron1olé-culus 

lils que IL•s ilyudan a obtenl'r su cncrgíil de forma rápida. Las cnzinl'1S aceleran lll velocidad 

dL' unll rl.'acción sin afectilr el L'quilibrio finíll de L•sta. Otra de Jns Cílrilcterísticas de estas 

1110IL·ctll.:1s es su L'Spt•dficidad: pueden catalizar pocas reacciones y en algunas ocasiones 

sl)lo t11hl rcacciún. l-A.1s enzin1as fundonl1n en condiciones de pH, ll'rnpcruturu, 

l·ontentrilcinnL~s dL• sustrillo o dL• cof.:ictorcs n1uy definidas, por lo cu.:il son bastantl' 

dl'iiL·ad,1s en su 111;111ejo f31. 

l ... 1s L'n7imas StHl proll'Ínas l]lll' dentro de su l'Structuril contienen grupos no protéicos. L1 

.1divid,1d cL1talitiei:1 dL•pendL1 dL1 la ctn1scn·ación de su estructura nntivu y cuillf)uicr 

,·.1ri.1cill11 du lug~lr a c.1111bios significativos en su ilctividLJd. 

Tod.1s l.1s L'nzi111ds prL'Sl'nlan un "sitio activo" en su estn1ctura, Liste se encLIL'ntra fonnado 

pnr grupos ele nminn;ícidos hidrofóbicos, en donde se fija el sustrnto, y por medio de olros 

amino{1cidns más re41ctivos se lleva a cabo la reacción enzimática; estos aminoácidos miis 

renclivos pueden ser la histidinn, lisina, cistcína o la serina, así como los ácidos glutámico y 

aspártico. 

De acuerdo ni lipo de reacción que cnlnlizan, las enzimas se pueden clasificar en uno de Jos 

siguienles seis grupos 14,51: 
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1. C)xidorreductasas: C111aJiz¡111 la lransfcrcnciil de fltomns dL• hidr(>gcno, dL• O\Ígcnn n 

dL• eiL'Clmnes 

2. Transferasas: Ci1ti1li7.i1n la lransfcrcnciil de grupos cspcdfh.·os 

3. l lidrolasas: Calalizan rmcciones hidrolílkas 

4. Liasas: Calalizan la rupluril de L\nlaccs rnL•dim11c rcaccinnL'S distintas de la hidrdlisis 

5. lsomerasas: Catalizan reordenaciones n1olccularcs 

6. Ligasas o sintetasas: Catnlizan li1 forn1acicln de enlaces, requiriendo ATP 

2.1 Determinación de la actividad enzimática 

La fnrn1¡¡ n1ás coml1n de n1cdir la nctividad cnzilnfttica es i1 travL's de una curvn de cmnbio 

en la concentración del suslrnto \'S liempo, en donde la pendiente de la parle lineal de la 

curva repwsenta la actividad (o wlocidad) inicial de la enzima. Como ejemplo en la figura 

1.8 se representa una curva de progreso. 

b 

LA aeuvuJatJ ~nzu11~Llcdl es 
Id t1t:ndJc11tc de J.¡ µ.u1 e 
lnlc14l de In. r.urv<t, v • a/1:1 

nempo(t) 

Figura 1.8. Comportnmh . .>nto típico de unn curva dt! progn."SO 

La actividad enzimática se expresa en término de unidades (U), definiéndose una unidad 

como la cantidad de enzima que cataliza la conversión de 1 µmol de sustrato por minuto, 

bajo condiciones establecidas. En algunas ocasiom.'5 la unidad puede ser más 

convenientemente expresada en términos de nmol/min o pmol /min. La unidad SI de la 

T.,..,f'1-:;:~ (!(\:;:'] 'f··. 1 I· 

FAL1" · .: .. N 
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iKlividild L'nzimlltica es d Ktllal, que rcprcsenla la transíor111ach'111 de 1 mol dL• sustrtlto por 

segundo. 

1U=11111101/min 

1 k¡¡WI = 1 11101/s 

1 U= 11k¡¡lal/60 =16.67 nkalal 

Como se mencionó antcriornll1nh .. 1 , el funcionamiento de las enzimas depende de 

condiciones experimenlilles como la lemper¡¡Jura, pH y concenlr;:ición del suslralo, por lo 

que eslas v;:iri;:ibles deben ser clnramenle estipul¡¡d;:is cu;:indo se reporla la acth•id;:id de un;:i 

enzim;:i pMlicular. En l¡¡ figura 1.9 se muestr¡¡ el efoclo de la concenlración del sustrato 

sobre la activid~d de la cnzin1a. 

l.A.1 pun.1 .za de un producto o fracción protéica que contiene las enzimas se cxprcsil en 

lérminos de la activkfad especifica que es el nt1mero de unidades enzimáticas (U) por 

miligramo de protcín¡¡, La actividad especifica en unidades SI esta dada como Katals por 

kilogramo de proleinn 151. 

_Krn 

~ l .,. 
E 
'Ñ V ¡¡; 

l 11 
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, Concentración de oustrato , 
Figura 1.9. Efecto de la concentración del sustrato sobre la actividad de Ja enzima 

2.1.1 Aproximación de equilibrio rápido (Michaelis- Menten) 

1~1 acth•idad o velocidad inicial (v) de transformación del sustrato por la enzima varía de 

manera hiperbólica con la concentración de dicho sustrato como lo muestra la figura 1.9. 
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A bajas l"'oncenlrnciones de sustrnto v vnría lincnln1cntc con este pL1rlÍn1etro rt.-spondicndo n 

Lu1,1 cinética de primer orden 

v= -ós/ót = (kt{s) (l. !O) 

en donde s representa la concentración del sustr;ito, t es el tiempo y k es la constante de 

velocidad. 

A altas concentraciones de sustrato v es independiente de s, lo que corresponde a una 

cinétic;i de orden cero: 

v= -ós/ót =constante= V~- (1.11) 

donde V ... , es la velocidad máxima de transformación del sustrnto por la enzima. 

A concentraciones intermedias de sustrato, la cinética corresponde a una mezcla de los dos 

árdencs. 

Una ecuadón que relacionil " v y s es la ecuación de Michaclis-~1cntcn que se expresa 

con1n sigue: 

''= v .... 's/(s+Kn.) (1.12) 

dondl' Km es llamada la constante dl' Michaclis. Otra forma en la que se conoce esta 

l•cuación es la siguiente: 

(\lmo,·V) (Km+s) = \lmo, Km (1.13) 

K .. y V.w. son las constantes cinéticas de la enzima. Considerando la ccuacit\n 1.12, se 

observa que si s=K. .. entonces v= v ..... /2, así que la constante de Michaelis representa la 

concentración de sustrato en la cual la enzima trabaja a la mitad de su velocídad máxima. 

Entre mayor es K .. menor es la eficiencia de transformación del sustrato. 
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El nwc11nisn10 de acción de la cnzimil cst{J basado en la forn1¡1ción de un complejo cnzima

sustrnto 1ncdinntc el cual dis1ninuyc lil l'ncrgin de LlCtivilción ncccsilria paru In 

trilnsfonnilci<Ín del sustrnto en sus correspondientes productos. El proCL'SO puede ser 

rcpresentildo por la siguiente ecuación: 

k+1 k.2 
E + S ;:::::::= ES E + Produclos 

k-1 

donde E representa a la enzimil, Ses el sustrnto, ES es el complejo enzima-sustrato y k·:, k., 

y k-1 son constantes de velocidad. 

El tr.ilarnientn cinético de Michaelis-Menten está basado en los siguientes postulados: 

1) Existe una población homogénea de moléculas de enzima en el medio de reacción 

2) Los productos formados en la reacción no interaccionan con la enzima 

3) 1~, concentración relativa de sustrato es muy elevada (;e:lOOO veces la concentración 

de la cnzim.1) 

Si las condiciones de equilibrio son las sugeridas por Michaelis - Menten entonces k-: es 

muy grande comparada con k.1, nsí que Km= k .1/k·1 que es In constante de disociación del 

con1pk1jo cnzimcl-sustrilto. UnLl Km grande significLl una constante de disociación grande o 

una pequeñ;:i constante de asociación (l/K,.,). De estn m;:inera la constante de Mich;:ielis da 

una medida de la .ifinidad enzima-sustrato [5]. 

Las conslanlL'S cinéticns Km y v ..... se detrminan mejor por In transfom1ación lineal de la 

ecunción de Michaclis, que se obtiene tomando su recíproco. 

l/v = 1/Vow• +(Km/V- )x 1/s .... (1.14) 

Así una gráfica l/v contra 1/s da una recta con pendiente Km/Vm•• y los recíprocos de las 

constantL'S están dados por las intersecciones de la recta en los ejes. 
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Gmtmlidadc:; .1/ mrttcl'clt11t1.-s 

l/s =o, l/v = 11v ..... 

l/v =O, l/s = -1/Km 

Otra gráfica alternativa es s/v contra s (figura 1.10), la cual se obtiene multiplicando la 

ecuación red proca por s 

s/v = s/Vn~• + Kn./Vn- (l.15) 

Cuando 

s=O, s/v =Km/V ..... 

y 

s/v=O, s =-Km 

Al gráfico (1/v) contra (1/s) se le llama gráfico de Lineweaver-Burk y es el más utilizado 

para la determinación de la constante de Michaelis . 

..!L 
V 

o s 

Figura 1.1 O. Determinación de la constante de Michaelis 

2.2 Factores que afectan la actividad enzimática 

En algunos casos, si unil enzima es mezclada con su sustrato bajo condiciones apropiadas, 

lil Cillálisis no ocurre o existe una actividild muy bajil, esto es debido il lil ausencia de una 

cocnzin1a o nctivador. 

TESrn 
FALL!' ' . . . .-,,T J . : . 1:. ! : -:tf¡I' 

. ··-·-· .... ? ·-·- ---· ---......... ..._ ... 

33 



Gr11eraUdnd~ .Y a11trcedwlr:t 

Co1'11zi111a 

Existen compuestos con bajos pL>sos moleculares que se encuentran muy involucrados en la 

cati\lisis. Estos actúan como aceptores o donadores de grupos químicos específicos. l'or 

ejemplo el Ni\D, que acepta y dona protones, actúa como una coenzima para muchas 

deshidrogenasas. 

Activadorrs 

Su naturaleza química es muy sencilla, pero no son tan específicos como las coenzimas, su 

papel primordial es activar a los complejos enzima-sustrato. Un ejemplo de este tipo de 

activadores son los iones meti\licos como el Mg''· La teoría comúnmente aceptada para las 

propiedades activad oras de la mayoría de los iones metálicos es que forman compuestos de 

coordinación y actúan como puentes entre el sustrato y la enzima [6). 

lnl1i/>idorcs 

Los inhibidores son compuestos que reaccionan con las enzimas y reducen así la actividad 

de las mismas. Este tipo de compuestos son utilizados para diseñar drogas o insecticidas 

que afecten el funcionamiento de las enzimas en insectos o bacterias, pero no en animales y 

plantas. Existen dos tipos de inhibidores, los competitivos y los no competitivos. 

ln1Ji1'idorrs compt•titil'os 

Estos tienen como c;1racterística que son muy similarL'S en su estructura química al sustrato 

utilizado y el inhibidor reacciona con la enzima compitiendo con el sustrato por el sitio 

activo de ésta. 

Ejemplo: En el caso de la enzima succinato deshidrogenasa que cataliza la conversión de 

succinalo a fumarato y también la conversión de malonato a maleato, ambos sustratos 

.tCtÍlan como inhibidorL'S competitivos uno del otro. En la figura 1.11 se muestra el efecto 

<JUL' tiene Ja presencia de un inhibidor competitivo sobre los parámetros cinéticos de la 

reacción enzimática. Se puede observar que 1/ Km se ve afectado al igual que la pendiente 

de la recta que se obtiene. 
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Figura 1.11. El efecto dt:' un inhibidur competitivo en la representación de l.lncw~a\'cr-Hurk 

/11/1ibidores 110 comretitivos 

En este caso el inhibidor se une a la enzima pero no en su sitio activo, así que la enzima 

puede enlazar al sustrato y al inhibidor al mismo tiempo. El sitio de enlace del inhibidor se 

encuentra rclalivan1entc k1jano del sitio activo de la cnzimil por lo cunl el enlace cnzimaw 

sustrato no se ve afectado. El complejo enzima-sustrato-inhibidor es muy estable y muy 

difícil dL• rnmpL•rse, por lo cual la actividad de la enzima se ve afectada por la disminución 

de la c.intidad de enzinlíl disponible. El efecto que tiene lil prcsenci¡¡ de inhibidores no 

competitivos snbrc los parfunctros dnélicos de la reacción de interés se muestriln en lil 

figura 1.12. En este CilSO el p.:irilmctro que se ve .:ifcctildo es 1/V ..... ~ n1icntrns -1/K.u pcrn1Jnccc 

constnnte, tnmbien In pendiente de In rcctn se ve nfcctndo por In prcsencin de un inhibidor 

no competitivo. 
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Tc111pcrat11ra 

En 8l'l1L'ríll la \'L•locidíld de uníl re¡1cci6n química aumcntíl íll 11un1enlnr In tcmpcnlturn. Este 

efecto suele representarse en función de la variación de la conslilnte de velocidad. LÁ1 

energía de aclivacicln de una rencdón catali2adn por unn cnzin1n puL•de ser dctern1inadn 

por la medición de la velocidad máxima a distintas temperaturas. 

De acuerdo con la ecuación empírica de Arrhenius: 

dlnk/dT=E/(RT') (l.16) 

donde T es la temperaturn absoluta, E es la energía de activación de la reacción, R es la 

constante de los gases y k es la constante de velocidad de la reacción. 

1~1 integración de la ecuación 1.16 entre T=O y T=Tda como resultado: 

log 111 k = C- E/ (2.303RT) (1.17) 

donde e es una constante. 

De esta l'CUación se deduce que una gráfica de log v .... contra 1(f dará una recta cuya 

pendiente es -E/(2.303R). ~1 figura 1.13 muestra la representación gráfica de la ecuación de 

ArrhL'nius pnrn la dL•lenninacic.ín de la energía de activación de una reacción. 

lngVrrwv .. 

f/T (lQ 

Figura 1.13. ll..:'tl'rminachin de la energía de activllciÓn de un" waccitln l.'nzunática 
st··gt'tn la <.'l'.'uacilin de Arrhcnius 
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L;1 temperatura juega un papel importante en la desnaturalización de las enzimas. Cuando 

a unn enzima se Je expone il lc1npcra1uras altils en diferentes periodos de ticnlpo, lil 

actividad de la enzima disminuye por allcración irreversible de su estructura tcrdari11. 

J11i 
Las enzimas son activas en ciertos intervalos de pH. Una gráfica de actividad contra pH 

generalmente conduce a una curva como la que se observa en la figura 1.14. El valor de pH 

de máxima actividad se le conoce como el pH óptimo y 1..'S una caracteristica de cada 

enzima. La variación de la actividad de la enzima con el pH se debe a que se modifica el 

grado de ionización de la proteína y/o de algunos otros de los componentes de la mezcl;i 

de reacción (sustrato, coenzimas.etc.). Evidentemente, un cambio de pH afecta a v ..... y K, .. e 

incluso puede afectar la estabilidad de la enzima. 

IU 11 pH 

Figura 1.14. Co111port1m1icnto de uníl enzima en un intcr\'alo de pi 1 

2.3 Características de la a-Amilasa 

Las amilasas son enzimas que se encuentra en casi todas las plantas, animales y 

microorganismos. En gr;indes cantidades, se le puede encontrar en el páncre;is de los 

grandes ;:mimales, en la saliva del hombre, del cerdo, de la rata y en otros mamíferos. Se 

encuentran en p<..'queñas cantidades en el suero, en la orina, en el hígado y en el músculo. 

J7 



l..<1s amilasas catalizan lil hidrólisis de los enlilces glucosídicos u-1 > •t de los polis.1d1ridos 

(por ejemplo illmid<in). Se clasifican en dos grandes grupos: las endoAmililsas, a las que 

perlenece la a·Amilasa, y las exoAmilasas, entre las que se incluyen la fl y la y-Ami lasa. l~1s 

primeras Sl' cncucnlrlln en tejidos m1imak•s y bacteriilS, rnicnlrns que las exoAmiktsas son 

exclusivamente de origen vegctnl o microbial. Las cndoAmililSilS se caracterizan por atacar 

los enlaces a-1 ··>4 al azar mientras que lt1s cx0An1ilasas alacnn los enlaces glucosídkos 

exclusivamente a pi!rtir de lns lcnninalcs no reducidas de las cadcnils n1fis cxternils del 

polisacárido. 

Así, la a-Amilasa ataca al almidón liberando una mezcla de dextrinils y de azúcares 

reductores como la a-maltosil. La y-Amilasa va rompiendo cada enlilce glucosídico parn 

producir sobmente a-glucosil. L.1 (3-Amilasil rompe enlaces alternados produciendo (3-

mallosils; además iltaca los enlaces a-1 ··> 6 del almidón formando dextrinas. 

El almidón (CcH1oO;),. es una mezcla de dos polímeros: la amilosa qut• es un gluccín lineal 

(1 > ·1)-a-D y la amilopectina que es un D-glucon ramificado con ligaduras principalmenle 

a-D·(l >·1) y .1pro,imadamenle 4% de enlaces a-D·(l - >6). 

1~1 a-Amilasa es llamada así porque el grupo reductor hemiacetal liberado por la hidrólisis 

tii~nl\ un.J configurJdón <lptic.1 a y produce una rotilción de la luz hílcia L1bajo. 

Gc•1lt'ralmentc• es aislada de bacterias como llacillus subtilis, Bacillus coagulants, etc. El pH 

t\plimo dL• actividad de la a-Ami lasa se encuentra entre pl-1 6.9 y 7.1 . Dependiendo de su 

nrigc•n, el lamaño de la molécula de est;;i enzima varía entre 50 y 55 Kdnltons. 

2.4 Características de la Catalasa 

l .• 1 Calalasa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, en microorganismos 

;l!'robios, en células de plantas y en animak'S. L.1 actividad de la Catalasa en tejidos 

,1nimillcs v¡¡ríu grundL1n1enlc, es muy alla en hígado y muy baja en IL1jido conectivo. En 

t•rilrocitos de humano se encttcntran altas cantidades de Catalasa, mientras que los 

erilrocilos de pato están prácticamenle libres de Catalasa. 



La Calalasa es una enzima lctramérica que consiste de cuiltro subunidadcs idénliclls de 

60000 g/mol. La Catalasa lleva a cabo varias funciones, por una parte se localiza en 

organelos y actúa como regulador de los niveles de H,o, que producen otrns enzimils como 

la uricasil, y por otro lado en eritrocitos la Catalasil junto con la glut;itión peroxid;isa ejerce 

una función de protección para la hemoglobina. 

L;i Catalasa es una enzima que muestra un comportamiento inusual, Y" que ejerce una 

doble función: 

;i) La descomposición del H,O, parn dar H'O y o, 

b) La oxidación de donadores de protones (repmsentados por 1\Hi)como por ejemplo 

mctanol, etanol ácido fórmico cte. 

E-HOOH +AH~ ~ H20 + E-HOH +A 
Complejo 1 Complejo 11 

En ambos casos la Catalasa forma un complejo Catalasa-H:O: que es acti\•o. La 

descomposición de una scgundil moléculil (J\1-b o H,O:) sirve como un donador de H ill 

complejo 1 formándose un complcjo 11 que es inactivo [3]. 

Existen muchos métodos para medir la actividad de la Catalasa. Entre las técnicas más 

utilizadas se encuentran las siguientes: 

1. 1~1 medición del o\igeno liberado por la descomposición del peróxido de hidrógeno. 

2. Lil determinación del peróxido de hidrógeno por su absorbancia a 240 nm 

3. Medición electroquimira del peróxido dL• hidrógeno. 

4. Titulación del peróxido de hidrógeno residual. 

·, 1 ! .. ·~ l . 1·" 
.... -~<-! J 



3. Bibliografía 

l. C.J.Brinker y C.IV. Scherer So/·Gd Scfrncc: Tht• Plzysics ami Cl1c111istn; of So/-Gd 
Pron•ssing .. Acadcmic l'ress, New York, 1990. 

2. R.K. llcr, Thc C/1c111istry of Si/ica: Solubility, Po/ymcrization, Col/oid and Surfacc Propcrtics 
and BiocJ1c111is1ry, Wilcy, Ncw York, 1979 

3. 1-1.V.llcrgmeycr, f\.Jctlwds of Enzymatic Analysis, Tomo V, Cap.(111), 3rd cd., Vcrlag 
Chcmie, Florida, 1986 

4. D.T.l'lummer, :111 /11trod11ctio11 to Practica/ Bioc/1cmistry, 3n1, cd., Me Craw 1-lill, London, 
1987. 

5. D.j.Holmc y 1-lazcl, Bioq11i111ica Analítica, Editorial Acribia, Zaragoza España, 1987. 

6. E.T.Mcrtz, Bioq11í111ica, 6• cd., Publicaciones Cultural, México, 1983 



Capítulo 11 
Desarrollo experimental 

En este capítulo se describen los procedimientos purn I¡¡ preparución de los geles solos y de 

los geles dopados, así como las técnicas y métodos utilizados para su evaluación. 

l. Soluciones y reactivos 

1.1. Reactivos 

a-Amilasa de Bacillus licheniformis 2.4 U/ mg (Fluka) 

Catalasa 2800 U/mg de sólido 4000 U/mg de proteína (Sigma) 

Albúmina de suero de bm•ino (BSA), 1 mg/ml en NuCI 0.15 M y 0.05% de ¡¡zid¡¡ de sodio 

(Sigma) 

Tetrnetoxisil¡¡no (TEOS) 99% (Flukil) 

Peróxido de hidrógeno 30%, re¡¡ctivo anulítico (l\follinckrodt) 

Reactivo de Folín:? :-.J (Sigma) 

Almidón de pupa (soluble tratado con glicerol¡¡ 190º C) (Fluka) 

Fosfato monob;ísirn de potasio, rmctivo analítico, (Fluka) 

Hidróxido de sodio en perlas. reactivo analítico (Fluka) 

ALidu durhídricu <:ollcl'ntrnJu (Reactivos Monterrey) 

Acido sulfúrico ('01Kenlrt1do (Rc,1ctivos Monterrey) 

Dodecilbencensulfonato de sodio (Fluka) 

Tritón X-100 (para biología molccuk1r) (Fluka) 

Agua desionizada grado reactivo, tipo 1 

Fenolftalcina, reactivo indicador (Aldrich) 

Rojo de bromofennl, reactivo indicador (rluk¡¡) 

1,10-Fl•nantrolina. monohidratado, reactivo ACS (Sigma) 

Negro de eriocromo T, reactivo gr¡¡do indicador (Aldrich) 

Yodo, grado reactivo 99.8 % (Aldrich) 

G .. '_Esrn rnN 
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Sulfato de colJre(ll) pL•nt'1hidratado 98 'V., (Aldrich) 

Corbon;ito de sodio, rl'activo analltico (Mallinckrodt) 

Ácido ux<ilico, rl'activo <111.11ítico (Mallinckrodt) 

l'ermangonato dl' potasio 99 +% (Aldrich) 

L-Tartrnto de sodio dihidrntado 99 % (Aldñch) 

Sal sódica dl'I ácido etilendiaminotetrnacético 99 % (Fluka) 

Nitrógeno gas (l'raxair) 

1.2. Soluciones 

Áddu clorhídrirn 0.04 M 

Addo clorhídrico 0.1 M 

A.:ido sulfúrku 3.5 N 

Fenolflalcina al 1% p/v solución etanólica 

Rojo de IJromofennl al 1 % p/\' solución etanólica 

1, 10-FL'llantrolin;i al 0.1% p/\' solución etanólica 

Negro de eriocrnmo T al 0.1 % p/\' soluci<in etanólica 

l>t0Mnc1llut''f'1'rime11tr1/ 

Solución de '11midón ·1 mg/ml. 0.5 g de almidón y se disolvieron en buffer en fosfatos 

0.4 M y se llevó a un volumen final de 25 mi. De esta solución se tomaron 10 mi y se 

aforaron a 50 mi con el mismo buffer de fosfatos 0.4 M 

Solución de peróxidn dl' hidnigeno 0.06 M. 0.6 mi de peróxido de hidrógeno se 

diluyeron con buffer de fosfotos 0.4 M a 100 mi (la solución se prepara en el momento 

del uso) 

Reacth·n de Folín. 10 mi de reactivo de Folín 2 N se diluyeron en 50 mi de agua 

Reocth·o de Yodo. 5 g de yodo y 10 g de yoduro de potasio se disolvieron en 10 mi de 

agua, y se aforó a 100 mi. Se alm¡¡cenó en un frasco ámbar 

Solución A. Se pesaron 0.05 g de sulfato de cobre ,pre\•iamente secado a 105 •e durante 

2 horas, 0.1 g de tartrato de sodio y 5 g de carbonato de sodio. El carbonato de sodio se 

disolvió en 200 mi de agua y se adicionó a 200 mi de agua que contenfo al tartrato y al 

sulfato de cobre. Finalmente esta mezcla se llevó a 500 mi 

TESIS 
FAL!c''. 
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Solución ll. 0.1 g de dndecilsulfonnto de sodio se disolvieron con ngun llevando íl un 

volumen finnl de 20 mi 

Solución C. 0.4 g de hidrcixido de sodio se disolvieron en agua, y se aforó a 10 mi 

Mezcla de A+B+C. 10 mi de la solución A con 20 mi de líl solución By 10 mi de la 

solución e 
Solución de Catalasíl 168 U/mi. 0.0120 g de Cíltalasa comercial se disolvieron en buffer 

de fosfatos llevando a un volumen final de 200 mi. Se guardó en refrigeración a 4·C 

(utilizar por no más de 3 semanas) 

Solución de a-Amilasa 18 U/mi. 0.0375 g de a-Amilasa 2.4 U/mg se disolvieron en 

buffer de fosfatos llevando a un volumen de 5 mi (utilizar por no más de 3 scmanns) 

lluffer de fosfatos 0.4 M pH=7. 13.610 g de fosfato monobásico de potnsio se disolvieron 

en 200 mi de agun y se ajustó el pH a 7 con solución de hidróxido de sodio 1 M; se 

aforó a 250 mi (no usar por más de tres semanas o si se observíl precipitado) 

Buffer de fosfatos 0.1 M pH=7. 13.610 g de fosfato monobásico de potasio, se disolvieron 

en 900 mi de agua y se ajustó el pH n 7 con solución de hidróxido de sodio 1 M; se 

aforó a 1000 mi (no usar por más de tres semanas o si se observa precipitado) 

Solución de permanganato de potílsio 0.005 M. 0.79 g de pem1anganato de potasio se 

disolvieron en agua lle\•ando a un volumen final de 1000 mi 

Solución de Tritón X al 0.6% v/v. 0.6 mi de Tritón X-100 se colocaron en un matraz 

aforado de 100 mi y se llevó al aforo con buffer fosfatos O. I M 

2. Equipo y materiales 

Espcctrofotómetro (n Metrohm modelo 662) 

Estufa de laboratorio marca FELISA 

Baño ultrasónico (Sonicor, modelo SCIOO) 

Linfilizador (Heto, modelo DW 1.0-110) 

pH metro (Corning, modelo 220) 

Electrodo combinado de vidrio calomel (Cok~palmer, modelo 60648) 

Purificador y desionizador de ¡igua NANOpure (Bilrnstead Thermolyne, modelo 04747) 

·:i 
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Micropipetas de 5 a 50 ¡ti, dl' 50 a 200 y de 200 a 1000 µI 

Sistema dL• filirilcicín dl• vidrio (Millipore, modelo OM027) 

rrascos de vidrio de 25 mi 

jeringa par..i Hl'LC 250 ¡ti Hamilton 1700 

Matraz bola de 100 mi con boca esmerilada 24/40 

Mortero de porcelana con pistilo 

Jeringas de 1 mi marca l'lastipak 

jeringas de 5 mi marrn Ni pro 

l J1•!'inrr11//o <'.l/'<'rimentul 

f.iltros para columna HPLC con centro de acero inoxidable y anillo de PEEK de 0.25 

pulgadas de diámetro y tamaño de poro 2 ¡un (Upchurch) 

Filtros para columna Hl'LC de acero inoxidable de 8 mm de diámetro y 2 µm de tamaño 

de poro (l'henomenex) 

Monitor de oxígeno YSI Modelo 5300 (biological oxygen meter) 

Electrodo tipo Clark 

3. Metodología experimental 

3.1. Obtención de las condiciones óptimas para la preparación de geles 

Todos los geles se prepararon a partir de tetraetoxisilano (TEOS) como precursor, 

utilizando catálisis ácida (HCI). Inicialmente se realizaron pruebas para obtener las 

relaciones molares óptimas de los reactivos para la formación del sol-gel. 

a) Variación de la relación tctraetoxisilano : ácido clorhídrico manteniendo constante la 

cantidad de agua 

La relación molar entre tetraetoxisilano y agua se mantuvo constante (1:2), se eligió esta 

relación por ser la que se encontró reportada en los diversos trabajos que se revisaron en 

la bibliografía J1,2J. La relación molar entre tetraetoxisilano y ácido clorhídrico se varió 

entre l:l.6xJO' y 1: 4.0x104 • Las relaciones molares tetraetoxisilano:ácido clorhídrico 

que se probaron y las cantidades correspondientes de cada reactivo utilizado se 

muestran en las tablas 11.1 y 11.2 . 

'f':\ (1 T 
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Tabla 11.1. Relaciones molares tctractoxisilann:ácidn clorhídrico 
para la preparación dt• sol·gcl 

Ensayo 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Relación molar TEOS/HCI 

1: l.6'10' 
1: 3.2, lll' 
1: H.tlx lll' 
1: 1.6xllP 
1: 2.SxlO, 
1: 4.tJxlO• 

T,1bla 11.2. Cantidad de reactivos en la mezcla de reacción p11ril la 
obtención de las n1cjon..'S condiciones en la preparación de geles 

TEOS Agua HCI IJ.tl4 M Relación molar TEOS/H:O/HCI 
(mi) (mi) (1d) 

2.5 0.4 4.0 1: 2.2: l.ú X 10·5 
2.5 0.4 
2.5 0.4 
2.5 0.4 
2.5 0.4 
2.5 0.4 

H.0 
20.IJ 
40.0 
62.5 
100.0 

1: 2.2: 3.2 '10-5 
] : 2.3: 8.0 X J0-5 
J: 2.4: 1.6 X HJ..j 

1: 2.5: 2.5 xlll-1 
1: 2.8: 4.0x 10-1 

El procedimiento utilizado para la preparación de los geles fue el siguiente: 

1. Se mezclaron los reactivos de acuerdo con las proporciones indicadas en la Tabla 11.2 

2. El recipiente con la mezcla homogeneizada se tapó y se introdujo en un baño 

ultrasónico por 30 minutos 

3. La mezcla SL' sacó dl'I baño y se dejó gelificar y secilr a temperatura ambiente lwsta peso 

constilnte (hasta que no se observe vLuiaci6n después de la tcrccril cifra, esto se obtiene 

en" 15 días secando a temperatura ambil•nte), manteniendo el recipiente dL'Stapado 

4. El producto obtenido se molió en un mortero hasta obtener un pol\•o fino y homogéneo 

b) Variación de la relación tetractoxisilano: agua manteniendo constante la cantidad de 

ácido clorhídrico 

Después de rL•alizar los primeros ensayos variando la cantidad de catalizador presente, 

se efectuaron nuevos ensayos variando ahora la cantidad de agua en la mezcla de 

reacción. L..1s relaciones molares y las cantidades de reilctivos que se manejaron en estas 

pniebas se indican en las tablas 11.3 Y 11.4. 
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Tablt1 11.3. Rclacilmes nltllares de TEOS:I tO para la preparación de stll-scl 

En~avo Relación molar 
1: 2.8 
1: 3.8 

3 1:4.6 
.¡ 1: 7.2 
5 1: 9.4 

El procedimiento ulilizado fue el mismo que en los ensayos anteriores sólo que ahora la 

cantidad del catalizador se mantuvo constante. La relación molar de TEOS:HCI utilizada 

fue de 1: 4x10', mientras que la relación molar TEOS:H:O se varió entre 1 :2.8 y 1 :9.4 como 

se indica en la tabla 11.3. 

Tabla 11.4 Canlidadcs de reactivos agregados para estudiar el 
electo de la proporción de agua en la formación del sol-0el 

TEOS Agua HCI 0.04 M Relación molar 
.(mi) (mi) (µ!) TEOS: IHJ: HCI 
2.5 0.4 10() 1: 2.8; 4 X 10-4 
2.5 0.6 100 1: 3.8: 4 xlD-4 
2.5 0.8 100 1: 4.6: 4 xlll-4 
2.5 1.2 l(K) 1: 7.2: .¡ xl0-4 
2.5 1.6 100 1: 9.4: 4 xl0-4 

e) Empacado del gel en cartucho 

En una jeringa de 1 mi se introdujo un fillro de acero poroso al centro y con anillo de 

l'CTFE de 0.25 pulgadas de diámetro, que previamenle se adapló al diámetro de la 

jeringa desgastando el anillo de PCTFE y procurando que quedara bien ajustado a las 

paredes internas. Posteriormente se procedió a empacar el polvo del gel por medio de 

una espálula, golpeando levemente el extremo inferior de la jeringa contra una 

superficie plana en cada adición para que el material quedara perfectamente asentado. 

Una vez que se empacó todo el polvo, se introdujo otro filtro de las mismas 

características que el primero en la parte superior del cartucho, quedando listo para 

utilizarlo. 
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De la misma forma se empacaron geles que no se secaron hasla oblcncr peso conslilntc• (solo 

SL' secaron hastil perder un SO'Yc1 de su peso iniciill), pero en este caso se utilizuron jeringas 

de 5 mi y fillros de acero inoxidable de 8 mm de diámelro y 2 ¡un de !amaño de poro. 

3.2. Preparación de geles dopados con indicadores de pH y metalocrómicos 

Una vez delenninadas las condiciones óplimas para la preparación del gel (con base en 

criterios que se espccific;:m en el capilulo de rL'Sullados y discusión), se procedió a dopilr el 

malcrial con moléculas orgánicas pequeñas. Se eligieron para ello diversos indici!dorcs de 

pH e indicadores metalocrómicos con el fin de que el producto obtenido pudiera ser 

evenlualmenle utilizado como un sensor químico. 

El procedimiento empicado para la preparación del gel dopado fue similar al descrito en la 

sección 11.3.1, sólo se añadió un paso extra para la adición de la molécula orgánica. El 

proccdimicnlo general de preparación de geles dopados con moléculas orgánicas 

pequeñas se resume en los siguientes pasos: 

1. En un frasco de vidrio se mezclan TEOS, 1-1:0 y la solución de HCI en las proporciones 

molares óplimas, deducidas de los ensayos anleriores 

2. Se añaden 3 mi de la solucii\n etanólica del indicador 

3. El recipiente con lil mezcla se tilpil y se somele a sonicado por 30 minutos 

4. El sol se deja gelificar (hasta que se observa la formación de un coloide en todo el fondo 

del recipiente) y se seca a temperalura ambienle hasta peso constante, manteniendo 

deslapado el frasco 

5. El produclo se empaca en cartuchos 

3.2.1. Pruebas de reversibilidad o funcionamiento para geles dopados con 

indicadores 

a) Reversibilidad en geles dopados con indicadores de pH 

Se evaluó el funcionamiento de dos indicadores de pH, la fenolftaleina y el rojo de 

bromofcnol, atrapados en los poros de un gel de sílice. Los experimenlos se realizaron 
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con el material dopado empacado en los cartuchos con el objeto de observílr su 

comportamiento en un sistema din;ímico (en flujo). L, evaluación fue exclusivamente 

de tipo cualitativo y consistió en observar los c;imbios de color del gel y J¡¡ rapidez íl la 

cual <''Stos se efectuaban. 

El experimento se llevó a cabo a un flujo de 0.5 ml/min. Inicialmente se pasaron 5 mi de 

J-ICI 0.01 M por el c;irtucho y se observó el cambio de color del indicador, al cabo de 5 

minutos para el desarrollo del color, posteriormente se lavó con agua para desalojar el 

;ícido, a continuación se pasaron 5 mi de NaOH 0.01 M a la misma velocidad y 

finalmente se enjuagó de nue''º con agua. El cartucho con el gel embebido en agua se 

almacenó en refrigeración y cada dos semanas se repitió la prueba de evaluación 

durante un periodo de tres meses. 

b) Pruebas de reversibilidad o funcionamiento para los geles dopados con 

Indicadores metalocrómicos 

Se prepararon dos geles uno dopado con Eriocromo Negro T (ENT) y el otro dopado 

con o-fenantrolina (0-Fcn). Las pruebas se realizaron en tubos de ensayo, colocando en 

ellos una porción del gel molido y afiadiendo soluciones acuosas de diversos reactivos. 

El gel seco dopado con ENT tenía una coloración ligeramente violeta y una vez 

sumergido en agua i1dquirió un color rojo-vino. Para este gel se hicieron primeramente 

pniebas de cambio de color en prL'Sencia de ácidos y bases. /\ la fase acuosa en contacto 

con el gel se le afiadieron una gotas de amoniaco, se agitó el tubo y dcspuL's de un cierto 

tiempo se decantó l'i liquido y se afiadió al gel una nueva porción de la fase acuosa con 

unas gotas de HCJO, 1 M. Estos ensayos alternados se repitieron varias veces 

observando los cambios de color. Posteriormente, se realizaron las pruebas de 

formación de complejos utilizado como catión metálico al Mg'" 1\ una porción de gel 

dopado se le agregó agua, unas gotas de amoniaco y una pequefia cantidad de MgCh. 

DcspuL's de algunas horas (requeridas para observar un cambio de color neto) se 

afiadió a la solución un poco de sal disódica del EDT/\ y unas gotas más de amoniaco. 



El gel se luvo en observación duranle 24 horas, agilando al lubo de ensayo 

csporádicnn1cnlc. 

Al gel dopado con O·Fen (el cual no mostraba ninguna coloración) SL' IL' añadió una 

solución de una sal ferrosa en buffer acético (pH = 4). Después de un tiempo se decantó 

el líquido y se agregó una nueva porción de Ja solución de Fe'· al gel, dej;indose en 

observación durante dos días. En otro ensayo, a una porción no usada del gel dopado se 

Je añadió Ja solución de Fe'· y unas gotas de amoniaco. Después de un tiempo se decanló 

el líquido y se lavó varias \'eces el gel con agua, finalmente se dejó sumergido en agua y 

se mantuvo en observación durante un día. Posteriormente se agregó EDTA y unas gotas 

de amoníaco a la fase acuosn en contacto con el gel y se mantuvo en observación durante 

vnrios días. 

3.3. Técnica de preparación para geles dopados con albúmina (BSA) 

Para Ja preparación de geles dopados con moléculas biológicas se ensayaron dos 

procedimientos. Uno de ellos fue similar al utilizado para encapsular los indicadores, con lo 

cual se obtuvo un material seco. En el segundo se modificaron significativamente las 

condiciones experimentales y el producto obtenido no se dejó secar. Estos procedimientos 

se dL'Scribcn a continuacitln: 

a) Xerogeles ( geles secados) 

1. Mezclar TEOS, H,Q y HCJ en las proporciones molares óptimas 

2. Tapar el frasco con Ja mezcla y sonicar durante 30 minutos 

3. Retirar del baño ultrasónico y agregar 0.5 mi de buffer fosfatos 

4. Inmediatamente añadir el volumen adecuado del estándar de BSA de 1 mg/ml, 

según Ja cantidad de proteína que se desea encapsular 

5. Homogeneizar perfectamenle la mezcla y luego dejar gelificar y secar hasta peso 

constante con el frasco destapado 

6. Moler finalmente el producto 

7. Empacar en cartuchos 

T' 
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h) llidrogeles (geles no secados) 

1. Igual que en el procedimiento anterior 

2. Igual que en el procedimiento anterior 

3. Dejar proceder la reacción 

4. Añadir 2 mi de buffer fosfatos 

5. Agregar el volumen conveniente del estándar de llSA de 1 mg/ml, según la 

cantidad de proteína a encapsular 

6. Homogeneizar la mezcla y dejar gelificar (a los 2 minutos de agregar el buffer, se 

gelifica la gran mayorb de la mezcla de reacción) 

7. Eliminar la capa superior del líquido que no gelificó (en su mayorla es 

tetraetoxisilano sin reaccionar) 

8. Fragmentar el material con una espátula lo más finamente posible 

3.3.1.Cuantificación de la proteína no encapsulada en geles dopados con BSA 

Para realizar la cuantificación de la cantidad de proteína no encapsulada en el gel, se 

preparó pre\•iamente una curva de calibración de albúmina que abarcó desde 1 µg!ml a 30 

a) Curva de calibración de albúmina 

1. En una serie de tubos de ensayo colocar 3 mi de cada uno de los estándares de albúmim1 

en l'llS, según se indica en la Tabla 11 5 

2. Agregm a cada tubo 1 mi de la mezcla de reactivos ABC (descrita en la sección 11.1.2). 

3. Añadir a cada tubo 0.5 mi de la solución preparada de reactl\•o de Folfn [3-5] y en este 

instante iniciar el conteo del tiempo de incubación 

4. Homogeneizar la mezcla 

5. Dejar incubar durante 30 minutos cada tubo 

6. Fijar la longitud de onda del espcctrofotómetro a 700 nm y ajustar a cero con el tubo 

blanco 

7. Leer la absorbancia para cada tubo al final del tiempo de incubación 

'11Tj'CITC "('17'i 
J .. P.10 1
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b) Cuantificación de protcina no encapsulada en xerogelcs 

J. Se realiza un lavado al cartucho empacado con el gel haciendo pasar a través de éste 3 

mi de agua y se recolecta el efluente en un tubo de ensayo 

2.. Se realiza un segundo lavado al cartucho con 3 mi de mclanol-agua a 60:40 (v/v) y se 

recolecta el efluente en un tubo de ensayo limpio 

3. Se repiten los l;wados del paso 1 y 2., recolectando en cada caso el efluente en un nuevo 

tubo de ensayo 

4. Se agrega a cada tubo J mi de la mezcla de reactivos ABC 

5. Se añaden 0.5 mi de la solución preparada de reactivo de Folin y se inicia el conteo del 

tiempo de incubación de cada tubo [9] 

6. Se deja incubar cada tubo durante 30 minutos 

7. Se ajusta a cero la absorbancia en el espectrofotómctro con un blanco (700 nm) 

8. Se lec la absorbancia de cada tubo al final del tiempo de incubación 

TABLA 11.5 Cantidades de reactivos utilizados 
para preparar la curva de calibración de !ISA 

Estándar de !ISA Cantidad del c'Stándar Mezcla A• B+C 
(µg/ml) (mi) (mi) 

o 3 
1 3 
2 3 
5 
10 
15 
2.0 
2.3 
2.5 
30 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

e) Cuantificación de la proteina no encapsulada en hidrogcles 

Reactivo de Fol!n 
(mi) 
0.5 
0.5 

0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 

La cuantificación de la proteína se llevó a cabo utilizando la misma curva de calibración ya 

descrita en la tabla 11.5. El procedimiento efectuado fue el siguiente: 

l. Agregar 2. mi de agua al frasco que contiene al gel fragmentado 

2.. Agitar el material con una varilla de vidrio para lavarlo 

rrrr. r~-r'l(:\~~:1~¡ 
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3. Filtrnr a través de una membrana de nylon de 0.46 µm recuperando el filtrado en un 

tubo de ensayo 

4. Añadir 1 mi de agua al frasco y enjuagar sus paredes para arrastrar al material que 

quedó pegado 

5. Filtrar este líquido y recuperar junio con los otros 2 mi anteriores 

6. La\•ar ahora el frasco con 3 mi de la mezcla metanol-agua 60:40 (v/v) y filtrar el líquido 

a través de la membrana que contiene al gel procurando que lodo el material sólido sea 

bien mojado por este líquido 

7. Recuperar el filtrado en un tubo de ensayo limpio 

B. Repetir el procedimiento de los pasos 6 y 7 ahora con 3 mi de agua 

9. Agregar 1 mi de la mezcla de reactivos ABC a cada tubo 

JO. Añadir 0.5 mi de la solución preparada del reactivo de Folín iniciando el conteo del 

tiempo de incubación para cada tubo 

11. Dejar incubar durante 30 minutos 

12. Ajustar a cero con el blanco apropiado 

13. LL'er la absorbancia a 700 nm 

La cuantificación de BSA se trató de realizar también en la capa de líquido que no gelificó 

pero resultó ser muy difícil ya que gelificaba en la celda del fotómetro impidiendo las 

lccturlls. 

d) Pruebas cualitativas de la presencia de la proteína en los geles 

También se realizaron pruebas cualitativas para asegurar que la proteína se encontrara 

presente en los geles dopados y el método utilizado para ello se describe a continuación: 

Una vez que se realizaron los lavados como se indicó en las secciones 11.3.3.1 by e, se 

procL'dió a empacar también los geles fragmentados en cartuchos plásticos. Se hizo pasar a 

través de cada cartucho una mezcla compuesta de 1 mi del reactivo ABC y 0.5 mi de la 

solución del reactivo de Folín a una velocidad de 0.2 ml/min, después de lo cual se dejaron 

reposar los cartuchos 30 minutos y se observó si había desarrollo de color. 
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3.4. Preparación de geles dopados con a.-Amilasa o Catalasa 

al Técnica general de preparación 

La preparación de estos geles se lleva a cabo igual que en 11.3.3.b sustituyendo el paso 5 

por el siguiente: 

5 Añadir 50 µI de la solución de a-Amilasa 18 U/mi o 200 ¡11 de una solución 168 

U/mi de Catalasa según sea el caso 

El material fragmentado (después del paso 8, sección 11.3.3.b) se lavó con diferentes 

disoluciones y se dejó finalmente embebido en buffer fosfatos. A este material se le puede 

utilizar para mediciones oximétricas o bien secarlo como se describe a continuación pnra 

obtener pol,•os que presenten actividad enzimática. 

b) Técnicas de secado para obtener geles parcialmente secos que presenten actividad 

enzimática 

Para el sec;ido de los geles dopados con enzimas se ensayaron tres condiciones distintas: 

1. Secado a temperatura ambiente 

Una vez que se obtiene al gel ya la\•ado como se describe en 11.3.4.a, se le coloca en un 

frasco de 25 mi que tenga boca ancha sin tapa y simplemente se deja en un lugar seco y 

sin contacto directo con la luz solar. De esta manera el gel tarda aproximadamente 2 

días en perder el 50% de su peso inicial. Una vez sc.-co se puede moler en mortero hasta 

obtener un pol\'o lo mits fino posible. 

2. Secado a 4 "C 

Este secado se realizó de la misma forma que el secado a temperatura ambiente, sólo 

que el frasco que contenía al gel se introdujo en un refrigerador a 4 "C, tardando entre 3 

y 4 días en perder el 50% de su peso inicial. Una vez seco se procedió a molerlo en un 

mortero. 
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3. Secado por liofilizaci1\n 

Una Vl'Z obtl•nido el gel ya lavado como se indica en 11.3.4.a el procedimiento que se 

siguió se describe a continuación: 

1. Se coloca al gel en un matraz bola de 100 mi con boca esmerilada 24/40 

2. Se sumerge el matraz en una mezcla de hielo SL'CO·acetona por 40 minutos 

3. Se cierran todas las válvulas de salida del liofilizador y se enciende la bomba de 

vacío 

4. Después se coloca el matraz en una de las entradas esmeriladas del liofilizador 

5. Se abre la v;íh·ula para eliminar el aire en el matraz y se continúa así durante 20 

minutos 

6. Se pone la v;ílvula en posición de entrada de aire para romper el vado en el sistema 

7. Se separa el matraz y se deja alcanzar la temperatura ambiente antes de sacar al gel 

S. Finalmentl' se muele el material en un mortero con pistilo hasta la obtención de un 

polvo lo más fino posible 

9. Se empaca l'I material en cartuchos como se describe en 11.3.1.c o bien se puede 

utilizar directamente el polvo no empacado para mediciones de actividad 

3.4.1. Pruebas realizadas a geles dopados con a-Amilasa 

En algunos ensayos preliminares con la enzima libre se observó que una cantidad de ésta, 

idéntica a la empicada para dopar los geles, trabaja a saturación cuando se pone en contacto 

con soluciones de almidón (4 mi) a concentración superior a 150 µg/ml (es decir, cantidades 

de almidón mayores a 600 µg). De aquí se dL>dujo el intervalo de concentraciones que 

debería de abarcar la curva de calibración de almidón y Ja cantidad de sustrato a utilizar en 

las pruebas de determinación de actividad de la enzima encapsulada. 

a) Curva de calibración de almidón 

Para realizar la medición de la actividad de Ja a·Amilasa se preparó una curva de 

calibración de almidón [5) con soluciones de concentración entre 2 µg/ml y 150 µglml, como 
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se indicil en Ja rabia 11.6 (canlidad de almidón 1mlre 8 y 600 f•g). El proccdimienlo para 

oblener Ja curva de calibración se describe a conlinuación: 

1. En una serie de tubos de ensayo se colocan 4 mi de soluciones de illmidón a 

difcrenlcs concentracionL'S conocidas 

2. Se añaden 2 mi de ácido sulfúrico 3.5 N 

3. Finalmenle se agrega una gola del reaclivo de yodo, iniciando el conleo del tiempo 

de reacción 

4. Se deja desarrollar el color duranlc 5 minulos para cada lubo 

5. Se lec la absorbancia a 595 nm al lérmino de los 5 minutos 

Tabla 11.6 Concentraciones de los L~tánda.ws y cantidad de reactivos utili•rndos 
para construir Ja curva de calibración de almidón 

Esiándar de almidón Estándar de almidón H,SQ, (3.5 N) Reactivo de yodo 
(µg/ml) (mi) (mi) 

o .¡ 2 !gota 
2.0 .¡ 2 lgola 
5.0 .¡ 2 lgola 
JO.O .¡ 2 lgola 
20.0 .¡ 2 lgota 
30.0 .¡ 2 lgola 
50.0 .¡ 2 lgola 
75.0 .¡ 2 lgota 
100.0 4 2 lgola 
150.0 4 2 1 ola 

b) Comparación entre Ja actividad de la a-Amilasa libre y la encapsulada. 

L., técnica para la medición de la acti\•idad de la a-Amilasa fue la siguiente: 

1. Se etiqueta una serie de tubos de ensayo con tiempos que van desde O hasta 40 

minutos 

2. En cada tubo se colocan 3.8 mi de buffer fosfatos O. l M 

3. Se añaden 50 µI de una solución de a-Amilasa 18 U/mi o bien los geles. dopados 

con esta misma cantidad de a-Ami lasa 

4. Se introducen los tubos a un baño de agua a 25 "C por 5 minutos 
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5. Se agregan 150 ¡d de una solución de almidón 4 mg/ml iniciando el conteo del 

tiempo de reacción parn cada tubo en L'Ste momento 

6. Se agita la mezcla 

7. Se introducen de nuevo los tubos en el baño de agua a 25 OC: 

8. La reacción se detiene añadiendo 2 mi de ácido sulfúrico 3.5 N en el tubo al 

cumplirse el tiempo asignado a cada uno 

9. Se añade una gota de indicador de yodo agitando la mezcln 

10. La absorbancin se lec a 595 nm, cinco minutos después de la adición del yodo 

e) Comparación de la actividad cnlre geles dopados con a-Amilasa empacados en 

cartucho antes y después de lratamiento con Tritón X-100 

Para probar el funcionamiento de cartuchos empacados con gel dopado con a-Amilasa y 

secildos il 4 °C, se efectuó el experimento siguiente: 

1. A los Cilrtuchos se les hncen pasar 4 mi de una solución de almidón 0.15 mg/ml (600 µg) 

il una velocidad de 0.5 ml/min 

2. Se recupera el efluente en un tubo de ensayo 

3. A este líquido se le añaden 2 mi de ácido sulfúrico 3.5 N homogeneizando 

perfectamente 

4. Se añade una gota de reactivo de yodo homogeneizando nuevamente 

5. Se lec la absorbancia a 595 nm 

Con la lectura de la absorbancia y la curva de calibración de almidón se obtiene la 

concentración de almidón presente en la solución e indirectamente se puede deducir la 

cantidad de almidón degradado por la enzima. Al terminar la primera evaluación de 

actividad, los cartuchos se lavaron con 10 mi de buffer fosfatos 0.1 M a un flujo de 0.5 

ml/min y se dejaron reposar una hora. El ensayo de evaluación de acth•idad se volvió a 

repetir tres veces más en los mismos cartud10s. Después del cuarto uso, una vez lavados los 

geles con buffer fosfatos, se pasaron 2 mi de una solución de Tritón X-100 al 0.6% \'/v a 

travL"s de los cartuchos, a una velocidad de 0.5 ml/min. Posteriormente se enjuagaron de 
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nuevo con buffer fosfalos y se dej;1ron en reposo por una hora. Finalmenle se volvió ;i 

rc,11izar dos veces más la medición de la aclividad en los geles, inlNcalando enlre ,1111bas el 

1ra1amien10 con Trilón X-100. 

Los rcsullados oblenidos de l;is cinco mediciones de la actividad se reporl;in en el siguienle 

capflulo como% de suslrato degradado vs número de ensayo. 

3.4.2. Pruebas realizadas a geles dopados con Ca tal asa 

a) Técnica general de medición de la actividad de la Catalasa por oximetría 

La determinación de la actividad de la Calalasa se realizó midiendo la concentración del 

oxigeno, con rcspcclo al liempo, que se produce duranle la degradación del sustrato 

utilizado (peróxido de hidrógeno) y que se puede resumir en la siguiente reacción. 

2 f-120 ~ 2 f-1 2 o + o 2 

El SCb'llimienlo de la evolución del oxigeno con respecto al tiempo se realizó utilizando un 

monilor de oxígeno y un electrodo 1ipo Clark (6, 7]. 

Calibración del oxlmclrn 

1. Agregar 7 mi de buffer fosfalos 0.4 M, previamente burbujeado con nitrógeno dur;mte 6 

horas, a la celda del oxímetro 

2. Introducir el electrodo lipo Clark a la celda procurando evacuar todo el aire entre la 

solución y el eleclrodo por medio del canal que se encuentra en un extremo del 

electrodo 

3. Encender la agilación del sistema e iniciar la circulación del baño de agua a 25 •e 
4. Poner la perilla de funciones del oxlmetro en la posición "aire" 

5. Ajustar con la perilla de calibración la escala del oxímetro a cero 

6. Añadir a otra celda 6 mi de buffer saturado de oxígeno 

7. Se introduce el electrodo en la celda eliminando al aire que se encuentra entre la 

solución y el electrodo 

TEfiJS 
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8. Se ajusta al IO'Y., de la escala con la perilla de calibración (una solucil\n acuosa saturada 

de oxígeno a 2S'•C contiene una concentración de oxígeno de 0.250 µmol/mi [6,81 

Muestras 

l. Se agregan 6.6 mi de buffer fosfatos 0.4 M previamente burbujeado con N2 durante 6 

horas, a una celda de reacción 

2. Se ai\aden 0.2 mi de Catalasa 168 U/mi (33.6 U) o bien geles dopados con la misma 

cantidad de enzima 

3. Se introduce el electrodo de Clark eliminando el aire entre la solución y el electrodo. 

4. Se enciende la agitación 

S. Se inicia la circulación del baño de agua a 25 •'C 

6. Se deja agitando 5 minutos la mezcla para alcanzar_el equilibrio térmico 

7. Se inyectan 200 pi de peróxido de hidrógeno 0.06 M, al mismo tiempo se inicia el 

registro de la evolución del oxígeno que se obtiene en unidades de % de oxigeno 

disuelto 

8. Los datos en ";, de O: se transforman a µmol/mi utilizando el factor de con\'ersión 

indicado en el punto 8 del procedimiento de calibración y finalmente se reportan como 

¡111101 de O: considerando el volumen total (7 mi) de la muestra analizada. La medición 

de la acti\'idad S<.' realiza en la parte lineal de la gráfica µmol de O: \'S tiempo (entre O y 

1 minutos aprox.) 

b) Comparación de la actividad entre Catalasa libre y encapsulada 

Utilizando el procedimiento antes descrito, se determinó la actividad de los geles dopados 

con 33.6 U de Catalasa y secados a 4 OC:; también se determinó la actividad de una cantidad 

idéntica de enzima libre. 

En ambos casos, los valores de actividad enzimática se obtuvieron a partir de la pendiente 

de la parte lineal ascendente de la curva de µmol de O. Vs tiempo [7-10). La comparación de 

los resultados obtenidos permite evaluar la pérdida de actividad de la enzima 

inmovilizada. 
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e) Pruebas de repetibilidad en Ja actividad enzimática para geles preparados en 

fechas distintas 

Se prepararon geles dopados con 33.6 U de Catalasa en fechas distintas y se se.carona 4 "C. 

Una vez secos y molidos, se realizó Ja determinación de Ja actividad enzimática para Jos 

cuatro geles el mismo día, conjuntamente con la determinación de Ja actividad para una 

cantidad idéntica de Ja enzima libre. 

La comparación de resultados de Jos diferentes geles permite establecer Ja rcproducibilidad 

del material obtenido mediante Ja técnica de inmovilización de biomoléculas desarrollada. 

d) Pruebas para determinar el comportamiento de la actividad de Ja enzima encapsulada 

con el reuso de los geles 

Las pruebas se realizaron en un gel dopado con Catalasa, secado a 25 ° C y molido. 

1. Se determinó Ja actividad del gel y de una cantidad idéntica de la enzima libre por 

oximetría 

2. DespuL's de utilizar al gel se le reacondicionó lavándolo con 10 mi de buffer de fosfatos 

0.1 M pH=7, 10 mi de solución de mctanol-agua 60:40 (v/v) y ID mi de buffer de fosfatos 

0.1 M 

3. Nuevamente se realizó la determinación oximétrica 

4. Se repitieron los pasos 2 y 3 dos VL'CL'S más para observar las variaciones en la actividad 

de Ja enzima encapsulada a lo largo de cuatro usos consecutivos 

e) Medición de la actividad enzimática de la Catalasa por oximetría en geles 

reutilizados y tratados con solución de Tritón X-100 al 0.6% 

El método que se utilizó en este caso es el mismo que se describe en la sección anterior 

(inciso d) hasta el paso 3. Se lavó el gel con buffer y mezcla metanol-agua y después se 

llevo a cabo Jo siguiente: 

!ES Te~ 
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Se trat<Í el gel con 2 mi de una soluci6n dL' Tritón X-JOO 0.6% v/v dejándola en 

contacto 5 minutos y retirándola posteriormente con ayuda de una jeringa 

5 Se Javá de nuevo el material con JO mi de buffer de fosfatos 0.1 M, JO mi de 

metanok1gua 60:40 (v/v) y al último con JO mi de buffer fosfatos 0.1 M 

6 Finalmente, se realizó la medición de actividad por oximetría en el gel tratado 

f) Comparación del funcionamiento de Jos geles dopados y empacados en cartuchos 

antes y después de tratarlos con solución de Tritón X-100 0.6% 

1. Se prepararon geles dopados con 33.6 U de Catalasa se SL'Caron a 4 ·C, se molieron y se 

empacaron en cartuchos 

2. Se pasaron 5 mi de peróxido de hidrógeno 0.014 M (70 µmol) a una velocidad de 0.5 

ml/min a través de los cartuchos, recolectando el efluente en un tubo de ensayo 

3. Los cartuchos se lavaron con 5 mi de buffer fosfatos 0.1 M a una velocidad de 0.5 

ml/min y este la\•ado se colectó en el mismo tubo de ensayo que el liquido anterior 

4. Finalmente los cartuchos se acondicionaron con JO mi de buffer fosfatos 0.1 M a una 

velocidad de 0.5 ml/min, dejándolos reposar una hora antes de utilizarlos nuevamente 

5. Al líquido colectado en el tubo de ensayo se le añadieron 2 mi de ácido sulfúrico 3.5 N y 

se tituló con permanganato de potasio 0.018 M hasta la aparición de coloración rosa 

tenue 1111. De esta manera se determinó Ja cantidad de peróxido presente en la solución 

y por diferencia se calculó el % de sustrato degradado por la enzima 

6. Los cartuchos se utilizaron dos veces más y después de realizar el acondicionamiento 

del paso 4 se IL'S trat6 con 2 mi de Tritón X-100 0.6% vf\' haciéndolo pasar a una 

,·eloddad de 0.5 ml/min 

7. Se lavaron nuevamente Jos geles con 10 mi de buffer fosfatos 0.1 M a una velocidad de 

0.5 ml/min para eliminar el exceso de Tritón X-100 y se dejaron reposar los cartuchos 

durante una hora antes de pasar nuevamente Ja solución de peróxido de hidrógeno. Los 

resultados obtenidos en esta prueba se reportan corno % de peróxido de hidrógeno 

degradado vs número de ensayo 
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1~1 soluci<ln de permanganalo de potasio empicada para titular el peróxido no 

degradado se estandarizó previamente utilizando como palrón primario <Ícido oxálico 

f12f. 

3.4.3.0btención de Km para la Catalasa libre y encapsulada 

Se prepararon 5 geles dopados con 33.6 U de Calalasa cada uno, como se indica en la 

sección 3.4. El malerial oblenido se guardó en viales y se mantuvo en refrigeración a 4 "C 

hasla su uso. 

Con cada uno de los geles se hizo una medición oximétrica (según se describe en la sección 

3.<1.2) agregando un volumen adecuado de buffer de fosfatos 0.4 M (previamcnle 

burbujeado con N:) a la celda del oxímelro e inyectando diferentes rnntidades de H:O:. La 

concentración de sustrato en los 7 mi de líquido en la celda se hizo \'ariar enlre 20 ¡11\1 y 

1700 ¡1M. L.1 evolución de oxigeno se siguió duranle 20 min. En La labia 11. 7 se detallan las 

cantidades de reactivos añadidos en cada medición. 

Para obtener las curvas de la enzima libre, se re;iliz;iron mediciones idénticas a las dcscrit;is 

en el inciso anterior, pero los geles fueron reemplazados por 200 ¡d de una solución de 168 

U/mi de Catalasa. El volumen de buffer añadido a la celda para estas mediciones fue por lo 

tanto 200 ¡ti menor que en el caso de los geles (fabla 11.7). 

Tabla 11.7 Cantidades de reactivos utilizados en Jos ensayos para determinar la Km 
de la Catalasa libre y encapsulada 

1 bO: (mM) (111) L'Sl.lnd.tr (mi) de buffer 

0.7 
0.7 
700 
700 
700 

200 
HXlO 

5 
10 
17 

(geles) 
6.~0 

6.00 
7.00 
6.99 
6.98 

(mi) de buffer 
(enzima libre) 

6.60 
5.80 
6.80 
6.79 
6.78 

Com:cnlrat:il\n di! 1 hO: 
(llM) 

20 
100 
500 
1000 
1700 
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Capítulo lll 

Resultados y discusión 

Los procesos Sol-Gel representan actualmente uno de los campos de mayor auge en la 

química de los materiales y consisten básicamente en la preparación de un material a partir 

de una reacción de precursor1..-s orgánicos a temperatura ambiente. La sílica preparada por 

Sol-Gel es una matriz porosa que contiene cavidades o poros en forma de cuello de botella 

interconectados, dando lugar a una red tridimensional de SiO,. El proceso de Sol-Gel puede 

di\•idirse en cuatro etapas: 1) mezclado y formación del sol, 2) Celación, 3) maduración y 4) 

secado. 

En la técnica convencional, el precursor (alcóxido metálico de bajo peso molecular, 

usualmente tetrametoxisilano, TMOS, o tetraetoxisilano, TEOS) se hidroliza primero en 

presencia de agua, un catalizador ácido (o básico) y un cosolvente como etanol. La 

hidrólisis da como resultado la formación de grupos silanol (Si-OH) los cuales condensan 

p.ira formar polímeros siloxano (Si-O-Si) conduciendo a la formación de una suspensión 

coloidal \•iscosa (el sol). A medida que la policondensaci<in continúa, el grado de 

L'nlrecruzatniento entre las partículas aumenta y la viscosidad tan1bién se incrementa, hasta 

llegar al punto dl• transición sol-gel en el cual el material viscoso solidifica dando lugar a la 

formación del gel poroso (gelificación). El gel (hidrogcl) es un sistema de dos fases: el sólido 

poroso inorgánico y la fase disolvente atrapada en los poros. Aun después de la gelación, la 

estructura y propiedad1..-s del material continúan cambiando debido a la policondensación 

entre fragmentos con Si-OH terminal. Durante la maduración, la formación de nuevas 

ligaduras Si-O-Si da como resultado la contracción del gel; el tamaño de los poros 

disminuye y parte del disolvente es expulsado de los poros. 

En esta etapa, que puede durar desde horas a días, el gel se refuerza. Finalmente, el 

disolvente es removido de la red porosa durante el secado, dando lugar a una fuerte 

lj1'r,l('!Ti"i ·r,~·---::--1 1 rl ;. •' . f ,! 
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contracción del gel y al colapso de los poros. Los geles completamente secos (xerogelcs) 

tienen un volumen aproxim<tdamente J/8 respecto al gel inicial y un peso de alrededor del 

20%11-SJ. 

El procedimiento convencional del sol-gel no es adecuado para el encapsulamiento de 

moléculas biológicas porque las condicionL>s de pH extremo (ácido o básico) y las altas 

concentraciones de alcohol añadido y/o formado durante el proceso conducen a la 

desnaturalización y pérdida de acti\•idad del huésped. Este problema es además agravado 

durante el secado del material que en algunas técnicas reportadas (6) se realiza en la estufo 

n 41 •-C. Entre las múltiples modificaciones propuestas para inmovilizar moléculas 

biológicas delicadas en sol-gel se encuentran las siguientes 12,7j. 

Adición de buffer después de la hidrólisis catalizada por HCI y antes de añadir la 

biomolécula 

Suprimir la adición de cosolvente (etanol). Se encontró que este reactivo no era necesario 

si la mezcln inicial se sonicaba durante la etapa de hidrólisis 

Concentrar el sol, por evaporación, para disminuir el contenido de etanol 

Realizar prehidrólisis recuperar los oi igómeros formados por evaporación y someterlos 

a transL>stcrificación con glicerol. Disolver este producto en agua o ácido diluido y 

continuar con el proceso normal de hidrólisis 

Lavar el gel con butfrr de fosfatos dos vecl'S al día durante la etapa de maduración, 

para remover el alcohol producido por las reacciones de policondensrición que 

continúan llevándose a cabo en esta etapa 

Realizar un secado lento y controlado (a temperatura ambiente, en refrigeración o por 

liofiliz;.ición) para evitar un colapso exagerado de los poros 

Dadas la gran diversidad de condiciones, proporcionL'S de reactivos y sugerencias 

encontradas en la literatura para el encapsulamiento de moléculas orgánicas y biomoléculas 

por la técnica del sol-gel (7-9) y después de haber probado algunas de ellas sin obtener 

rL>suitados que concordaran con lo descrito en el trabajo respectivo, se decidió llevar a cabo 
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un estudio sistemático para encontrar las condiciones más adecuadas de preparación de Jos 

gl'les. 

1. Obtención de las condiciones óptimas para la preparación d_e geles 

a) Variación de la relación tetraetoxisilano:ácido clorhídrico manteniendo 

constante la cantidad de agua 

En las primeras condiciones probadas para preparación del gel no dopado, la relación 

TEOS: HiO se conservó en -1:2, que fue Ja proporción que se proponía en varios artículos 

¡3,8), y se varió Ja cantidad del catalizador HCJ en la mezcla de reacción. 

La tabla 111.1 muestra las cantidades de gel obtenidas para cada proporción TEOS: HCI 

ensayada. La \•ariación de la masa de gel en función de Ja proporción molar del catalizador 

se aprecia más claramente en Ja figura 111.1. Como puede observarse, k1 cantidad de gel seco 

(Xl'rogl'I) formada aumenta al incrementarse Ja proporción de catalizador, aunque Ja masa 

de gel tiende a estabilizarse a partir de una relación TEOS :I-ICI dl' aproximildamente l:lxlO 

4 (L•n este G1so, el criterio de gelificadón es dejar lil n1ezcla de reacción durante dos díi.lS en 

contacto antes de iniciar el secado de la mis1na para nscgurar que lil rcilcchín se llevó a cabo 

hasta el equilibrio, en lodos los rasos se utilizó este n1ismo tiempo para iniciar t•I secado de 

lilmisma). 

La masa de gel formado es un indicativo del grado al cual se lleva a cabo Ja hidrólisis del 

precursor antes de que se produzca la transición sol-gel. Si la gelificacit\n SL' produce cuando 

aun no se ha hidrolizado completamente el alcóxido, éste quedará atrapado en Jos poros del 

gel. Aunque podría suponerse que el precursor remanente es capaz de seguir reaccionando 

e incorporarse a la red polimérica durante las etapas de maduración y secado, los resultados 

obtenidos muestran claramente que una buena parte del TEOS se pierde a bajas 

concentraciones de catalizador. De hed10, durante el tiempo de secado de los geles con 

menor proporción de catalizador, se detectó un persistente olor a TEOS. Por lo tanto, se 

presume que después de Ja gelificación el precursor remanente no continúa hidrolizándose 
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sino que se evapora lentamente junto con los otros líquidos presentes en los poros (para 

obscrv¡¡r si 1'1 rcncción habfo llcgildO a su equilibrio, se dejó lil mezcla de rcilcción 48 hrs más 

en un frasco tapado sin que hubiese formación de nuevo material). t\lternntivamente, se 

puede suponer que n muy bajas concentraciones de HCI, la velocidad de evaporación del 

precursor remanente es mayor que su velocidad de hidrólisis, lo que provoca una pérdida 

neta de éste. 

Considerando que en experimentos posteriores los gek>s serán dopados con moléculas 

delicadas, cuya estructura y propiedades podrían ser afectadas por In presencia de TEOS no 

reaccionando, se optó por escoger la más altn relación molar TEOS-HCI (1: 4x10•) para los 

experimentos subsecuentes. 

Tabla 111.l Cantidad de gel obtenido al variar la relación rnolar 
TEOS: HCI uliti1.ada para la forrnación de estos geles 

Relación molar Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 
TEOS: HCI gel obtenido gel obtenido gel obtenido 

(111 ') (111) (m') 
1: 1.6 xllJ·' 250 235 243 
1: 2.!hlll' 400 390 397 
1:8.lhHP 650 608 624 
1: 1.6, JO. 730 717 720 
1: 2.s,rn• 810 795 746 
1: 4.0xlO~ 830 822 825 

9!Kl 
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'E, 7lKJ 

e (>(K} 

~ 500 

" 'O 400 
1l 
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·::: 200 e; 

"' 100. u 
o 
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mol relativa de catalizador x 105 

l'igura 111.1 Representación gráfica de la cantidad de xerogcl obtenido al 
variar la relación molar TEOS: HCI 
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b) Variación de la relación Telraetoxisilano:agua manteniendo constante la 

cantidad de catalizador 

En el siguiente conjunto de experimentos se fijó la relacic\n molar TEOS-HCI en 1: 4x10 'y 

se hizo variar la cantidad de agua agregada a la mezcla de reacción. La Tabla 111.2 y la figura 

111.2 muestran la variación en la cantidad de gel obtenido al cambiar la relación TEOS- H,Q 

desde 1: 2.8 hasta 1: 9.4. Se observa que al aumentar la proporcicín de agua se obtiene una 

menor masa de gel y que este efecto es más pronunciado a partir de una relación molar 

TEOS-H,Q de aproximadamente 1 :4. 

Tablalll.2 Cantidad de gel obtenido al variar la relación molarTEOS: H,O 

!{elación molar 
TEOS:H,O 

1: 2.8 
1: 3.8 
1: 4.6 
1: 7.2 
1: 9.4 

850 -

o 

""' 800 '2 
~ 
..o 
o 750 a; 
00 e 
"' 700 ->< 

"' ""' 00 
650 Ei 

600 

2 

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 
gel obtenido gel obtenido gel obtenido 

(mg) (mg) (mg) 
830 812 815 
815 819 812 
800 791 793 
720 716 725 
680 687 680 

--······- ·---····--··· -------·--·······----

3 4 5 6 7 8 9 

mol de agua relativa 

Fi¡,"Ura 111.2 Hcprcscntación gráíica de la cantidad de xerogcl obtenido al variar 
la relación molar TEOS: l bO 
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Considerando las reacciones que se llevan a cabo durante la etapa de formación del sol: 

S1(0R)4 + 4H20 ---~ Si(OH)4 + 4ROH (hidrólisis) 

nSi(OH)4 -} nSiOz + 2nHzO (Condensación) 

se observa que hay un consumo neto de 2 moléculas de agua por cada átomo de silicio que 

queda incluido en la red polimérica a través de puentes siloxano. 

De acuerdo con este esquema podría esperarse un efecto favorable al aumcntm la 

proporción de agua a valores ligeramente superiores a la relación molar H:O-TEOS de 2 :1. 

Incluso, algunos reportes de la literatura (9( proponen usar una alta proporción de agua (8:1 

agua -alcóxido) en la formación de geles dopados. 

Sin embargo, los resultados obtenidos experimentalmente indican un efecto desfavorable 

del agua cuando ésta supera ampliamente la relación estequiométrica 2:1 (H:O-TEOS). L., 

explicacic\n de este fcnc\mcno se obtuvo al comparar cuidadosamente los resultados de las 

tablas 111.1 y 111.2, tomando en cuenta las variaciones en la concentración de HCI (y por lo 

tanto en el pH de la fase acuosa) en umbos conjuntos de experimentos. En lil tablil 111.3 

SL" prL•sent.m los valores de pH calculados para la fase acuosa en las dos series de 

experimentos y la L·orrespondienll' masa de gel obtenido (en promedio). 

Tabla 111.3 Comparación entre el pH de la lase acuosa y la cantidad de gel obtenido 
en los experimentos de variación de tas relacionc>s molares TEOS-HCI y TEOS-HiO. 

Relación 
molar 

t: 4.0xto• 
1: 2.5'10• 
1: 1.6xlll• 
1:8.0xJO• 
1: 2.0xJO·S 
1:1.6x10 5 

TEOS: llCI TEOS : H>O 
pH Masa de gel Relación pH 

2.10 
2.27 
2.44 
2.72 
3.11 
3.40 

(mg) 
826 
783 
722 
627 
3% 
243 

molar 
1:2.8 2.10 
1:3.8 2.24 
1:4.6 2.35 
1:7.2 2.51 
1:9.4 2.63 

Masa de gel 
(mg) 

'. \¡' r·r .•• -~ ..... 1 .\J 

819 
815 
795 
720 
682 
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Es evidente de l;i t;iblíl 111.3 que existe uníl rel;ición estrechíl entre el pH de la fose 

;icuosu y lu cuntidud de gel formado. Pum ;imbos grupo de experimentos, a medidíl 

que el pH uumentu l;i mm;a de gel disminuye y el paralelismo entre los dos grupos 

es tul que los once pares de datos podrían integrarse en un solo conjunto. 

De esta comparación puede concluirse que J¡¡ disminución en J¡¡ cantid;:id de gel obtenido 

¡¡J ;:iument;:ir Ja proporción de agua es debida a l;:i dilución de HCI en l;:i fase ;icuos;:i y por 

tanto al aumento de pH en esta fase. Es decir, el aumento en la relación molar H,Q-TEOS 

no es por sí mismo responsable de la disminución en líl cantidad de gel formado; una vez 

que esta relación satisface los requisitos estequiométricos de las etapas de hidn)lisis y 

condens¡ición del precursor (que de hecho son ligeramente mayores a la proporción 2: 1 

1-1,0-alcóxido, debido a l;:i grnn cantidad de gmpos Si-OH que quedan en l;:i superficie del 

m;:iterial form;:ido), el exceso de agua p;:irece no tener un;:i influencia apreciable en el 

proceso. 

Por otrn parte, desde el punto de vista práctico, los geles preparados con un;:i rel;:ición molar 

TEOS: 1-1,0 1 :2.8 además de dar un mejor rendimiento presentaron la ventaj¡¡ de que el 

tiempo de secado del gel fue menor y J¡¡ dureza del muterial obtenido m;:iyor que en los 

experiml'ntos en los que Sl' usó una proporción de agu;:i más alt<t (L-sto se observó 

cualitativamente al realizar la molienda del material). 

Respecto¡¡ l¡¡ relación molar TEOS-HCI y/o al pl-1 de la fase acuosa, que de acuerdo con Jos 

experimentos realizados tienen un gran impacto sobre el rendimiento de Ja reacción, 

inexplicablemente no se encontró en la literatura un estudio detallado del efecto de estos 

parámetros. 

En los diferentes trabajos consultados, la relación molar alcóxido - HCI usada es muy 

variable e incluso se reportan (8) proporciones molares TEOS-Ji_-0-HCI de 1: 2: 1.6xto·'. 

Esta última relación es 25 veces menor en HCI a la que finalmente se seleccionó en este 
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tr;:ib;:ijo y de ;:icuerdo con los experimentos re;:ilizados (tabla 111.2) sólo produce un;:i c;:intidad 

de gel de ;:ilrededor del 33'Yo de la obtenida con la proporción TEOS-HCI 1:4xl0' escogida. 

Pin;:ilmente Cilbe h;:icer notar que en los experimentos de l;:i tabla 111.2, la relación molar 

TEOS-HCI se mantuvo constante y lo que varió fue el volumen de fase acuosa en la que 

estaba disuelto el ácido. l'or lo tanto, es obvio que no es directamente la relación molar 

TEOS: HCl la que influye en el rendimiento de la reacción, sino el pH de la fase acuosa. Así, 

el efecto catalítico es debido ni pH (o concentración de HCI) en la mezcla de reacción y no a 

la cantidad relativa de ácido nñadido. 

Se ha reportado (10( que la velocidad de hidrólisis de los alcóxidos, aumenta al disminuir 

el pH del medio mientras que la condensación es más lenta a menor pH. Una mayor 

velocidad de hidrólisis conduce a una menor pérdida de TEOS por evaporación en las fases 

iniciales del procL'SO. Asimismo, una condensación más lenta permite que la tasa de 

hidrólisis del precursor sea mayor al momento de producirse la transición sol-gel. Estos 

efectos conjugados dan como resultado la obtención de una mayor cantidad de gel cuando 

se trabaja a pH más ácido. 

Con base en los resultados obtenidos en la preparación de geles no dopados se decidió 

utilizar una relación molar TEOS-H20-HCI de 1: 2.8: 4x 10 -1 en los experimentos siguientes 

para la preparación de gek-s dopados. 

2. Evaluación de los geles dopados con indicadores 

!'ara la preparación de los geles dopados con indicadores, la única vnriación en el 

procedimiento fue la adición de 3 mi de una solución etanólica del indicador a la mezcla 

TEOS-H,O-HCI. Esta modificación tuvo como efecto un aumento en el tiempo de 

gelificación y en el secado del material; este fenómeno que se observó muy probablemente 

se deba al aumento de volumen en la mezcla de reacción, lo que provoca que las moléculas 

se encuentren más alejadas y por lo tanto requieran un mayor tiempo para que se forme la 
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red que finalmente forma al gel. Además, este malerial mostró una mayor dureza que se 

obsen•ó al molerse el malerial. 

a) Celes dopados con indicadores de pH 

En las pruebas realizadas a geles dop;:idos con indicadores de pH se observó que cuando se 

hadan pasar soluciones alcalinas a través del cartucho, el gel adquiría la tonalidad propia 

de la forrni.1 básica del indicador mientras que al pasar soluciones ácidas se producía el vire 

caraclerístico al color de la forma ¡\cida del indicador, cambio de color en " 5 min, (tabla 

111.4). Esle comportamiento se siguió por 3 meses duranle los cuales se observó un correcto 

funcionamiento re,·ersible del indiCildor encapsulado. Sin embargo a diferencia de lo que 

sucede en solución, los cambios de color en los geles no fueron inmedialos. Se observó que 

hasta después de pasar aproximadamente 2.5 mi de la solución de prueba a través del 

carlucho a un flujo de 0.5 ml/min, lo que equivale il 5 minutos de conlaclo enlre la solución 

y el gel, este último adquiría la tonalidad final correspondiente a la forma ¡\cida o b¡\sica del 

indirndor, según el caso. 

Tabla 111...t Funcionamiento y estabilidad de los geles dopados con indicildorcs de pH 
Gel dopado c<ln Camino de color al pasar Cambio de color al p;1sar Meses de prt•parac1ón 

una solución de una solución de del gel .11 rc11li/.ar la 
NaOH ll.lll M HCI 0.01 M prueba 

Fenolftall'ina Rosa lncnlon1 
Fenolflal(~in.1 Rosa Incoloro 2 
Fenolflaldnu Rosa Incoloro 3 

Rojo de bron1oknnl Amarillo Púrpura 1 
Rojo de bron1llfcnnl Amarillo Púrpura 2 
Rojo de bron1ofcnol Amarillo Púrpura 3 

Esta ciné1ica más lenta en el viraje de los indicadores encapsulados podría ser debida a uno 

o varios de los fenómenos siguientes: 

Las partículas (H• u OH') deben difundir a través de la red de canales interconectados 

en la matriz de sllica hasta los poros en donde se encuentran atrapadas las moléculas de 

indicador para interaccionar con ellas. Aunque se ha estipulado que el transporte de 

protones en el gel se produce a una velocidad similar a la que se tiene en solución (11 ], 
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el c;imino recorrido en la matriz poliméric;i es sin duda más lnrgo (los poros 

superficiales son de ;iproximad;imente 4-7 micras) 

Experimentos con indicadores atrapados en sol-gel muestran que estas moléculas dan 

indicación de un pH en el poro que parece ser hasta una unidad menor que en el buffer 

externo. Esto se alribuye a que las inleracciones del dopante con la superficie interna del 

poro pueden modificar sus propiedades espectrales (11] 

Los silanoles de superficie del soporte, lanto al exlerior de las partículas como en las 

paredes internas de los canales y poros, son grupos con propiedades ácido-base. Por 

tanto es de esperarse que estos grupos consuman parte del H• (u OH·) presente en la 

solución que se pasa a trnvés del gel. Así las moléculas del indicador atrapadas en 

poros aislados, recibirán el impacto del cambio de pH hasta después de haber percolado 

un cierto volumen de solución a través del cartucho empacado 

Finalmente, con respecto a las pruebas realizadas en este trabajo con indicadores de pi-!, 

cabe mencionar que al pasar la solución de sosa por el gel se observó la presenci.i de 

indicador en el efluenle del cartucho (solución colorida). Esta fuga fue pequeñ.i y resulta 

norm.il en el caso de soportes de sílice ya que este material se disuelve en medio alcalino 

por hidrólisis de los puentes siloxano. Sin embargo, l'I gel estuvo en contacto con la sosa un 

tiempo muy corto y se enjuagó rápidamenle por lo que el cartucho pudo seguirse utilizando 

durantt• los 3 mL•ses en que se rmlizaron l.is pruebas cualitativas de reversibilidad. 

b) Geles dopados con indicadores metalocrómicos 

En este caso se trabajó con los geles no empacados ya que la reacción que se lleva a cabo 

dentro del material es muy lenta. Pequeñas porciones de los geles preparados se colocaron 

en tubos de ensayo y se les fueron agregando las diferentes soluciones de prueba. Como se 

describe a continuación, los resultados con estos geles fueron menos alentadores que los de 

los geles dopados con indicadores de pH. 

En los dos geles preparados, uno con eriocromo negro T (ENT) y el otro con o-fcnantrolina 

(0-Fen), se observó fuga de indicador durante los primeros ensayos. Esta fuga se evidenció 
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por Ja coloraci1\n que adquirió la solución en contacto con el gel. Así, el gel dopado con ENT 

en contncto con una solución amoniacal se tornó azul intenso al igual que la solución. El gel 

dopado con 0-Fen en contacto con una solución de Fe (11) en buffer de acetatos permaneció 

blanco pero la solución adquirió un color naranja intenso. Otra porción del mismo gel c•n 

contacto con la solución de Fe (11) a la que se Je nñadieron unas gotas de amoniaco adquirió 

una coloración café-naranja y la solución quedó naranja. Sin embargo, en los tres casos, 

después de cambiar Ja solución un par de veces ésta permaneció incolora. 

Lo anterior indica que una parte del indicador no quedó encapsulada en los poros del gel 

sino que permaneció simplemente adsorbida sobre Ja superficie de L~te. Al poner el gel en 

contacto con la solución, el indicador adsorbido pasó fácilmente a ésta impnrtiéndole el 

color observado. En cambio el resto del indicador quedó permanentemente atrapado en el 

gel. 

En el gel dopado con ENT se observaron los cambios de color característicos de este 

indicador al alternar las soluciones que contenían unas gotas de ácido perclórico 1 M (gel 

rojo-vino) y unas gotas de nmoniaco (gel azul). 

Cnbe mencionar que los cnmbios de color no se produjeron inmedintamente al cnmbiar la 

solución, sino que requirieron algunos minutos de contacto entre el gel y la solución 

ensayada. En L'Ste sentido, los efectos del cambio de pH resultaron similares a lo que se 

obsL'rvó previamente en los geles dopados con indicadores de pH. 

Cuando a la solución amoniacal en contacto con el gel dopado con ENT (gel azul) se le 

agregó una sal de Mg(ll), se requirieron 12 horas para observar un vire neto del color del gel 

a rojo-vino. Posteriormente a esta solución se le agregó una cantidad apreciable de sal 

disódica del EDT A y unas gotas más de amoniaco, esperando con ellos destruir el complejo 

Mg(ll)-lndicador. Después de 24 h no se observó ningún cambio de color en el gel, por lo 

que resultó evidente que el EDTA no logró secuestrar al Mg(ll) y que éste permaneció 

asociado al indicador en el gel. 

ri11i'~~:.' ,-..fir.J 1 
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l~1s observaciones hechas en los experimentos realizados con el gel dopado con O·Fcn 

se resumen en las tablas lll.4A y lll.4B. 

Tabla lll.4A lfosultados de experimentos con indicador y sel dopado 
Indicador Se agregó Resultados observados con Resultados observados con el 
---------------~---------~L!!~~_!~ac_!~~~!!~~~!J-~Jé~! _______ indicador en gc_•I ___ _ 

ENT Sol. Amoniacal. 

ENT Sol ácido perclórico 

ENT Sol. Amoniacal 
Sol. Mg(ll) 

0-FEN Fe (11) en acetatos 
pH"'4 

0-FEN Fe (11) cn amoniaco 

Azul intenso 
Inmt'dialo 
!{ojo-Vino 
inmediato 
Rojo-Vino 
inmediato 

Rojo-Naranja 
inmcdhtlo 

l~ojo-Naranjíl 

(turbiedad) 
inmediato 

Azul intenso 
15min 

Rujo-Vino 
!Smin 

Rojo-Vino después de 12 hr 

Anaranjado tenue 
2 días 

Naranja intenso 
30min 

Tabla 111.411 lfosultados de experimentos con indicador y sel dopado 
Indicador Se agrl~Ó Resultados observados con Resultados observados con 

complejado el indicador en solución el indicador l'n gel 
ENT-Mg(ll) EDTA L"ll "'l. A1.ul inlensn l{ojo·vino 
(Rojo-vino) Amoniacal Sin cambio Sin cambio en 1 día 
ENT-Mp(ll) EDTA L'll sol. de ({llJO-\'illCl Rojo-Vino 
(Ro¡o-vino) .icido rwrclúrico 

0-l'EN-Fe(ll) ,1gu.1 Anaranjado 
(Naranja) Sin cambio en 1 dfa 

0-FEN-l't•(ll) FDTt\ L'n sol. Rtlja-naranj11 Anaranjado 
(Nara111a) Amoni,1cal (Sin turbiedad), sin cambio Sin cambio durante 3 d!as 

DL• los rl'sultadns presentados en la tablas anterior~'S se tiene que: 

En contacto con una solución de Fe (JI) en buffer acetatos de pH 4, el gel tardó dos 

días para adquirir una tenue coloración naranja 

En contacto con la solución de Fe (11) a Ja que se añadieron unas gotas de amoniaco, 

el gel se tomó naranja intenso en menos de 30 minutos 

El gel naranja del experimento anterior lavado y dejado en contacto con agua 

durante un día no varió de color 

"[11i1r::T~ 
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El mismo gel nM;inja en cont;icto con una solución de EDTi\ en medio amoniucal no 

varió de color durt1nle los 3 dí¡¡s que se man1uvo L'll observtJción 

El indicador libre en solución vira inmediatílmcntc ¡¡ color nílranja-rojizo en 

presencia de Fe (11), y¡¡ seil en medio acetatos o en medio ílmoniílCíll (se presentíl 

turbiedad en este úllimo caso) 

Los resullados obtenidos en los experimentos anteriores muestran duramente que )¡¡ 

difusión de los cationes metálicos a través de los poros del gel de sílice, para alrnnzar los 

sitios en donde se encuentra atrapado el indicador, es en general muy lenta. De hecho, el 

trílnsporte de los cationes metálicos en el gel es significativamente más lento que el 

trnnsporte del protón. 

En el caso de Fe (11) se observó que la presencia de amoniaco en la solución ( o el pH) 

impulsó fuertemente la velocidad de transporte del Cíltión en el gel, compurndo con I¡¡ 

cinética lentísima observada cuando el gel se puso en contacto con líl solución de Fe (11) en 

buffer ílCetílto. Subiendo que en el medio amoniacal ensuyado el Fe (JI) tiende¡¡ precipitar 

(como hidróxido), se especula que el efecto observado pudo ser debido ¡¡un¡¡ "expulsión" 

del c¡¡tic\n de líl solución que facilitó su entrada en el gel. Este efecto no fue observado con el 

Mg (11) (en los experimentos con el gel dopado con ENT) ya que este Cíltión no precipita en 

medio amoniacal. 

l'or otra purte, tílmbién se hizo patente que la presencia de agentes complejantes 

competidores en líl solución, como el EDTA, no fue suficiente para disociar al complejo 

catión-indicador una vez que éste se formó en el interior del gel. Se presume que esto es 

tílmbién debido a un problema de difusión ya que, en el medio empicado, el EDT A es 

aniónico y líl superficie de la sllica también está cargada negativamente, por lo que debe 

generarse una repulsión que impide la entrada del EDTA en los poros de la matriz. 

El conjunto de resultados y observaciones lleva a la conclusión de que no es posible 

proponer el uso de los geles dopados con indicadores metalocrómicos como sensores 
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químicos (ill menos por ahora). En efecto, se requiere de demasiado tiempo para que el 

indicador cambie de color cuando el calilín metálico está presente en la solución. 

Adicionalmente, las reacciones de intercambio de ligante entre el complejo metal-indicador 

y un ligante competidor en solución, no se producen en absoluto cuando este último es 

aniónico en lils condiciones del ensayo. 

Con respecto i1 la discusión anterior es interesante mencionar los experimentos realizados 

por Wellington et. al. (12] con geles dopados con los indicadores Morin y EriocromoCianin 

R. Estos investigadores observaron que al sumergir el gel dopado con Morin en una 

solución de Al'", se requerían 490 min de contacto para que la fluorescencia del gel, debida 

a la formación del complejo Morin-AI", fuera constante. Por otra parte el gel dopado con 

Eriocromo Cianin R requirió de una inmersión de 2 días en una solución de Cu" para 

obtener una absorbancia del gel (Complejo: Indicador-Cu'·) constante. 

En este último caso el aumento de la absorbancia fue lineal con ltr., indicando una cinética 

limitada por difusilin. De hecho, la absorbancia final fue independiente de la concentración 

de Cu'· (estos im·estigadores trnbajaron en condicionL>s de exceso de Cu" respecto del 

indicador), sin embargo la velocidad de difusión si dependió fuertemente de la 

concentri"tción del ión OlL'lLllico. 

Es indudable de este reporte que la difusión juega un papel muy importante en la cinética 

de las reacciones entre especies en solución e indicadores (sensor<_>s) atrapados en sol-gel, 

aun cuando dichas L>spccies sean relativamente pequeñas como es el caso de los iones 

inorgánicos. 

3. Encapsulamiento de una proteína en el sol-gel 

Para evaluar la eficiencia de los procedimientos ensayados para el encapsulamiento de 

albúmina en sol-gel fue necesario disponer de un método analltico que permitiera 

cuantificar pequeñas cantidades (µg) o concentraciones µg/ml de esta proteína. El método 

del reactivo de Folín (método de Lowry) (13] es una combinación entre los complejos que se 
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forman con el reactivo de Hiuret y con el re;ictivo de l'olín Ciocalteu, dando un producto 

azul con absorción a 700 nm. La formación de los complejos con molibdeno y tungsteno es 

atribuida a la presencia de aminoácidos como la tirosina, el triptofano y la cisteina en la 

proteína. En primera instancia se forma un complejo cúprico·péplidu, el cual después 

reacciona con el complejo de fosfomolibdalo, aunque el mecanismo aun pennanece sin 

elucidación completa. Este método es JO veces más sensible que el método del reactivo de 

Hiuret (14(. 

a) Resultados de la curva de calibración de albúmina 
En la tabla 111.5 se muestran los datos de absorbancia oblenidos para las diferentes 

concentraciones de albúmina en las soluciones de calibración. Cada solución fue preparada 

por duplicado y sometida al procedimiento descrito en la sección experimental (11.3.3.1 ). Las 

diferencias de absorbancia entre réplicas fueron al máximo de 0.5 ºo. 

Tabla 111.5 Variación de la Absorbancia vs Concentración de 
albúmina determinada en un L'Spcctmfnlórnetm a 700 nm 

Conc. (µ¡;/mi) Absorbancia promedio R~pltca• 

1 0.003 2 
2 0.035 2 
5 0.095 

10 0.215 
15 0.324 2 
20 0.421 2 
23 0.483 
25 0.510 2 
30 0.587 2 

En la figura 111.3 se presenta la curva de calibración obtenida y los datos estadísticos de ésta. 

De acuerdo con estos resultados, se observa una relación lineal entre absorbancla y 

concentración de proteína en el intervalo de t a 30 µg/ml estudiado. 

. . . '' 'i.,'l"¡ 
1 -~'' 1 .1• 1 •• i L'J l'i, 
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Figura 111.3 Heprcsentadón gríl.fica d(..~ la vanac1ón dt..> la absorbancía con r<."Sp<."Cto 
a la con('(..•ntracilln de albllmina a 700 run 

El inten•alo de concentraciones en Ja cur\'a dL• calibración corresponde a un intervalo en 

cantidad de albúmina de 3 a 90 µg. Por otra parte, Jos geles preparados fueron dopados con 

18, 30 y 60 µg de albúmina. Por Jo tanto, Ja curva de calibraci6n est;:í prevista para poder ser 

utilizada aun en el caso más desfavorable en que Ja proteína no quedara encapsulada en el 

gel. 

b) Cuantificación de proteína no encapsulada en xerogelcs 

Los geles dopados con Ja albúmina que fueron secados hasta peso constante, molidos y 

empacados en cartuchos se lavaron alternadamente con porciones de 3 mi de agua y de 

mezcla metanol-agua 60:40 (v/\'). Esto fue con el objeto de eluir la proteína que hubiera 

quedado adsorbida superficialmente en el gel y de esta manera determinar la efectividad 

real del proceso de encapsulamiento. 

DAi' l 
l' •• J.J• 
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Albúmina 
'1¡¡re¡¡ada (11t;) 

18 

30 
úO 

Tabla 111.6 Cantidad de proleína presenle en el primer lilv,1do, con 
agua, de los xerop('k'S dopados con ,1lbúmina 1 

Héphcas Absorbancm Cantidad albú1111n'1 %albúmma 
promL•dio pt:rdida (J1g) 

2 0.066 9.92 55.1 

2 0.040 ú.12 20.4 
2 0.056 H.467 1-1.1 

Tabla 111.7 Cantidad de proteína presente en el segundo lavado, cnn 
melanol-agua 60:40 (v/v), de los xcrogcles dopados con albúmina. 

XEROCELES 
SEGUNDO LA VADO CON METANOL AL <><rr., 

Albúmma Réplicas Absorbancia Cantidad albúmina 1X1 albúmina 
agregada (µt;) promedio l'erdid,1 !11t;) 1><>rd1da 

18 2 0.0515 7.80 43.3 
30 2 0.0370 5.í>H 11'.9 
úO 2 0.0305 4.74 7.9 

Tclbla 111.8 Cantidad de proteína prL•st•nll1 en L'I tercer lavJdo, con 
asUi1, de los xcrogcles dopados con albúmin11 

XEROCELES 
TERCEI{ l.AVAOOCON AGUA 

Albúmma Répltrn' Abst1rb11nc1a Cantidad albllmina 1!'.1i1lbúmma 
J¿_;rcgada (µtj) promedio l'l'rdida {ltt;) ~crdida 

18 2 N.D N.D N.D 
30 2 N.D N.IJ N.D 
611 2 N.D N.D N.D 

1it, 1\cumulildo cfo 
albü1111n.1 perd1d.1 

% 

55.1 
20.4 
14.1 

1\cu11mlado dt.• 
albúm111.1 pt.•rdida 

98.4 

39.3 
22.0 

.,, Acumulado dt.• 
alblm11na perdida 

98.4 
39.3 
22.0 

Tabla 111.9 Cantidad de prolcínn presente l'll el lavado, con nlctanol~agua 60:40 
(v/v)dc los xerosclcs dopados con alhúmina 

XEROCELES 
CUARTO LA VADO CON METANOL úO % 

AlbUmma Réplicas Absorbancia Cantidad albúmina cy;, alhúmtna % Acumuliido de 

agrt.:sada !µt;) enl_!llL>dio Perdida (µtj) ~crdida albUmma perdida 

18 2 N.IJ N.D N.D 98.4 
30 2 N.O N.O N.D 39.3 
60 2 N.O N.O N.D 22.0 

En las tablas 111.6 a 111.9 se reporta Ja cantidad de albúmina detectada en los diferentes 

lavados de xcrogeles dopados con 18, 30 y 60 µg de albúmina. Cada gel fue preparado por 

duplicado y sometido al mismo tratamiento de lavado, el volumen de lavado en todo los 
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casos fue de 3 mi. 1-1 cantidad reportada de la albilmina no encapsulada, o perdida, 

correspondl• al promedio de las dos réplicas. 

Los resultados obtenidos muestran que la proteína no encapsulada es eluida del cartucho en 

los dos primeros lavados. En total, para cada gel preparado hay una pérdida de albúmina 

que oscila entre 12 y 18 ¡1g aproximadamente. Esta pérdida no guarda una relación directa 

con la cantidad de albilmina utilizada para dopar el gel sino que, contrariamente, el 

encapsulamiento parece ser menos efectivo en el gel con menor cantidad de proteína 

agregada. Esto se traduce en una pérdida relativa del 98 % para el gel dopado con 18 ftg de 

albúmina y de 22 º/., para el gel dopado con 60 µg de la misma. De acuerdo con lo 

observado, se puede suponer que durante el proceso de preparación del gel, las moléculas 

de proteína agregada tienden a ser expulsadas del interior del sol hacia la superficie, 

posibk•mentl' por algún fenómeno de incompatibilidad entre las cadenas de polímero (Si-0-

Si) en formación y las grandes mok\culas dopantes. Cuando la cantidad de proteína añadida 

Lllltnenlil, una pord()n de ésta no alcanza a ser expulsada y qLwdn atrJpLldil en k1 red 

polirm\rica. Al producirse la transici6n sol-gel, las moléculas de protcina expulsadas 

permanecen adheridas en la superficie del sólido por adsorción, mientras que la proteína 

atrapilda en la rl'd queda perfoctamcntl' encapsulada en los poros del material formado. La 

proteína superficial es fácilmente desorbida del gel de sílica por los lavados con agua y 

mezclas n1etanol-i1gua. 

Así este método de encapsulamiento de biomoléculas en sol-gel no resultó ser 

suficientemente satisfactorio por la pérdida implícita de una porción no despreciable de la 

molécula dopante durante el proceso. 

Pruebas cualitativas de la presencia de albúmina en xerogcles 

En la sección precedente se estimó la cantidad de proteína encapsulada en forma indirecta; 

cuantificando la proteína no atrapada en el gel y desorbida por los lavados de éste. Dado 

que no se encontró algún método que permitiera cuantificar directamente Ja proteína 
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alrapada en el sólido, se opló por realizar únicamente una prueba cualilaliva en los geles 

empicando el reaclivo de Folín. 

En la tabla 111.10 se rcporlan los rcsullados de la prueba realizada en los geles previamenlc 

lavados, para confirmar que la proleína se encontrara efectivamente atrapada denlro del 

gel. 

Tabla 111.IO Prueba cualilaliva de la presencia de albúmina en los 
xcrogclcs prcviamenlc lavados 

Cantidad de protelna l'rueba con 
agn:gada al sel (µg) reactivo de Folfn 

18 Nt'gativo 

30 Posilivo 

60 Positivo 

Comcnlarins 

No se observa color 
desput'> de 30 min 
Coloración del gel 
después de 30 min 

Coloración más inlcnsa del gel 
después de 30 min 

Los resultados obtenidos concuerdan con lo esperado según los ensayos realizados 

prcviamenle. El gel dopado con la menor rnntidad de proteína, para el cual se había 

delem1inado una pérdida del 98 % de albúmina en los lavados, dio un resultado negativo 

en la prueba con el reactivo de Folín. Los geles dopados con mayor cantidad de albúmina, 

que de acuerdo con los ensayos anteriores contenían todavía cierta cantidad de proteína 

encapsulada, desarrollaron un color café-azul después de percolar el reactivo de Folín a 

tra\'L's de los cartuchos. Esta coloración fue más intensa en los geles dopados con 60 ¡1g de 

i!lbún1ina. 

e) Cuantificación de la proteína no encapsulada en hidrogeles 

Considerando los resullados obtenidos en el primer proceso de encapsulamiento de 

macromoléculas ensayado, se decidió dejar proceder la reacción de policondensación en el 

sol por un tiempo más largo antes de añadir la molécula dopante. De esta manera, con un 

sol más viscoso, se esperaba que el proceso de expulsión o rechazo de la proteína fuera más 

lenlo quedando una mayor cantidad de ésta atrapada en la red polimérica. Por otra parte, 

para evitar el fuerte colapso de los poros que se produce durante la etapa de maduración y 
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secado del gel, se optó por suprimir estas etapas y trabajar con el hidrogel. Al igual que en 

el caso de los xcrogeles, los hidrogeles dopados con 18, 30 y 60 11g de albúmina y 

preparados por duplicado se lavaron alternadamente con porciones de 3 mi de agua y de 

mezcla ml'lanol-agua 60:40 (\•/\'). 

Tabla 111.11 Cantidad de proteína presente en el primer la\•ado, con agua, de los 
hidroi;eles dopados con albúmina 

HIDROCELES 
PRIMER LA VADO CON AGUA 

Albúmina Réplicas Absorbancia Volumen del Cantidad albúmina %albúmina 
agregada promedio lavado Perdida perdida 

µ 

18 
30 
60 

mi) ~l' 

2 0.070 3 10.57 
2 0.036 3 5.53 
2 0.060 3 9.04 

Tabla 111.12 Cantidad de protcina presente en el segundo lavado con mctanol
agua 60:40 (v/v) de los hidrosclcs dopados con albúmina. 

HIDROCELES 
SEGUNOO LAVADO CON MET ANOL AL 60 % 

58.73 
18.46 
15.06 

Albúmina RL'plícas Absorbanc1íl Volumen del Cantidad albúmina %albúmina 
agregada pnm1L•dill lavado Perdida perdida 

(µ•) (mi) (µ •) 

18 2 N.D. 3 N.D. N.O. 
30 2 N.D. 3 N.D. N.O. 
60 2 N.D. 3 N.D. N.O. 

En la labia 111.11 se observa que la cantidad de albúmina no encapsulada que se pierde en el 

primer la\•ado con agua es muy similar a la obtenida en el primer lavado de los xerogeles, 

lo que confirma que una parte de la proteína no queda atrapada en el material. Sin 

embargo. en la tabla 111.12 se muestra que la modificación realizada en el procedimiento de 

preparación de los geles (capítulo 11 3.3 b) dio resultados positivos pues ya no se dek'ClÓ 

presencia de protelna en el segundo lavado, ni en lavados ulteriores. La pérdida relativa 

fue de 58.7 % para el gel dopado con la menor cantidad de albúmina y de menos de 

un 20 % para los geles dopados con mayor cantidad de proteína. Estos resultados 

confirman que el encapsulamiento de macromoléculas es más eficiente cuando el 

material se dopa con mayor cantidad de éstas. 

82 



Pruebas cualitativas de la presencia de albúmina en hidrogeles 

De Itt misma forma C]UC en el CilSO de los xcrogclcs, se rcaliz6 la pruL1ba cualililtiv;i para 

confirmar la presencia de proteína en los hidrogeles. En la labia 111.13 se muestran los 

resultados de la prueba realizada a estos geles que fueron previamente lavados. En este 

caso, todos los geles desarrollaron una coloración cafLLazul después de percolar el reactivo 

de Folin a lrnvés de los cartuchos. 

Tabla 111.13 Prueba cualitati\•a de la presencia de albúmina en los hidrogelcs 
prcvian1cntc lavados 

Cantidad de prolefna agregada al gel Prueba con reactivo de Folin 
µ• 
18 Positivo 
JO 
60 

Positivo 
Positivo 

4. Encapsulamieto de la enzima a-Amilasa en sol-gel 

La enzima a-Amilasa obtenida de bacterias tiene un peso molecular de aproximadamente 

50,000 gimo!. El producto comercial adquirido aislado de llacillus Licheniformis, tiene una 

actividad de 2.4 U/mg (dalos del proveedor). Esta actividad está definida por el propio 

proveedor de la siguiente manera (15). 

"Una unidad U corresponde a la cantidad 11<- producto que li/>..-ra 1 mg tic 
maltosa del almidón en 3 mina ¡11-1=6.9 y temperatura tic 20-C" 

Se prepararon geles dopados con 375 µg de a-Ami lasa comercial, lo que de acuerdo con los 

datos anteriores corresponde a 0.90 unidades de aclividad. Por otra parle si se considera al 

producto utilizado como enzima pura, la cantidad agregada a los geles corresponde a 7.5 

nanomoles de a-Amilasa (en 2.6 g de hidrogel). 

Estos geles se prepararon utilizando el mismo procedimiento que para Jos hidrogeles 

dopados con BSA. Dado que la albúmina de suero de bovino (llSA) tiene un peso 

molecular de aproximadamente 67,000 gimo), se puede establecer que tanlo la masa corno el 

número de moles de a-Amilasa agregadas a los geles fueron muy superiores a la cantidad 
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de BSi\ c¡ue se añadió a los geles dl'scritos l'n la seccián precedl'nte. Por lo tanto, de acuerdo 

a las observaciones hl'chas ilntcriormenlc rcspcclo a la pérdida de BSA durante la 

preparación de los geles (del orden de JO ¡1g), se puede esperar c¡ue en el rnso de la a.-

An1ilasa In pérdida rclntiva sea dcsprccinble nsumicndo un comportamiento similar. 

Cabe mencionar que para los gell's dopados con enzimas (Catalasa o a.-Amilasa) no se 

repitieron los experimentos de determin;:ición de pérdida de proteína en los lavados. Debido 

a que en estos casos el aspecto más delicado es la preservación de la acti\'idad de la enzima 

encapsulada, los esfuerzos se concentraron en evaluar esta actividad y compararla con la 

actividad determinada paralelamente para una cantidad idéntica, a la agregada a los geles, 

de In enzima libre en soluci6n. 

Para evaluar la actividad de la u-Amilasa libre y encapsulada se optó por seguir la 

degradación del sustrato (almidón) en el tiempo. En efecto, la determinación cuantitativa de 

almidón puede realizarse por un sencillo método espectrofotométrico. Por otra parte, en 

este trabajo no interesa tener una medida muy exacta de la actividad enzimática sino 

comparar la actividad de la enzima libre y encapsulada. 

El método utilizado para cuantificar el almidón se basa en la formación de un complejo 

entre el yodo y la ami losa del almidón que puede detectarse a 595 nm. La intensidad del 

color azul del complejo es medida y de esta manera se puL'rle relacionar con la 

concentración del almidón presente. 

En presencia de almidón y 1-, las moléculas de b forman una larga cadena de J>-, (1-1-1-1-1)· 

que puede ocupar el centro de la hélice de amilosa del almidón. La banda de absorción 

visible de la cadena!'- en la hélice da el color caracterlstico del complejo almidón-yodo [16]. 

a) Resultados de la curva de calibración de almidón 

En la tabla 111.14 se presentan los valores de absorbancia de los estándares a diferentes 

concentraciones de almidón, utilizados para trazar la curva de calibración. Cada estándar se 

preparó por duplicado y la diferencia de absorbancia entre réplic~~~c:_.~enor al 3.5 %. La 
r--

1-,.. .'.'' 

r'.-,f r. 'í ·~i ;1 n ~.:; 
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figura 111.4 mul'slra la curvn de calibrnción y sus correspondienll'S parámetros estndísticos. 

De acuerdo con tlstos, se obscrv;i uníl rclnción lincnl entre la absorb¡incia a 595 nn1 y la 

concentración dl'I almidón en el intervalo de 2 a 150 11g/ml estudiado. 

"' ·¡; 
e: 
"' -e 
~ 
< 

Tablalll.14 Variación de la Absorbancia vs Concentración de 
almidón en los estándares, determinada en un 
l'Spcctrofotómetro a 595 nm 

Conccntrnción Absorbancia Réplicas 
(µ¡;/mi) promedio 

2 0.014 
5 0.060 2 

JO U.128 2 
20 0.250 2 
30 0.366 2 
so O.c.48 2 
75 1.014 2 

100 1.326 2 
150 1.930 

2,5 .,---------··----------------·--------

' !y. 0,013h. 0,0056 

2 ~ tt'. 0,9991 

1,5 ~ 

0,5 .. 
• prom abs. -- pronostico y 

i 
1 

o~ !~=----~----------~---· --· ____ __J 
o JO 60 90 120 

Conc. mg/ml 

Figura Ill.4 RoprcsC?11tación gráfica de la variación de la absorbancia con 
respecto a la concentración del almidón a 595nm 

b) Comparación entre la actividad de la Amilasa libre y la encapsulada 

150 

En la figura 111.5 se representa la variación de la cantidad de almidón degradado con 

respecto al tiempo por la enzima libre en solución y la enzima encapsulada en sol-gel 
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(hidrogel). En ambos casos se utilizó la misma cantidad de enzima (375 ftg) en con lacto con 

4 rnl de buffer fosfatos conteniendo 600 pg de almidón inicial. 

Como puede ;:ipreciarse, la cinétic;:i de transformación del ;:ilmidón es más lenl;:i p;irn l;:i 

enzim;:i encilpsul;:id;:i. La velocidad o ;:iclividad inici;:il de l;:i enzima fue delerminad;:i de la 

pendiente de la región lineal de las curvas (17], en el intervalo de tiempo de O a 1 minuto 

par;i la enzima libre y entre O y 2.5 min parn l;:i enzima encapsulada. Los valores se reportan 

en la tabla 111.15 como ftg de sustrato degradado por minuto. Tomando como referencia la 

actividad inicial de la enzima libre, se <.'Stablece que la actividad relativa de la enzima 

atrapada en el gel es cercana al 20 'Yo. 
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l'igura ltl.5 l'atrón cinc!tlco de Ja degradación de almidón por a-Arnllasa libre 
y encapsulada en sol-gel (hidmgcl) 

Tabla llI.15 Valores de actividad inicial detem1inados para la 
misma cantidad de a.-Amilasa libre y a-Ami lasa encapsulada 

Actividad (µglmin) 

Actividad relativa (%) 

a.-Amilasa libre a.-Amilasa encapsulada 

379.7 

100 

74.5 

19.4 

40 
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IA~ disminución de actividad de la enzima en el gel puede ser debida a \'arios faclores. Uno 

de los más imporlantes es sin duda la difusión del soluto a través de la red de micro y 

mcsoporos interconectados en el gel, hasta alcanzar los poros mayores en donde se 

L·ncucntran atrapadils las n1oléculas de cnzirna. Considerando que el aln1idón está 

constituido por dos cadenas polirnérkas, la arnilosa (cadena lineal de glucon(l-4)-n-D) y la 

mnilop<.'Clina (cadena ramificada de D-glucon con ligaduras principalmente n-D-(1-4) y 4 % 

de ligaduras (n-D-(l-6)), es de esperarse que la velocidad de difusión de este soluto en el 

gel sea mucho más lenta que en solución. Por otra parte, el confinarnienlo de la enzima 

dentro de las cavidades en la matriz de sílice puede producir ligeras alteraciones en su 

L'Structura conformucional y en sus funciones bioll1gicas; adcn1.ís, al estar restringida la 

movilidad de la biomolécula encilpsulada, su respuesta frente al sustrato puede ser más 

lenla. Finalmente, no SL' puede descartar la posibilidad de desnaluralización o inactivación 

de algunas mok"culas de enzima durante el proceso de encapsulamiento, debido al contilcto 

rnn residuos del precursor (TEOS) no hidrolizado o con el etanol formado en la etapa de 

hidrólisis (5,6]. 

Sin embargo, cilbe mencionilr que el proceso desarrollado en este trabajo para el 

encapsulamiento de biomoléculas fue diseñado de manera a minimizar el contacto de éstas 

L'on agentes dañinos. Por una parte. después de muchos experimentos infructuosos, se llegó 

a la conclusión de que el TEOS era particularmente nocivo para las enzimas y provocaba su 

dL'Snaturalización. Por ello se buscó llevar la hidrólisis del precursor a un grado Jo más 

completo posible antL'S de añadir las biomoléculas en el sol. Por otra parte, al agregar buffer 

fosfatos al sol antes del dopaje con las biomoléculas, no solo se logra tener un medio de pH 

aden1ado para éstas, sino que se promueve una fuerte aceleración de la reacción de 

policondensación. Así, al añadir la enzima, la gelificación se produce en un par de minutos 

dejando aisladas a las moléculas dopantcs en cavidades separadas. En estas condiciones, el 

etanol presente en el medio no puede provocar la agregación y consecuentemente la 

desactivación de las moléculas de enzima, corno lo haría si éstas estuvieran en solución. 
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l<t·~ullados _11 di~rusiiiu 

Liu y Chen ( 18) hacen nolar en su lrabajo sobre el encapsuk1miento de proteínas en sol-gel 

que, una vez que la gelacíón ocurre, la velocidad de desn;ituraliz;icicín de las biomoléculas 

disminuye drásticamente pueslo que se cancelan los grados de liberlad lranslacional de 

eslas entidades, impidiendo que ocurran colisiones o agregación enlre ellas. 

Aunque la cinélica de transformación del almidón por la a-Amilasa encapsulada fue 

significativamenle más lenta que la de la enzima libre, los resullados obtenidos son bastanle 

alenladores considerando el lipa de suslrato !ralada y comparando con resultados 

reporl;idos en la literatura. Por ejemplo, Dosoretz et. al [19) observaron una cinética dos 

ordenL•s de magnitud m<Ís lenta para la paratión hidrolasa encapsulada en sol-gel en 

compamción con la enzima libre. Por su parte Avnír [20), uno de los pioneros del 

encapsulamiento de moléculas diversas en sol-gel, reporta actividades relativas para la 

fosfotasa ;ícida encapsulada que varían entre 1.9% y 56% dependiendo de las condiciones y 

aditivos agregados durante el proceso. 

e) Comportamieno de geles dopados con a-Amilasa en sistemas en flujo 

Para la aplicaci<in práctica de los geles dopados con enzimas, por ejemplo como biosensores, 

es tk>scable que el material pueda ser utilizado en sislemas en flujo. Además, dado el alto 

casio o la dificultad para aislar y purificar algunas enzimas, también resulta de sumo interés 

des.:irn1llar biomatcri,1IL•s reutiliznbles. 

Aunque la a-Amilasa es una enzima fácilmente accesible y de costo relativamente bajo, se 

consideró importante probar el funcionamiento de los gelc5 dopados empacados en 

cartud10s, pcrcolando a través de ellos una solución del sustrato en ciclos de operación 

sucesivos. 
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5 y 6 L'I c.1rtuch11 hiL' trilt.1dl' 1..·l111 '2 mi dt.• 1 nhln tl.t• '\, (v/v) 

Dos cartuchos empac.1dos con ¡;eles (" 2. 6 g de hidrngcl) preparados independientemente, 

se cargaron con 520 ¡1¡; de almidón disuelto en 4 mi dL• buffer fosfatos a una velocidad de 0.5 

ml/min. El Jlmidón no degradado se et1<1ntificó en el efluentc. En la figura 111.6 SI.' muestran 

los resultados dl'I primer cnsayo realizado. Como puede observarse, más del 87 % del 

almidón pcrcolado (> 452 µg) fue dc¡;radado en los 8 minutos que duró el proccso de carga, 

lo quc corrcspondc a una velocidad promcdio de transformación del almidón de 

aproximadamente 57 µg/min. Aunque esta velocidad es menor que la actividad inicial de la 

enzima encapsulada (74.5 µg/min) reportada en la tabla 111.15, la cantidad de sustrato 

degradado L'S mayor que lo que muestra la curva de la figura lfl.5 para el mismo tiempo de 

8 minutos(< 350 µg) en un sistema estático. 

Así. este experimento demuestra que la enzima encapsulada trabaja más eficientemente en 

un proceso en flujo, debido probablemente a que su actividad en el tiempo decae en forma 

menos pronunciada que en los procesos en bulto. Por otra parte, los resultados obtenidos 

en este experimento fueron prácticamente idénticos para los dos cartuchos lo que indica que 
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Urimltnd1~ .IJ ,/i!"c11!'ián 

el procedimiento desarrollado para l;i prep;iración de los geles dop¡¡dos permite obtener 

rnatcri11lcs con Cilracterísticils reproducibles. 

Después del primer ensayo, los cartuchos se regeneraron con buffer fosfato y se dejaron en 

reposo embebidos en dicho buffer antes de volverlos a usar. Se realizaron tres ciclos más en 

los mismos cartuchos, (Figura 111.6) observándose una ligera disminución en la activid¡¡d de 

la enzima después del primer ciclo. De acuerdo con los reportes de la literatura (21] la 

pérdida de actividad de una enzima después de un ciclo de operación puede ser debida a 

la formación de complejos enzima-sustrato o enzima-producto que bloquean el acceso de 

nuevas moléculas de sustrato a los sitios activos de la enzima. Para romper estos complejos 

y dejar la enzima libre para intcraccion;ir nuevamente con el sustrnto se recomienda un 

tratamiento con tcnsoactivos. 

De acuerdo con lo anterior, se decidió incluir un tratamiento con Tritón X-100 durante la 

etapa de regeneración de los geles. Este tratamiento resultó efectivo pues, como se observa 

en la figura 111.6 para el quinto ciclo de operación de los cartuchos, la actividad de la enzima 

se recuperü, acercándose a la actividad inicialmente observada en el primer ensayo. El 

lavado con Tritón se• volvió a repetir y en el sexto ciclo de operación se obtuvieron 

resultados idénticos a los del ensayo precedente, es decir, la actividad de la enzima 

t•net1psulílda se n1nntu\·o constante. 

En resumen los resultados reportados en este inciso muestran que los gelc..'5 dopados con a

Amilasa operan eficientemente en sistemas en flujo y pueden ser sometidos a múltiples 

ciclos de operación-regeneración conservándose prácticamente constante la actividad de la 

enzima. 

5. Encapsulamiento de la enzima Catalasa en el sol-gel 

La enzima Catalasa, obtenida de hígado de bovino, tiene un peso molecular de 

aproximadamente 240,000 gimo!. El producto comercial adquirido tiene una actividad de 
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2,800 U/mg de sólido o 4000 U/mg de proteína (dato del provL'<'dor) (22]. Esta actividad es 

definida por el proveedor como sigue: 

"U11a 1111idad U corrcspo11tlc a la cantidad de ¡>roducto que dcscompo11c 1¡01101 
tic 1/201 por 111i1111to a 111-1=7 y 25 •C c11 co11dicio11cs en las C11alcs la 
concentración tic H:01 tlis111i1111yc tic 10.3 a 9.2 111M" 

Se prepararon geles dopados con 12 ftg del producto comercial, lo que corresponde a 8.4 µg 

de proteína y a 33.6 unidades de actividad. Considerando esta cantidad de proteína como 

Catalasa pura, Jos datos anteriores corresponden a un dopaje con 0.035 nmol de enzima. 

El procedimiento empleado para preparar estos geles fue idéntico al utilizado para Jos geles 

dopados con BSJ\ y con a-J\milasa. 

Aunque en el presente caso la cantidad de proteína añadida al sol durante Ja preparación 

del gel fue considerablemente menor, los resultados obtenidos (mostrados posteriormente) 

permiten suponer que una buena parte de la enzima agregada quedó encapsulada. En 

efecto, a diferencia de Ja BSJ\ para la cual se detectó una pérdida sistemática de alrededor 

de 10 ¡1g de proteína no encapsulada, en el caso de la Catalasa esta pérdidil (si la hubo) 

debió ser mas pequeña ya que L'I producto obtenido mostró un¡¡ activitfad aceptable. 

Probablemente, el tamaño más grande de la molécuJ¡¡ de Catalilsa (cuyo peso molecular es 

de ·l veces el de la molécula de BSJ\) promovió o facilitó un mejor y más completo 

encapsuJ¡¡miento. Cabe señalar que en otro trabajo de investigación que se realizó en el 

laboratorio encapsulando anticuerpos (P.M. 150000 g/mol), no se detectó presencia de 

proteína en los lavildos del gel recién formado, indicando con ello el encapsulamiento total 

del anticuerpo ¡¡ñadido (23]. 

La actividad de la Catalasa libre y encapsulada se evaluó siguiendo la concentración de 

oxígeno disuelto, producto de la descomposición del H>O! catalizada por Ja enzima, en el 

tiempo. 
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El % de O: disuelto, reporl;:idn por d aparato utiliz;:ido, se lransformó a ¡unol de O: 

producido paril el trazo de las curvils cinéticas. 

Es importante hacer nolar que de acuerdo con Ja reacción de cat.:ílisis enzimática, un ftmol 

de O es form;:ido a p;:irlir de l;:i degradación de 2 µmol de H,Q,, Por lo tanto l;:i actividad 

reporlada como "µmol de O,/min" corresponde a Ja mitad de Ja actividad expresada como 

"¡10101 de H:O:/min". 

Por otra parte, en algunos experimentos para los cuales no se pudo contar con el monitor de 

oxígeno, o en aquellos donde su uso no resultaba factible (sistema en flujo), la actividad de 

la enzima se evaluó con base en el sustrato no transformado. L.1 determinación de H,Q, se 

llevó a cabo por medio de una titulación rcdox con permanganato, de acuerdo con la 

siguiente reacción: 

a) Comparación de la actividad entre la Catalasa libre y encapsulada 

En la figura 111.7 se mucstrn Ja variación de Ja cantidad de oxígeno producido, con respecto 

al tiempo, por la descomposición de H,O, catalizada por la enzima libre en solución y la 

enzima encapsulada en el sol -gel (gel secado a 4 •C hasta el 50 % de su peso inicial). 

Se utilizó la misma cantidad de enzima libre que la que fue añadida a Jos geles (12 µg). En 

ambos casos Ja enzima se puso en contacto con 7 mi de buffer fosfatos conteniendo 12 µmol 

iniciales de HzO, (concentración inicial de H:Oi de 1.71 mM). 

La actividad inicial de la enzima se obtuvo de la pendiente de la parte lineal de las curvas 

cinéticas, entre O y 1 min aproximadamente. Los valores determinados se presentan en la 

tabla 111.16 expresados como µmol de O.. (producido) /min. Además tomando como base la 

actividad inicial de la enzima libre, se calculó la actividad relativa de la enzima 

encapsulada. 
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Tabla 111.16 Valorl's de actividad inicial dl'll'rminados para la misma 
cantidad de Catalasa libre v cncapsulad,1 en gl'I, bajo condiciones similares 

Enzima Actividad Actividad relativa 

Libre 
Encapsulada 

(~unol de 0:/ min) 
100 
34.7 

Corno puede nbscrvarsc, el cncilpsulan1iento de 1'1 Catillasa reduce su actividiJd en 

alrededor del 65% con respeclo a la de la enzima libm Esta pérdida de actividad es menor 

<]lll' en l'i caso anles prl'sc•nlado de la a-Ami lasa (-80 ";,de reducción de aclividad). El mejor 

funcionilmil•n10 del gel dopiJdo con CatLllilSil podría Lltribuirsc a qull, en este ciJso, el 

sustrato H:O. es una molécula pequeña que puede migrar más rápidamente por difusión a 

través de los poros del gel, hasta alcanzar las cavidades donde se encuentran atrapadas las 

moléculas de enzima. Sin embargo, la reducción de aclividad de la enzima en el gel es 

toda\•ía muy significativa, por lo que no puede descartarse la posibilidad de inactivación o 

dcsnaluralización de algunas moléculas de enzima durante la preparación del gel. También 

hay una fuerte probabilidad de que la enzima confinada en las cavidades estrechas no 

pueda orientarse rápida y adecuadamente para recibir al sustrato en su sitio activo, o bien 

que este sitio se encuentre bloqueado por las propias paredes del poro. De acuerdo con 

J
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algunas hipótesis presentadas en la lileraturil [3, l 1, 18], cuilndo l;i m;:icromolécula es 

Lnlíldidil al sol, se producL"n un gran nún1cro de inlcrilccioncs cnlrc los grupos polares de 

;:iguell;:i y el polímero en form;:ición. I~, molécula dopante actúa como un núcleo o templ;:inte 

estructurnl que aceler;i l;:is re;:iccinnes de condensación y polimeriz;:ición y alrededor de l;i 

cual se desmroll;:i la red form;:indo una jmila o cavidad cuando el solvente es expulsado de 

los poros (durante lil maduración y Sl'Cildo). Las cavidades que contienen biomoléculas 

dopantes se contraen conformándose a las dimensiones del huésped, al mismo tiempo la 

proteína sufre ligeros cambios conformacionales adaptándose al nuevo microambiente que 

la rode;:i. Aunque se conoce poco sobre l;:i evolución estructurill del sol-gel o l;:is 

intl1raccioncs biomolécula-mntriz, algunns invcsligacioncs indican que las proteínas 

quedan ;:itr;:ipadas en su conform;:ición n;:itiva dentro de jaul;:is rígidas, con restricción 

global de rncwimiento pero sin que se ;:ifcctc totalmente su moción segmenta! (p.ej. parn 

interactuar con solutos). Se supone: [3] que el interior de la cavidad polimérica está 

templado p;:ir;:i conform;:irsc físic;:i y químicamente a !;:is car;:icterísticas superficiales de la 

binmolécul;:i, 171 que hay penetración subst;:incial de segmentos expuestos de la biomolécul;:i 

en la estructur.1 polimL\rica del sol-gel, resultando en diversos grados de inmersión y, [4] 

<JUL' una capa restringida dL• disolvL•nte <]UL•da atrapad;:i en el poro, entre la proteínil y el 

polímero. Dependiendo de lo ;:interior. las transiciones conformacionales y la rotación 

cst.:ir.:ín nlás o n1l•nos rcstringidns. Sin cmb;irgo, la persistencia dC" In nctividad en las 

moléculas enc;:ipsul;:id;:is indic;:i que, ;:il menos para algunas de ellas, h;:iy suficiente 

accesibilidad al sitio ;:ictivo y suficiente libertad para transiciones conforrnacionales locales, 

lo que permite lil entrada, reconocimiento y procesamiento de los sustratos. 

b) Pruebas de repetibilidad en la actividad enzimática para geles preparados en forma 

independiente 

En la figura lll.8 y la tabla 111.17 se muestran los resultados obtenidos con 4 geles dopados 

rnn Catalasa (12 µg) y se comparan con los de una cantidad idéntica de la enzima libre. Los 

cuatro lotes del gel fueron preparados en forma independiente, en diferentes días. En todos 

los casos el gel se secó en refrigeración a 4 "C hasta pérdida del 50 o/o de su peso inicial. 
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Figura 111.8 Curvas cinéticas de 4 lotes de gel dopado con Catalasa, preparados 
1ndcpcndiC'fltc."111cntc 

Como se puede observar, las curvas cinéticas de los 4 geles están trnslapadas y la acti\•idad 

inicial determinada para Ja Catalasa encapsulada es prácticamente idéntica. 

Estos resultados indican que el procedimiento desarrollado para la preparación de Jos geles, 

incluyendo en l'Sle caso la etapa del secado, conduce a la obtención de n1ilterialcs con 

e<1«1L°IL'ristic.1s muy similares en cuanto a su funcionamiento. Esta cualidad es de suma 

importancia para Ja aplicabilidad de Jos geles con enzimas encapsuladas como sensorL>s 

bioquímicos. En efecto, Ja excelente repctibilidad en Ja preparación de Jos geles dopados 

implica que no serla necesario reajustar protocolos de trabajo cada que se cambia de Jote. 

Sin embargo, es necesario precisar que todos los experimentos y estudios realizados en este 

trabajo de investigación se llevaron a cabo con materia prima (enzimas, TEOS, etc.) de un 

solo Jote. Por lo tanto, Jos resultados obtenidos sólo avalan la repctibilidad del proceso de 

encapsulamiento. 
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Tabf,1 111.17 Vnlores de ncti\•idt1d inici,11 de geles dopaun., con 
Calt1lasa quL' fueron pn..•parndos en dit1s dislinlo!'t 

Número de gel Actividad l·l'cha de prepartlclCín 
( 1unol de Q,/rnin) 

1.04 07/03/2001 
2 J.04 08/03/2001 
3 J.00 09/03/2001 
4 1.01 09/03/2001 

Enzima libre 2.98 09/03/2!Xl 1 

Un aspecto importante, que también ponen de manifiesto estos resultados, es la 

superioridad de los métodos sol-gel para la inmovilización de biomoléculas y en general de 

moléculas delicadas. Hasta ahora, el método más conocido y utilizado para este fin h.1 sido 

Ju inmovilización química por formación de ligaduras covulcnlcs entre Ja mr~i .... culn de 

interés y un soporte sólido (generalmente sílice). Incluso los biomateriales qu· ya han sido 

comercializados en los últimos años, están basados en la inmovilizaci1 n química. Sin 

embargo, este método es mucho más delicildo, ya que se rL'<¡uieren una serie de reacciones y 

condiciones en lils cuales el riesgo de inactivación de lilS biomoléculas es muy grande. Por 

ello es frc-cuente observar grandes difcrenciils en el comportamiento del biomateriill 

producido de lote a lote. 

:\ medida que las invcstigilcionl'S sobre la inmm•ilización física de biomoléculas en sol-gel 

prngrc•sen se pondrán en evidencia, cadil vez más, las grandes ventiljils de este método. Por 

c>llo c•s de esperarse que en un futuro cercano rl'l'mplazará a los métodos de inmovilización 

quítnicil. 

e) Comportamiento de la enzima encapsulada en ciclos de operación sucesivos 

l-1 Catalilsa es una enzima con un grupo central hemo ligado a un átomo de Fe, al igual que 

lil mioglobina y la hemoglobina. Estas enzimas se consideran relativamente frágiles pues 

presentan una alta suceptibilidad a cambios conformacionales o desnaturalización. Algunos 

reportes de la literatura [7,18] indican que las enzimas una vez encapsuladas se estabilizan 

debido a las restricciones en su movimiento. 

l'rfi:sf;.:~·ri·ri ____ l 
f r.1 ' ·... . \ ~ 7 
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Con el objeto de probar la estabilidad de la Catalasa encapsulada y al mismo tiempo 

examinar la posibilidad de reuso de los geles, se preparó un gel dopado con esta enzima (12 

¡1g), el cual se secó a 25 •C hasta pérdida del 50 % de su peso inicial. Este gel fue utilizado 

en cuatro ciclos de operación sucesivos intercalando entre cada ciclo lavados con buffer 

fosfatos y con mezcla metanol-agua 60:40 (v/v). 

L..1s curvas cinéticas obtenidas en cada ciclo de operación del gel se muestran en la figura 

111.9 y la actividad inicial de la Catalasa encapsulada determinada a pmtir de las curvas se 

reporta en la tabla 111.18. Como referencia se prcscntiln también los datos de la enzima libre 

y el blanco obtenidos conjuntamente. El experimento blanco se hizo con un gel no dopado 

al cual se le realizó la determinación oximétrica de manera idéntica a la empicada para los 

geles dopados. 

Como puede observarse la actividad de la Cat;:ilasa encapsulada disminuye al ser 

reutilizado el gel. Sin embargo, esta disminución no es progrcsi\·a, entre el primero y el 

segundo ciclos de operación la actividad inicial relativa decrece ligeramente, luego c;1c 

dr.ístic;:imente en el tercer ciclo y se \'Uelve prácticamente nula en el cuarto ciclo. 
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i:1t,<>ura 111.9 Curvas cinéoticas de un gel dopado con Catalasa, obtenidas en ciclos de 
llf'C'íill'ÍÓO SUC<.'SiVllS. 
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Tílbla 111. IH \'alon .. •s Lle actividad inicial dl.~ un ~el dopado con Cat,1la-;a en 
ciclos de opt•rnciün sueL's1vos. 

Ciclos dt• Acliv1dad 
opcraci<ln 

Enzimil libre 
¡v 

2• 
JV 

4'' 
Blanco 

(¡unol de 01/min) 
2.98 

O.HJ 

0.78 
0.36 
0.07 
0.12 

JI)() 

2H.1 
26.0 
12.0 
2.5 
4.0 

Estos resullados pueden ser debidos a una de las siguientes causas: 

1) La Caialasa se desnaturaliza, probablemente duranle los Jm•ados, por el contacto 

con la mczcln rica en mclílnol 

2) Después de un ciclo de operación el sllio activo de la Calalasa queda inhibido, 

posiblemenle por formación de complejos enzima-sustrato que no se disocian al 

lavar el gel con buffer fosfatos y mezclas metanol-agua 

Por otra parte, es inleresante notar que la actividad relativa en el primer ensayo es de sólo 

28. I %, L'S decir significativamenJe más baja que la obtenida en los incisos anteriores (llLS 

(a) y (b)). Esto solo puede explicarse por el diferente método de sc.::ado del gel utilizado en 

l.'Slt• e'perirncnto. 

Para rL'solver las inc6gnitas planJeadas por los resullados obtenidos se realizaron otras 

series de expcrimenlos que se discuten en Jos siguienk>s incisos. 

d) Estudio del comportamiento de Ja Catalasa encapsulada en geles secados por 

diferentes métodos 

Con el objeto de conocer la influencia del tipo de secado del material sobre la actividad y 

funcionamienlo de Ja enzima encapsulada se prepararon 5 geles dopados con Catalasa (12 

¡1g cada uno). Dos geles se secaron hasta pérdida del 50 % de su peso inicial, uno a 

temperatura ambienle (- 25 «: ) y otro en refrigeración (4 «:). Los otros tres geles se 
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secaron en un liofilizador hasta obtener un sólido con un peso correspondiente al 23 %, al 

12 % o al 10 'Yo del JX'SO inicial, respectivamente. 

Cabe mencionar que en un ensayo inicial se secó un gel por liofilización hasta 50 % de su 

peso original; sin embargo, al retirar el material del liofilizador, éste se rehidrató 

rápidamente formando una pasta semilíquida dificil de manejar. Por ello se optó por 

realizar un secado más intenso de los geles en L'Ste aparato. 

Las curvas cinéticas y valorL'S de actividad inicial de los cinco geles secados a diferentes 

grados y por diferentes técnicas se presentan en la figura 111.10 y la tabla 111.19 También se 

incluyen como referencia los datos obtenidos para la enzima libre y el blanco de reactivos. 

Tabla 111.19 Valores de actividad inicial en geles dopados con Catalasa c¡uc 
fueron secados por diferentes métodos 

Tipo de secado Actividad 

E. libre 
25 
4 

A(23%) 
ll(12%) 
C(10%) 
Blanco 

(µmol de o,; min) 
2.84 
0.83 
1.02 
0.10 
0.12 
0.15 
o 

Actividad relativa 
(%) 

tOO.ClO 
29.2 
35.9 
3.50 
4.20 
5.20 
0.00 

Los wsultados obtenidos muestran que la técnica y condiciones de secado tienen una 

influencia fundamental en la preservación de la actividad de la enzima encapsulada. La 

mayor actividad se presenta en los dos geles que fueron secados sólo hasta pérdida del 50 

% de su peso original. En los geles que fueron secados por liofilización se perdió casi 

totalmente la acti\•idad enzimática. 

5<• podría entoncL'S concluir que la liofilización no es una técnica adecuada para el secado de 

gelc·s dopados con biomoléculas. Sin embargo, es necesario analizar con más detalle los 

resultados y condiciones de los experimentos. El gel con mayor actividad, secado a 4 <>C, 

tardó en perder el 50 % de su peso entre 3 y 4 días. El gel secado a temperatura ambiente 
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l~r.sultndos y 1lisc11sií111 

duró 2 días para llegar al 50 'Y., de su peso. Los geles secados por liofilización perdieron 

entre el 77 'Yr, y el 90 'Yo de su peso en solo 20 min. 
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Figura 111 Jll Cur\'a., cmét1r.1!-> llbtt.•md11!- Clln gde!t dl1p.1dl1., wn Catala ... 1 y SL'cado~ por 
d1ft.•nmtl"'S ml•h"lt.ios. JS l · md1c,1 que t•I st.•cado dd 111.1tt.•n.1l !-.t.' llt.•\'Ó a cah.1 a t.'!tta tcmp('ratura . 
./ e· .,t.•c.1dn t.•n rt.•frigt.•rar1tln .. "1 ~t.·cadl' t.'ll un lhlfili;111dttr hasta la llblt.•nción dt.• un 12·~, <fol pt.•so 
m1ct.1I del matt•nlll. n !tt.'l""ildl1 (•n lll_lf1h.1,11dl1r ha~ta obt(•nt.•r un IO'Xi del pt.'So mtcial dL•I malt•nal. 
<. • st.'Cildo en t.•l 1!11f1hz.1dor h.1st.1 obtt.•m.•r el 23'Xi dl'I peso 1mc1;il dd matL'rial 

Considerando lo a111crior podría proponerse Jo siguiente: 

1) l'ara un grado de secado idéntico, se obtienen mejores resultados, en cuanto a la 

preservación de actividad de la enzima, a medida que la pérdida de líquido se efectúa 

de manera más lenta. Esto concuerda con lo reportado por Gill y Ballesteros [7] en su 

re\•isión sobre el encapsulamiento de biomoléculas en sol-gel. Ellos mencionan que para 

los geles derivados de alcoxisilanos l'S necesario realizar un secado lento para evitar un 

colapso de los poros demasiado rápido y extremo, que podría dañar a las biomoléculas. 

2) Un grado de secado del gel mayor al 50 % en peso, conduce a una pérdida importante 

de actividad de la enzima. En contraparte, las propiedades físicas del material, como su 
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resistencia mecánica y química, son mejores cuando éste es secado al cslado de xcrogcl 

[7). Por ejemplo los geles secados por liofilización dieron como resultado un material de 

alta dureza que al ser molido permitía obtener un polvo fino y homogéneo, fácil de 

empacar pero con muy bnja nclividnd enzimática. 

Por lo tanto es claro que no es la técnica de secado la responsable del menor o mayor grado 

de actividad de la enzima sino la extensión y la rapidez del secado. 

En la literatura se reportan condiciones de secado muy diversas. Algunos autores secan los 

biogcles hasta peso constante (xerogeles) ya sea a temperatura ambiente o en refrigeración. 

Muchos otros sólo secan hasta el 50 % de pérdida de peso. Otros trabajan con hidrogeles, 

cuidando de mantener el material obtenido después de la gelificación siempre sumergido 

en buffer. 

El problema de no secar el material completamente radica en que se dificulta su manejo 

físico. Esto al nivel actual en que se encuentran las investigaciones sobre sol-gel bioactivo 

no es importante, pero sí se convcrlirá L'n una lin1itantc cuando se pretendan ampliar los 

campos de aplicación de estos materiales y hacer un uso más extensivo de ellos. 

De ¡¡cuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, no será fácil encontrar una solución 

al problema planteado. Sistemáticamente se observó una pérdida notable de actividad de 

las biomoléculas cuando los geles fueron secados a más del 50 %, incluso a temperatura 

ambiente o en refrigeración. 

e) Medición de la actividad enzimática de la Catalasa en un gel usado antes y después de 

tratarlo con Tritón X-100 

Como se ha comentado en secciones anteriores, la posibilidad de reuso de los geles es un 

punto clave para que estos puedan tener mayores perspectivas de aplicación y que su uso 

se popularice. 

-----·--··----:i :1~¡::c:·:1~ r·:r"·., .. 7 ·.· . J ' ' : 1:,1 
.1 ! ~· !),•.} '' ' ,• 
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N.~ult11d1~ y discusiáu 

Los geles dopados con C.itak1sn, ;i diferencia de los dopados con cx.-Ar11ilasa, n1ostraron un.i 

ful•rll' pérdida dl' acth•idad en ciclos sucesivos de opernción. En lil literatura (21 (se reporla 

c¡ue la Cal¡¡lasa forma complejos enzima-sustrato muy fuertes, en particul¡¡r una especie 

conocida como complejo 11 c¡uc es relativamente estable pero inactivo. J'¡¡ra romper este 

complejo se decidió someter a un gel, prcviam(.~nte usado, a un lralilmicnto con unil 

solución del tensoactivn Tritón X-100. Se utiliz<I un gel dopado con 12 µg de Catalasa y 

secado a 4 •C. DesptK\s de un primer uso, el gel se lavó sólo con buffer y mezcla metanol

agua 60:40 (v/v) )' se realizó un segundo ciclo de operación. Posteriormente, se trató con 

una solucicln de Tritón al 0.6 % (,•/v) y se realizó un tercer ciclo de operación. Los resultndos 

obtl•nidos antes (segundo ciclo) y después (terct•r ciclo) del lratamicnto con Tritón se 

muestran t•n Ja figura 111.11 y In tnbln 111.20. 
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t=igura 111.11 Curvas cinéticas obtcnJd<1s am un gel dopado con Catalasa en un 
segundo y un tercer ciclo de operación, intercalando entre ambos un tratamiento 
con Tritón X-100 

Tabla 111.20 Valort>s de actividad inicial de un gel antes y 
después de un tratamiento con Tritón X-100 

Muestra Actividad (µmol de O,/min) Actividad relativa% 

E. libre 2.94 100.00 
Gel sin tritón 
Gel con tritón 

blanco 

0.830 
1.68 

0.079 

28.2 
57.1 
2.68 

2tl 
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Como se puede observar, el tratamiento del gel con Tritón tuvo un efecto notable. L.1 

;iclividad de Ja Cat;il;isa encapsulad;i no solo se recuperó sino que se incrementó 

significalivamcnte. 

En efecto para los geles secados a 4 ºC J;i actividad relativa (respecto a la enzima libre) 

oscila entre 33-35 % en el primer uso del gel; en un segundo ciclo de operación, Ja actividad 

relativa dl•terminada (tabla 111.20) cayó hasta 28.2 %. Después del tratamiento con 

tensoactivo, Ja actividad relativa subió a 57 % Jo que significa un incremento de 

;iproximadamente 70 %, respecto a lo obtenido en el primer ciclo. 

De este resullado se pueden deducir varias conclusiones. Primero, es obvio que la Catalasa 

encapsulada no se desnaturaliza ni por el uso en ciclos de operación repetidos, ni por los 

lavados con mezclas ricas en alcohol. En segundo lugar, se comprueba que durante su 

funcionamiento catalítico Ja enzima tiende a formar complejos con el sustrato que la 

inacti,•an temporalmente; sin embargo, los complejos logran ser disociados y la enzima 

liberada por medio dl' un tratamiento con tcnso¡iclivo. Finalmente, el aumento de actividad 

solo puede l'xplicarse considerando que, durante el proceso de enCílpsulamiento, algunas 

moléculas de enzima quedan fuertemente ligadas a la pared del poro por interacciones con 

los silanoll'S de superficie; esto puede bloquear su sitio activo y/o su moción local 

impidiendo o rl'Stringicndo el acceso del soluto. Al parecer, el Tritón también puede 

romper estas interacciones y liberar Ja enzima dejándola funcionalmente activa. 

Es importante hacer notar que una actividad relativa del 57 % en una enzima inmovilizada 

se puede considerar como un resultado excelente. Así mismo, la posibilidad de reuso de 

geles dopados con una enzima frágil, como la Catalasa, es un logro notable. 

O Comportamiento de geles dopados con Catalasa en sistemas en flujo 

Para estudiar el comportamiento de los geles dopados con Catalasa (12 µg) en sistemas en 

flujo se empacaron dos geles, preparados independientemente, en cartuchos. En este caso, 

los geles se trabajaron con una cantidad de peróxido de hidrógeno más alta (70 µmol) que la 

[-.¡::¡.~;~~¡:·;~ . 
.l .Ji: • 

'1' 1· ., " 
L ('11~ '. .. · · ._ 
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que se usó en los l'nsayos previos en operaciones en bulto (12 µmol). El ¡.¡,o, disuelto en 5 

mi de buffer fosfatos se percoló a tr;ivés de los cartuchos a un flujo de 0.5 ml/min, es decir 

en 10 min totales. 

Se efectuaron prin1ero tres ensnyos, regenerando los cartuchos entre ct1da operación 

únicamente con buffer fosfatos. En J¡i figura lll.12 se muestra que el % de sustrilto 

degradado disminuye progresivamente en cada ciclo de operación, pasilndo desde 

aproximadamente 90 % hasta 47 %. El comportamiento observado es prácticamente 

idéntico en los dos cartuchos. f'osteriormente se realizaron lres ensayos más pero 

intercalando un lavildo del cartucho con solución de Tritón durante la etapa de 

regenerilcitln. 
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Figura 111.12 Ht'prt.""Scntactón gráfica del % de lbO:? degradado en cartuchos 
c.>mp~1cad~ con gt.'1 dopado con Catalasa durante ciclos suct..-sivos de opcracil1n. 
IJespué!t dC"I tercer ciclo se incluyll un tratamit.."nto con Tritón X-100 durante la etapa 
de regeneración 

Como puede observarse en la figura lll.12, el tratamiento con Tritón permitió recuperar 

una parte de la actividad perdida, incrementándose el % de sustrato degradado hasta -65 
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1X1. Además, en L'Slas condiciones, la actividad dL1 los geles se m;lntuvo prflctkiln1entc 

constantl' durante los ciclos de operación consecutivos. 

Con estos resultados se comprueba que los geles dopados con Catalasa pueden ser 

reutilizados en m(1ltiples ciclos de operación, mantl•niendo una actividad casi constante si 

entre cada ciclo se lava el gel con una solución de un tensoact ivo. Estos geles se pueden 

emplear tanto en sistemas estáticos como en sistemas en flujo. 

Por otra parte, considerando los resultados de los últimos ensayos en la figura 111.12 (65 % 

de sustrato transformado), se determina una tasa de reacción de 45.5 µmol de J-1,Q, en 10 

minutos, o sea 4.55 ¡unol/min en promedio, o bien 2.275 ¡1mol o, (producido)/min Esta 

actividad l'S mayor que la de la enzima encapsulada en un gel idéntico (secado a 4 L> C) 

trabajado en sistema L'Stático (fabla 111.16), lo cual podría parecer lógico ya que en el caso de 

los cartuchos la concentración del sustrato en la solución percolada fue 5 veces mayor. 

Sin embargo, como se discutió en el capitulo 1 seccitln 2.1. l, la velocidad inicial o actividad 

de la enzima aun1enla con la conccntracilln de sustrato hasta alcanzar un valor t..~onstantc 

(Vmax) característico de la enzima y probablemente de su entorno. El valor de actividad 

reportado en la Tabla 111.16 parn la enzima encapsulada corresponde de hecho a Vmax 

(como se demostrará en la siguiente sección), por lo que el rc'Sultado obtenido en los 

cartuchos no puede "'plicarse con basL' en la mayor concentración del sustrato en la 

solución utilizada en estos experimentos. 

De hecho, no se tiene ninguna explicación satisfactoria para el fenómeno observado y tan 

solo se puede confirmar que las enzimas encapsuladas trabajan más eficazmente en 

sistemas en flujo que en sistemas estáticos, como lo demuestran claramente los resultados 

obtenidos. Cabe mencionar que en la literatura no se han reportado experimentos similares 

a los aquí realizados, en particular la comparación de la capacidad enzimática de biogeles 

trabajados en sistemas estáticos y dinámicos. 

JOS 



6. Determinación de las constantes de Michaelis para la Catalasa libre y encapsulada 

l'ara este estudio se• asumieron como válidns los postulados establecidos para aplicar el 

tratamiento cinético de Michaelis -Menten a los resultados obtenidos con la Catalasa libre y 

la encapsulada. En efecto, se• considere\ que tanto en la solución como en el gel existía una 

población homogéneamente repartidas de moléculas activas. Ademi\s, dadas las 

concentraciones de enzima (3.5 x 10 -5 ¡1mol en 7 mi =5 x 10 -3 µM) y de sustrato (20-1700 

µM) usadas en los experimentos se cumple con una relacic\n sustrato: enzima > IODO. El 

único punto débil fue el de asumir que los productos formados no interaccionan con la 

enzima, lo cual probablemente no es del todo cierto en el caso de la Calalasa puesto que se 

requiric\ el tratamiento con Tritón para reactivar los geles usados. 

De las curvas oximétricas obtenidas para cada concentración de sustrato se determinó la 

velocidad inicial y se calcularon los recíprocos, tanto para los experimentos con la enzima 

libre (Tabla 111.21) como con la enzima encapsulada (fabla 111.23). L.1s correspondientes 

gráficas (v) vs (concentración) y (J/v) vs (1/concentración) se muestran en las figuras 111.13 a 

111.16. 

Tabla 111.21 Dalos de la concentración de sustrato y de la velocidad 
inicial para la Catalasa libre 

[H:Ozj , .. 1/[HzOij 1/ \' 
(µM) (µmol/min) (µM)·I (µmol/min) ·1 

20 J.2 o.os 0.833 
100 2.1 0.01 0.476 
500 2.7 0.002 0.370 
1000 2.8 0.001 0.357 
1700 2.98 0.0005 0.335 
•velocidad inicial de producción de oxigeno 

Tabla 111.22 Parámetros enzimáticos de la Catalasa libre. 
Pendiente= Km.IV~· = 9.768 µM (fm101/min) ·• 

Km= pendiente X \'~, = 27.89 µM 
Intersección= 0.350 ( µmol/min) ·1 

v~. = 11 inlcrsecrión = 2.855 µmol/min. 
Canlidad

0

de Calalasa' =3.5 x 10 ->µmol 
t.:"'~ (V~J¡m1ol de Calalasa'l ~ 81,564 (mini 1 

·Considerando dalos del proveedor de la enzima. 
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Tabla Jll.23 Dalos de la conccnlración de suslralo )' de la 
velocidad inicial para la Catalasa encapsulada 
(H:O:) ". 1/ (H:0'1 
(µM) (µmnl/ntin) (µM) ., 

20 0.35 0.05 
HXJ 
500 
1000 
1700 

0.80 
U.90 
0.97 
t.03 

0.01 
0.(Kl2 
0.001 

0.()()()(1 

l/\' 
(¡tmol/rnin)' 

2.85 
1.25 
1.11 
1.IJJ 
0.97 

• velocidad inicial de la producción de oxígeno 
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3 
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l'ib'Ura 111.13 Hoprescntación gráfica do la velocidad Inicial (¡111101 do O:/ min) 
\"S la con1."l.'ntrac1ón de sustrato (1 f:O: ftM) para la Ciltalasa hbn.• 
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Figura 111.15 Representación gráfica de Ja velocidad inicial (µmol de 0:/min) vs la 
concentración de sustrato (1 hO: µM) para la Catalasa encapsulada 
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Figura 111.16 Representación gráfica de 1/ " frente a 1/ [l-J,Q,J para la 
obtención de los parámetros cinéticos de la Catalasa encapsulada 

De acuerdo con el método de Lincweaver-Burk: 

l/\' = l/Vm•• + ( Km/\l""")x(l/s) 

las ¡;ráficas (l/v) \'S (l/s) corrL'Sponden a una recta, si el comporlamiento de la enzima es 

Michaeliano. L., ordenada al origen y la pendienle de esta recta permiten calcular las 

constan les cinéticas de la enzima. Por otra parte, si la concentración o cantidad de la enzima 

utilizada en la reacción catalítica es conocida, es posible calcular un importante parámetro 

cinético conocido como constante catalítica (K ~•) o actividad especifica de la enzima: 

K, .. (min)-1 ={Vn~/E) 

donde E es la concentración o cantidad de enzima y V .. w. está expresada como 

concentración de sustrato (o producto) por minuto respectivamente. 
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l-1s figurns 111.14 Y 111.16 rnuL'str;in <]UL' L'll l;is condicionL's L'XpL•rimL'ntalL•s L'mplL'ad;is, L'l 

comportílmiL'nto de l;i Cíltíllas;i librL' y L'ncílpsul;id¡¡ L'S Michaeliano por lo <JUL' L'S posiblL• 

L'Stimar los parámetros cinéticos de la enzima (Tablas 111.22 y 111.24). L;i constantL' catalítica 

s<• rnlculó de ;icuerdo con los d;itos del proveedor de la enzim;i y considerando que toda la 

proteíníl contL'nidíl L'n el producto correspondL' ¡¡ Cat;ilílsa. Además se ;isumió que en el 

proceso de L'ncapsulamiento no hubo pérdid;i de proteína. 

Tabla 111.24 Parárnl'lros enzitnáticos de l,1 Calalasa encapsulada 

P"ndient" = KnJV~. = 34.49 11M (1111101/min) ·1 

Km= pendiL'lllL' X v~. = J8.76 µ M 
Intersección"" 0.967 (µmol/n1in) ·I 

\'m.a."" l/lntersl'CCllÍll =- 1.034 p.nHll/min 
Cantidad Catal.is,1 ·o:: 3.5-.: 10 ~ 1unol 

" .• , - (\'""º / ~unnt de Catatasa") - 29,5-10 (min) ·' 

•considerando datos del prnvet•dor de la enzima y enc,1p~ulan1icnln total de ésla 

Comparación de los parámetros de la enzima libre y encapsulada 

L.1 compJradón de los p.::irjmetrns dL• la cnzirna librt• y la cnzin1a cncapsulndn mucstril lo 

siguiente, tablas 111.22 y 111.2·1: 

Km (libre) < Km (enc;ipsuladíl) 
\!,.,.(libre)> Vow• (encapsulada) 

K ,., (libre) > K ,., (encapsulada) 

Esto indic.1 que la enzima libre requiere un;i conccntr;ición menor de sustrnto que la enzim;i 

encapsulada para llegar en cada caso a la mitad de su respccti\•a velocid;id máxima de 

operación. Se considera que esto es debido a restricciones difusionales de sustratos y 

productos en el gel. La presencia de pequeños poros e incluso de "cuellos de botella" en los 

grandes poros del gel puede reducir significativamente los coeficientes de difusión de 

sustratos y productos en la matriz de la sílica. Sin embargo cabe hacer notar que el Km de 

la enzima enrnpsulada es sólo 1.38 veces el Km de la enzima libre. En la literatura [19,24,25) 

se han encontrado diferencias mucho más grandes entre los Km de enzimas encapsuladas y 

libres (2.1 ¡¡ 6 veces mayor el Km de la enzima encapsulada respecto a la libre). Lo anterior 

permite concluir que el proceso desarrollado en este trabajo para el encapsulamiento de 

G
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biomoléculas permile obtener un gel con mejores propiedades para el transporte de 

sustratos y productos a través de la millriz polimérica. 

Por otra parle, Vm•• y K,., están relacionados con la actividad de la enzima por lo que los 

resultados obtenidos corroboran la pérdida de actividad de la Catalasa encapsulada con 

respecto a la Catalasa libre. La relación entre K,., de la enzima encapsulada y la K,., de la 

enzima libre es de 36.2 % lo que corresponde bastante bien con los valores reportados en 

secciones anteriores para geles secados hasta el 50 % de su peso a 4 •C (actividad relath•a 

32-36 %). 

En la literatura se reportan muy diversos \•alares en cuanto al % de actividad relativa de las 

enzimas encapsuladas respecto a las enzimas libres. Al parecer (24] algunas enzimas son 

mi\s resistentes que otras y prt.'Servan mejor su actividad durante el proceso de 

encapsulamiento. Desafortunadamente no se encontraron reportes sobre la actividad 

relativa de la Catalasa encapsuladn en sol-gel. 
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Conclusiones 

l. Se implementó y optimizó Ja técnica de preparación de materiales dopados por el 

proceso del sol-gel, para la inmovilización de pequeñ;is moléculas orgñnicas y de 

biomoléculas, mediante su encapsulamiento en los poros de una matriz de sílic;i. 

2. El rendimiento de la reacción para la obtención del sol-gel, medido por la cantid;id 

de material obtenido, depende fuertemente del pH en In mezcla reaccionm1te. 

Bajo condiciones estequiométric;is del precursor (J'etr;ietoxisil;ino) y el ;igua, el 

rendimiento se incrementó a medida que aumentó Ja concentración de HCI 

(catalizador) en la mezcla. La rápida hidrólisis del precursor acompañnd;i de un;i 

lenta condensación en medios muy ácidos favoreció una alta tasa de hidrólisis y 

una máxima incorporación de las especies hidrolizadas al polímero en formación. 

3. Los vidrios sol-gel dopados con indicadores ñcido-base (fcnolftaleina y negro de 

eriocrnmo T) respondieron reversiblemente a cambios de pH en la solución externa, 

aunquL' con una cinética mfls lenta que Ja que presentan los mismos indicadores 

cuando se encuentran en solución. El material dopado, un;i vez seco y molido puede 

SL'r guardado por largo tiempo y utilizado posteriormente (ya sea a granel o 

empacado en cartuchos) sin que se altere su capacidad de respuesta. Esto pone en 

evidencia que: 

a. Una fracción importante de la sustancia dopante quedó pennanentemente 

atrapada en los poros del vidrio preparado. 

b. Las moléculas encapsuladas conservan su reactividad química. Por lo íanto, 

los vidrios sol-gel dopados con indicadores, desarrollados en este trabajo 

presentaron una buena potencialidad par ser utilizados como sensores de 

pH en sistemas en flujo. 
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4. Los vidrios sol-gel dopados con indicadores melalocrómicos (o-fenanlrolin;i y 

negro de criocron10 T) prcscnlaron una cinética de respuesta cxccsivamcnlc lcntil 

por lo cual no es foclible su uso como sensores de cationes metálicos en el csl;ido 

ac1u;il. En efecto aunque los indic;idorcs qued;iron encapsulados sin perder su 

funcionalidad química, el lransporte de los c;itiones metíllicos ;:i lra\•és de la matriz 

de sflice fue sumamenle lcnlo. Este problema requiere de un estudio más profundo 

para poder proponer condiciones que permitan a fuluro dar un uso práctico a este 

tipo de maleriales. 

5. El fruto míls relevante de este trabajo es sin duda la metodología dcsarrolladil pma 

el l'OCilpsulamiento de biomoléculas en sol-gel, la cual ha demostrado ser de 

aplicacilln general, no solo para enzimas sino también para otras macromoléculas 

biológicas. 

6. Se demostró que los geles dopados con enzimas pueden ser utilizados en ciclos de 

reacción sucesivos con una mínima pérdida de actividad. Sin embargo, 

dependiendo de la naturaleza de la enzima puede ser necesario un lavado del biogel 

con una solución de surfoctante no iónico después de cada ciclo, para reactivar la 

enzima. 

7. También se demostró la reproducibilidad de lote a lote en las propiedades 

(actividad) de los biogeles preparados. 

8. Por todas las características mencionadas, es evidente que los biogeles desarrollados 

en este trabajo pueden ser propuestos para su aplicación como bioscnsorcs. As!, esta 

aportación contribuye al progreso en el interesante campo de la inmovilización de 

biomoléculas y sus posibles múlliples aplicaciones. 
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9. Por nlra pilrle, en olro lrabajo que se realiz<> en el mismo laboralorio, se pudo 

carllctcrizilr el mlltcrial obtenido en las mismas condiciones en las cuilles SL' 

desarrollo en esle lrabajo. La lécnica ulilizada para cslc propósilo fue la de 

microscopia óplica, la cual dio la siguiente información: las parlículas lienen un 

!amaño de 10 a 20 µm 1anlo para el dgel seco coma para el hidrogel.sféricas con 

!amaños de poros superficiales de 4 a 7 micras. Por la técnica de lermopnromelrfa se 

obtuvierron los siguienle dalos: un volumen poroso que tiene 2 inlervalos, el 

primero va de 4.1 a 8 nm ocupando un 20% de todo el volumen de una partícula, 

mientras que el segundo tiene un intervalo de volumen poroso que va de 9.1 a 49 

nm y que ocupan un 79.80 del volumen total de la partfcula. 
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