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Resumen

Resumen

S¢ desarrollaron  metodologias basadas en la téenica de  sol-gel para la
inmovilizacion fisica de pequeas moldeulas organicas (indicadaores) y de macromoléeulas

bioldgicas en un soporte sélido.

Utilizando como precursor al tetractoxisilano (TEOS) y catalisis acida para la preparacion
del gel de silice, se buscd en una primera elapa optimizar las condiciones experimentales
con el fin de obtener el maximo rendimiento de la reaccion. Posteriormente, empleando las
proparciones dptimas TEOS:H:O:HCI encontradas, se introdujeron en la mezela de reaccién
indicadores de pH o metalocromicos disueltos en metanol. El gel obtenido, secado, molido
y empacado on cartuchos, respondio reversiblemente a cambios en el pH o a la presencia

del ion metalico, segtin el caso, en la solucion percolada.

Para ¢l encapsulamiento de biomoléettlas se modificaron varias condiciones. Las reacciones
de hidrdlisis y policondensacion se dejaron proceder hasta la obtencion de un sol viscoso, al
cual se le ajustd el pH por adicion de un buffer de fosfatos previo a la introduccian de la
biomolécula. Asimismo, el secado del gel se realizo bajo condiciones controladas. Con estas
modificaciones se encapsularon exitosamente una proteina v dos diferentes enzimas. Las
prucbas realizadas a los geles dopados mostraron que, con un protocolo tnico, es posible
inmovilizar permanentemente diferentes biomoléeulas, preservando en buena medida su
actividad. Adicionalmente se demostré que las enzimas encapsuladas se pueden trabajar

en ciclos sucesivos de operacion y regeneracion con una minima pérdida de actividad.

En conclusion, los materiales obtenidos presentaron buen potencial para ser utilizados
como sensores quimicos o bioquimicos ya que las moléculas de interds quedaron
permancntemente atrapadas, reteniendo su reactividad caracteristica y su funcionalidad

quimica,




Abstract

Abstract

Methodologies based on the sol-gel technique were developed tor the physical
immobilization of small organic molecules and biological macromolecules in a solid

support,

Using tetracthoxysilane (FEOS) as precursor and acid catalysis for the preparation of the
silica gel, the optimal experimental conditions to obtain the maximatl yield of the reaction
were first determinated. Then using the best TEOS @ H:O : HCl ratio, some pH and metal
ion indicators dissolved in methanol were added  to the reaction mixture. The gels obtained
by this procedure were finally dried, grounded and packed in cartridges to test their
sensing capability. The gels doped with pH indicators roversibly responded to changes in
the pH of the solution percolated through the cartridge; similarly, the glasses doped with

metal ion indicators also responded to the presence of the target jon in the test solution.

For the encapsulation of the biomolecules it was necessary  to modify some experimental
conditions. The hydrolisis and condesation reactions were left to proceed until a viscous sol
was formed and prior to the addition of the biomolecule, the pH of the mixture was
adjusted with phosphate buffer; besides, the drying of the gel was performed under more
delicate and controlled conditions. With these modifications, it was possible to accomplish
the successful encapsulation of a protein and two different enzymes. The tests carried out
on the doped gels showed that it was possible to use the same protocol for the permanent
immobilization of different biomolecules preserving an interesting  proportion of their
activity. Additionally, it was shown that the encapsulated enzymes can be used in

successive operation-regeneration cycles with minimat loss of activily.

In conclusion, the doped sol-gel glasses synthesized in this work showed a good potential

to be used as chemical or biochemical sensors because the entrapped molecules were
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Intriddieccion

Introduccidén

La tecnologia sol-gel concebida y desarrollada en la primera mitad del siglo XX, esta
basada en la habilidad que tienen ciertos precursores  hidroliticamente labiles para formar
dxidos metdlicos o semi-metalicos sdlidos cuando se ponen en contacto con un medio
acuoso. Los vidrios sol-gel obtenidos por este proceso simple, que se lleva a cabo a
temperatura ambicnte, presentan propiedades muy interesantes como:  transparencia
dptica, resistencia quimica y mecanica, porosidad ajustable (segun las condiciones
utilizadas en el proceso), baja toxicidad y minimo hinchamiento en disolventes organicos, a

diferencia de otros materiales poliméricos.

Durante mucho tiempo los materiales sol-get fueron utilizados casi exclusivamente en el
drea de catalisis, pero en las altimas décadas del siglo pasado diversos investigadores
empezaron a experimentar el dopado de la matriz con diferentes moléculas organicas. Los
estudios y observaciones realizados  permitieron corroborar que la adicion de bajas
concentraciones de moldeulas organicas al sistema sol-gel tenia poco efecto en la formacion
de la red polimérica ya que las moléculas dopantes no se incorporaban a la red sino que
quedaban - confinadas en los poros del sdlido formado. Ademads, se constatd que las
moléeulas  fisicamente  atrapadas  durante la formacion  del  polimero  quedaban
permanentemente encapsuladas una vez que ef solido se consolidaba; sin embargo, la
reactividad de las moldeulas no se alteraba con el encapsulamiento y eran capaces de
responder a cambios en el medio externo, como lo harian si estuvicran en solucién aunque
con una cindtica mds lenta. Estos experimentos  abricron amplias perspectivas  para la

preparacion de sensores quimicos v bioquimicos basados en la téenica sol-gel.

in 1990 Avnir [1] y colaboradores reportaron por primera vez la aplicacion de vidrios sol-
gel dopados con indicadores dcido-base como sensores de pH. Este mismo grupo también
reportd el encapsulamiento de reactivos metalocrémicos  como sensores quimicos de

metales [2]).
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Aunque se pensaba que el protocolo utilizado en la formacion del sol-gel no era compatible
con las condiciones requeridas para la sobrevivencia del material bioldgico, ¢n 1984 Venton
[3] mostré que anticuerpos contra la progesterona encapsulados en polimeros sol-gel,
retenian sus propiedades de interaccion y reconocimiento. Posteriormente, en 1985 Glad {4}
reporté el encapsulamiento de varias enzimas y células vivas funcionales en este tipo de
matrices. De esta manera quedd establecido que los métodos cldsicos de sol-gel podian ser
modificados para encapsular proteinas y células y que ¢l material obtenido mostraba la
actividad caracteristica de las especies atrapadas, ya que la matriz polimérica cra
suficientemente permeable para permitir las difusidon de pequenas moldeulas hacia cl

interior sin que hubiera pérdida de las biomoléculas.

El trabajo de estos pioneros no fue reconocido sino hasta la década de los 90°s cuando la
téenica fue aplicada independientemente por Braun [5), Yamanaka [6], Ellerby [7] y Wang
{8] para el encapsulamicento de diversas enzimas, proteinas y anticuerpos. Desde entonces,
una gran variedad de sustancias bioldgicas, entre las cuales se incluyen anticuerpos
cataliticos, DNA, RNA, antigenos, bacterias vivas, hongos, células de plantas v animales ¢
inclusive protozoarios, han sido encapsulados en silica, dxidos metalicos, organosiloxanos y
polimeros hibridos de sol-gel [9). Estos “cerdmicos vivientes”  pueden llegar a tener
importantes aplicaciones como sensores opticos o electroquimicos, materiales para cl
diagndstico clinico, catalizadores y atin como Srganos bioartificiales. El estado actual de las
investigaciones al momento de iniciar vste trabajo incluye trabajos en donde se han
encapsulado indicadores de pH como la fenolfataleing, rojo de metilo, naranja de metilo,
[1,2] asi como indicadores metalocrémicos 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
encapsulado enzimas como la superéxido dismutasa, mioglobina y el citocromo ¢ (7,10], Ia
Catalasa [10] aunque en cllos no se reportan datos numéricos de la actividad de estas
enzimas reduciendose solo a realizar una comparacion semicuantitativa entre la enzima

libre y la encapsulada. Con respecto a la a-Amilasa no se encuentro ningan trabajo acerca

de su inmovilizacion por esta téenica.
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Sin embargo, aunque existen esta serie de articulos sobre el tema, hasta la fecha persisten
varios problemas en la téenica del sol-gel que deben ser resuceltos y algunas condiciones
experimentales requieren ser optimizadas. Por cjemplo, se necesitan desarrollar protocolos
mas biocompatibles para reducir la pérdida de la actividad de las moléeulas durante el
encapsulamiento, se deben encontrar condiciones que permilan disminuir el encogimiento
del material y el colapso de los poros durante ¢l secado, se requicre mejorar la estabilidad
mecdnica y optimizar la porosidad del polimero para no afectar la eficiencia y el perfil de

respuesta de la molécula hudsped.

De hecho, la falta de una tecnologia universalmente aplicable implica que sea necesario
ensayar una gran cantidad de condiciones y realizar maltiples modificaciones al proceso
cada vez que se desca encapsular una biomoldcula diferente o realizar una aplicacion

novedosa del biomaterial.

El presente trabajo pretende contribuir al desarrollo de materiales dopados basados en la
técnica del sol-gel, con posible aplicacion en el drea de sensores o en procesos cataliticos.
Para ello, s¢ ha buscado optimizar las condiciones experimentales en las diferentes etapas
de la téenica sol-gel tanto para el encapsulamiento de pequefias moléculas orgdnicas como
el de macromoléeulas biolagicas. En este ullimo caso, en el cual se han concentrado
mayormente los esfuerzos realizados, se ha tratado de establecer un protocolo tinico de
preparacion de los geles aplicable al encapsulamiento de proteinas y enzimas de diferentes
tamanos. La oplimizacion de condiciones para la preparacion de estos biomateriales se ha

basado en tres diferentes cjes:

1. Preservar al maximo la actividad de la biomolécula

t9

Obtener un material de porosidad adecuada, a través del cual puedan difundir
sustratos de diversos tamaiios, tanto pequefias moléculas como grandes polimeras

3. Lograr que dicho material pueda ser regenerado y reutilizado
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o Wjetives

OBJETIVOS

Objetivo general

Aplicar la téenica del sol-gel, optimizando las condiciones experimentales en sus diversas

etapas, para ¢l encapsulamiento de pequenas moléeulas organicas y macromoléeulas

bioldgicas, con el fin de obtener materiales con posible aplicacidn como sensores quimicos y

bioquimicos.

Obijetivos especificos

1.

84

Establecer condiciones dptimas en las ctapas de hidrdlisis y condensacion de la téenica

sal-gel para obtener un rendimiento maximo de la reaccién.

Encapsular moléculas organicas pequenas en sol-gel.

2.1 Delimitar el tiempo de reaccién adecuado para la introduccion de la sustancia a
inmovilizar en ¢l sol.

2.2 Inmovilizar diferentes indicadores de pH y metalocromicos

2.3 Verificar la reactividad quimica de la sustancia inmovilizada y su comportamiento

reversible.

Establecer un protocolo genceral de encapsulamiento de biomoléculas por la téenica del

sol-gel.

3.1 Inmovilizar biomoléculas de diferente tamafio con las condiciones establecidas.

3.2 Comprobar cualitativamente el encapsulamiento de las sustancias inmovilizadas.

3.3 Verificar la actividad de la biomolécula encapsulada con respecto a su equivalente
molécula libre.

3.4 Establecer condiciones para la regenceracién del biomaterial y comprobar su

funcionamiento cn ciclos de operacion repetidos.
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Capitulo I
Generalidades y antecedentes

1. Técnica del sol-gel

1.1 Conceptos basicos del proceso sol-gel

Un coloide es una suspension en donde la fase dispersa os muy pequeia (entidades de
1-1000 nm) y en donde las interacciones son dominadas por fuerzas de corto alcance, por lo
que la inercia de esta fase dispersa es muy pequeia, asi que exhibe movimiento Browniano.
Un sol es una suspension coloidal de particulas solidas en un liquido. Un acrosol cs una
suspension de particulas solidas o de gotas de un liquido en un gas, mientras que una
emulsion es una suspension de gotas de un liquido en otro liquido. Todos estos coloides
pueden ser utilizados para generar polimeros de materiales ceramicos ya sea en forma de

monolitos o particulas.

En el proceso del sol-gel, los precursores que se utilizan son metales o metaloides que se
encuentran rodeados de ligantes. Por cjemplo, el aluminio rodeado por éxidos inorganicos
{AINO:)] o bien con alcoxidos que son una clase de 6xidos arganicos [AI(OCsH:)). Este

tltimo es uno de los precursores mas utilizados para la preparacion del sol-gel.

Los metal aleonidos son miembros de la familia de los compuestos organometalicos que
ticnen un ligando orgdnico enlazado a un metal o metaloide. Estos precursores reaccionan
tacilmente con el agua, esta reaccion es llamada hidrdlisis debido a que un ién hidroxilo

ataca al metal como en la siguiente reaccion:

Si(OR)y + H,O HO-Si(OR)y + RO#H

Dependiendo de la cantidad de agua y de la presencia de catalizadores, 1a hidrdlisis se

pucde llevar a cabo de manera completa:
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Si(OR)y + 4 MO ====2= Si(Ol1} + 4 ROH

Cuado dos molécuias total o parcialmente hidralizadas interaccionan, se:produce una

condensacion:

(OR)3Si-OH + HO-SI(OR);3 (ORXSi-0-Si(0R); + HC

Por definicién ta condensacion libera una pequefia moléeula que puede ser agua o un
alcohol.  Este tipo de reaccion puede continuar fantas veces como ligandos hidrolizables
contengan las moléculas del compuesto organometalico, formandosc en primera instancia
coloides o micelas (particulas clementales) los cuales contintian agregandose hasta formar
una molécula muy grande de cientos o miles de unidades Hamadas monomeros. Al
nimero de enlaces que puede formar un mondmero se le llama funcionalidad (f); los
alcdxidos metilicos ticnen funcionalidades entre 2 y 4. Si se considera una unidad  con
cuatro grupos funcionales, dos de los cuales son reactivos a la hidrolisis, solo se tienen dos
mancras de polimerizar que son en forma lineal o bien formando anillos, como se muestra
en fa figura L1 De acuerdo con esto, un compuesto polifuncional puede polimerizar

formando una red entrecruzada en tres dimensiones.

Cuando s¢ prepara una solucion de mondmeros y estos condensan en polimeros
entrecruzados con un tamano de particula de algunos nanémetros, se dice que se tiene una

solucion o un sol.

Si un monomero puede formar mas de dos enlaces, entonces no hay un tamano limite de la
moléeula que se puede formar. Cuando esta moléeula tiene dimensiones macroscdpicas y se
extiende a travéds de la solucion, se puede decir que es un gel. El punto de gelificacion
corresponde al momento en que los Gltimos cnlaces se forman para completar Ia
macromolécula y la solucién deja de fluir. Esta transicidn sol-gel os irreversible y en este
punto la monofase liquida (el sol) se transforma ¢n un sistema bifasico, constituido por un

sdlido poroso y el liquido intersticial atrapado en dste.

R
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Una definicion mis concreta de lo que es un gel es aquetla en 1a cual se le considera como
una sustancia que contiene un esqueleto sélido continuo que encicerra una fase liquida, y ¢s

vsta continuidad en la fasc sélida lo que da la clasticidad al gel [1].

Dimero
R R R R
| l ) A {
Ho--hl4—ou t - HO—~M~OH —~# HO~M-0—-M=-0OH + H,Q
. e S | ’
R R R R
Cadena
(.1 A T
n ,HQ—l\ld—OH ’ —— HO — ,\‘4—0 - I\if—Ol{ + (n-"H,O
r R e R ‘
Anillo
&
R [
A slMm—-0
l|1 R —M ~ l{ \Ala.qz
048 | HO— M —OH | — (11 3+ (',
;’1 i . ; ~ 4 H,0
R o—M —
1 To N PR
R y—© R
R
?

Figura L1, Formacion de anillos y cadenas por un mondmers bifuncional. n of primer caso
se observa un dimero, en el segundo, una cadena y en ¢ teseers se observa un anillo

1.2 Hidrolisis y condensacién de 6xidos de silicio

El silicio s uno de los metales mas abundantes en la tierra. En la naturaleza, selleva a cabo
la hidrélisis de silicatos para formar polisilicatos, requiriendo inicamente de una fuente de
silicatos solubles y agua. El proceso se realiza por medio de varios pasos de hidrélisis y
condensaciones repetidas formandose macromoléeulas de polisilicatos que, en condiciones

quimicas adecuadas, adquicren la forma de particulas esféricas.

TR (4
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fin 1845 Ebelmen hizo reaccionar SiCli con ctanol formando el tetractoxisilaono (TEOS).
Posteriormente se realizaron varias investigaciones sobre la hidralisis de este compucesto
que dicron como resultado una serie de fibras. Tambidn en 1845 Mendeleyev tuvo la idea
de hidrolizar SiCl para formar Si(OH) el cual por repetidas condensaciones formo
polisiloxanos de alto peso molecular. istos experimentos despertaron ¢l interés en el
estudio de los compuestos arganosilicio, encontrandose que éstos poseian propicdades
excepeionales para la formacion de polimeros siloxanos con grupos orgdnicos en su
estructura. Los estudios realizados en esta ¢poca condujeron a la comprension de los

procesos de hidrdolisis y condensacion de estos produclos.

1.2.1 Hidrdlisis y condensacidn del dcido silicico
Cuando el Si(OH) se pone en contacto con écido diluido, la solucién resultante esta
constituida de especiecs mononucleares. Arriba de pH 7 la:hidrélisis produce especies

anionicas:

SIO), (ag SIOX(OM)y.y + x H

En donde SiQO(OH)+ (x=1) se encuentra predominaniemente como especie mononuclear.
Debido a que SiO(OH):  ¢s un dcido muy débil, SiO:(OH):* s observado en cantidades
apreciables solo en pH cercano a doce. En fa figura 1.2 se muestran las distintas especies que

predominan en los diferentes intervalos de pH.

Freundlich y colaboradores obtuvieron acido silicico por acidificacién de silicatos solubles:

Na,8i0; + HO0 + 2 HCl===S§i(OH), + 2 NaCl

o bien hidrolizando ¢l éster:

Si(OEt); + H30 (excesay Si(OH)
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Ll dcido silicico lentamente formaba un gel, por lo cual estudiaron a fondo este proceso
encontrando que el dcido silicico polimerizaba en particulas discretas o nicleos que se
agregaban lentamente en cadenas para formar posteriormente una red tridimensional. Con

basc en sus observaciones dividicron la polimerizacion en tres clapas:

a) Condensacién de monémeros para obtener particulas clementales 6 nicleos
b) Crecimiento de las particulas
c) Unién de particulas para formar cadenas y redes que se extienden a través del

medio liquido, obteniendo finalmente un gel

(a) 0.1m SI(IV) ®) 105 m Si(ivy
e M LA Al A N A 100 pree i MAAE) s oaay e L
\l s"o.m:- gl‘)‘lpml h
80 —/'\ L — a0
#£ s - A\ R 50
e i E
& a0 - o 40
20 |- 20
-
o mu..-l-( 0
6 3 8 10 12
pH

Fygura L2 Dhistribucidn de silicatos 2 25 40, a distintos valores de plt

La cinética de polimerizacion y las reacciones mismas que entran en jucgo dependen en
gran medida del pH del medio. De acuerdo con ller y Brinker [1,2] se pueden distinguir

tres regiones de pH:

9
2<pH 57
El valor de pH 2 es un limite dado que cs el punto de carga cero, es decir el punto

isocléetrico en donde 1a movilidad de las particulas de silica es cero. A pH 7 se tiene otro

limite debido a que en cste punto las velocidades de disolucién y precipitacién de las
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particulas de silica son iguales y por arriba de pH 7 las particulas de silica estan

apreciablemente ionizadas y el crecimiento ocurre sin agregacion o gelacion.

A. Polimerizacion a pi < 2

Estas condiciones de pH representan una region metaestable en donde los tiempos de
gelificacion son muy largos.  Por debajo de pH 2 la velocidad de polimerizacién cs
proporcional a [H°], pero se ha propuesto que en estas condiciones la polimerizacion

involucra un intermediario que es la especie =Si* [1,2):

Ripido

o+

Si

£Si-OH + HY ===

+ 2H 50

Lento

+

=§i.0H + =Si" === = §j-0-Siz + H"

n

De acuerdo con otras hipétesis [1,2), la condensacion en medio dcido involucra silanoles
protonados. Esta protenacion hace mas clectrofilico al silicio y por lo tanto mas susceptible
al ataque nucleofilico. Los mondmeros y los oligdmeros menos ramificados son los mas
propicios para ser protonados. De esta manera, la condensacidn se lleva a cabo entre

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

Si(OH)3 + HY === -Si (*OH 3)(OH);
-Si( *OH}(OH); + -Si (OH); =—= -(OH) ,Si-O-Si(OH)," + H '

Como este mecanismo involucra un estado de transicién pentacoordinado, los efectos

estéricos y los factores inductivos tienen una alta influencia en la reaccién,

B.  Polimerizacion 2 < pH s 7
En esta region los tiempos de gelificacién decrecen @ medida que el pH aumenta y esto se

debe a que arriba del punto isoeléctrico la velocidad de condensacién es proporcional a
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[OH] [1,2]. Dependiendo de la acidez del medio, las reacciones que se Nlevan a cabo se

Pllt‘dL‘n expresar como.
Riipiddo

Si-0™ -+ HY

= §i-0H + . H,0

Lento

=80 +. = SOH + H'e—= = Si-0Si= + 2H,0

=8i-0 + = SiOH = 8i-0-Si=  + OH

Como pucde observarse, en este caso el mecanismo involucra ¢l ataque de un
p

silanol nucleofilico desprotonado sobre un silicato neutro.

C. Polimerizacion pH > 7

Arriba de pH 7 la condensacién ocurre a través del mismo mecanismo que en (B),
sin embargo a estos valores de pH todas las especies condensadas son mas
susceptibles de estar jonizadas y por lo tanto hay efectos repulsivos entre cllas. El
crecimiento ocurre por la adicién de monémeros a particulas mas altamente condensadas,

mas que por agregacion de particulas.

1.2.2 Hidrdélisis y condensacién de alcéxidos de silicio
Generalmente, para la obtencidn de geles de silicio se utilizan como precursores los
mondmeros tetraalcoxisilanos y como catalizador un dcido mineral como el HCI o bien una

base como NH:»

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

TR A 3
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1. HEsierificacion

Hidrotes
=Si-0R + H0 77— =Si0H + ROH
estenficaoon
2. Condensacion aledholica
condensacién aketholica
=Si-OR + HO-8i= T—— =8:0-S& + ROH
alcohokus
3. Condensacion de agua
condersacion de agua
=S8k0OH + HO-SE =81-0-8i= + H,0
hidrdksis

en donde R es un grupo alquilo, CiHz:. En las reacciones de hidrdlisis se reemplazan los
grupos aleoxi (OR) por grupos hidroxi (OH). Las siguientes reacciones de condensacién
involucran a los grupos silanol produciendo enlaces siloxano (§i-O-5i) y mas moléculas de

alcohol.

La hidrolisis se facilita en presencia de agentes que ayuden a homogencizar la mezcla
inicial, ya que el agua y los alcoxisilanos son inmiscibles. Entre estos agentes se incluyen, el
tetrahidrofurano (THF), el dioxano, la acetona y principalmente los alcoholes. Sin embargo,
la presencia de estos disolventes puede promover a esterificacion o la no polimerizacion,
ya que las reacciones antes mostradas son parcialmente reversibles. En particular se debe

subrayar que los alcoholes no son simples cosolventes sino que participan en las reacciones.

Por otra parte, aunque en la téenica original del sol-gel se utilizaban sistematicamente a los
alcoholes como cosolventes, actualmente se ha demostrado que la formacién del gel se
puede llevar a cabo sin la adicién de ¢stos u otros disolventes. En efecto, el alcohol que se
produce en las reacciones es suficiente para homogenceizar la mezcla de alcoxisilanos y

agua.

i
H
i
7
¢
H
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Mediante el uso de moléculas de agua marcadas, se ha podido corroborar que la hidrolisis
de alcoxisilanos se lleva a cabo por medio de un ataque nucleofilico del oxigeno de la

moldécula del agua sobre el dtomo de silicio:

Si-OR + HWOH —— SiW0H + ROH

La reaccién de hidrdlisis se ve afectada por la cantidad de agua que se encuentra presente
en la mezcla inicial. Uno de los efectos mas obvios es que la reaccion de hidrdlisis se acelera
al aumentar la cantidad de agua, pero también se ha observado que tiene un efecto en el
ntmero y tamaio de los nticleos que se forman al inicio del proceso y por lo tanto en las

caracteristicas del malerial final,

1.2.3 Moléculas precursoras en la técnica del sol-gel

Las compucstos que mds sc utilizan para la téenica del sol-gel son los tetraalcoxisilanos y
entre ellos ¢l tetraetoxisilano, Si(OC:Hs) (TEQS), y el tetrametoxisilano, Si(OCH: ) (TMOS),
son los mas comunes, La preparacion de éstos se Heva acabo a partir de tetraclorosilano,
que se hace reaccionar con el alcohol apropiado. También se pueden utilizar como
precursores monoalquiltrialcoxisilanos (RSi(OR):) o los dialquildialcoxisilanos (R:Si(OR):)
para Hevar a cabo la técnica del sol-gel. La tabla 1.1 muestra las propicdades de algunos

organoalcoxisilanos empleados en la téenica del sol-gel.

Tabla L1, Propiedadus fisicas de alpunos tetraalcoxisdanos [1]

Nombre I’M p.¢ Momento pa2C Soluble en
(g/muol) (C)  dipolar

Tetrametoxistlano 152.2 121 1.7t 102 Alcoholes

Tetractoxssilano 208.3 169 1.63 0.93 Alcoholes

Lotra-n-propoxsilano 2064.4 224 148 0916 Alcoholes

Tetra-n-butoxisilano 320.5 115 1.61 0.899 Alcoholes

La velocidad de hidrdlisis de los alcoxisilanos esta influenciada por efectos estéricos;
micntras mas voluminosos scan los grupos aledxi (tamafio de la cadena y grado de
ramificacidén) mas se lenta serd la hidrdlisis. La tabla 1.2 muestra el valor de la constante de

velocidad de la hidrélisis acida de varios tetraalcoxisilanos.
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Tabla [.2. Constantes de velocidad  de hidrdlisis para varios
tetraalcoxisilanos (RO)XS, a 20 °C [1]

Grupo R K 10 3mol st () )
CaHs 5.1
Cily 19
Gl 0.83
(CH3):CH(CH:)CH(CH)CH: 0.30

1.2.4 Efectos de catalisis

La hidrdlisis de los alcoxisilanos se lHeva acabo mas rapidamente y de manera completa al
utilizar un catalizador. En la técnica para la preparacion del sol-gel se utilizan dcidos
minerales como catalizadores o amoniaco, pero también se pueden utilizar otros como vl
dcido acético, KOH, aminas, KIF y HF. En algunos trabajos sc indica que, a concentraciones
iguales, los dcidos son mucho mejores catalizadores que las bases, debido a que los silanoles

acidos pueden neutralizar a estas tltimas,

En la tabla 1.3 se presentan los tiempos de gelificacion para TEOS empleando distintos

catalizadores.

Tabla L3, Tiempuos de gelificacion de TEOS usando
diferentes catalizadores y valores de pH (1]

Catalizador pH inicial de ta Tiempo de
solucidn gelificacion hrs

HF 1.90 12

HCl 0.05 92
HNO: 005 100
H:S0. 0.05 106

HOAC 3.70 72
NH.0H 9.95 107
Sin catdlisis 5.0 1000

s importante aclarar que aunque la hidrélisis de los alcéxidos es favorecida en medio
acido, las reacciones de condensacidn y polimerizacién son muy lentas en este medio. Por lo
tanto, la formacién del gel, que es el resultado de ambos procesos, puede requerir de un

largo tiempo.
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1.2.5 Mecanismo de hidrélisis

A, Hidrolisis dcida.

En general se ha argumentado que la hidrolisis dcida se [leva a cabo por un desplazamiento
nucleofilico bimolecular (SN2-Si) que involucra un intermendiario pentacooordinado. Bajo
condiciones acidas un grupo alcoxido es protonado en un paso rapido. La densidad
clectronica se aleja del silicio haciéndolo mas susceptible al ataque del agua y
presentandose una inversion en la configuracion  La estructura que tiene el intermediario

s¢ muestra en la figura 1.3,

RQ \/ OR
5t it
HOH RDNSI—-OH Ho.u-.spu..on-——- HO——SI-"'ORRQH
RO l \
OrR" OR

Figura 1.3; Mecanisma de hidrolisis ;‘qcida de alcoxisilanos

Lo anterior permite entender el hecho de que la velocidad de hidralisis aumente cuando el
atomo de silicio se encuentra rodeado por grupos alcéxidos pequenios (menor impedimento

estérico),

Aungque este mecanismo explica los efectos estéricos de grupos voluminosos, existen otros

mecanismos propuestos que no involucran inversion en la configuracion.

B. Hidrélisis bdsica

De la misma forma que en la hidrdlisis dcida se propone un mecanismo SN:-5i en donde
los grupos hidroxilo desplazan a los grupos OR' presentandose una inversién cn la
configuracion. Este mecanismo es afectado por factores estéricos e inductivos, sin embargo
los factores estéricos son mas importantes ya que el silicio adquicre una carga en ¢l estado

de transicién (figura 1.4).
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RQ RO . Ao _om . OR OR
s N/ 5~
HO™ + S| — OR == HO:: Si-:-OR == HO — Si + OR"~

RS i om, . OR

Figura L.4. Mecanismo de hidrdlisis basica de alcoxisifanos

Las moléculas de tetraalcoxisilanos parcialmente hidrolizados son sumamente reactivas y
empiczan a condensar rapidamente. Por o tanto ambos fendmenos, la hidrélisis y la

condensacion, coexisten pricticamente desde las etapas iniciales del proceso sol-gel.

La condensacién de los alcoxisilanos se lleva a cabo principalmente a través de los grupos
silanol que se van formando al hidrolizarse los sustituyentes alcoxi. Por cllo los mecanismos
y reacciones de condensacién proceden segun se indicd en la seccion 1.2.1 para ¢l acido

silicico.

1.3 Gelacion

La gelacion se presenta cuando  por condensacién de polimeros o agregacion de particulas
se forma un grupo de coloides que al enlazarse dan lugar a una estructura gigante, a la cual
se le lama gel. En el momento de la gelacion muchas agrupaciones de moléeulas pueden
encontrarse dispersas en la fase del sdlido en desarrollo, pero no enlazandas al
conglomerado principal, con ¢l tiempo, estas agrupaciones se van enlazando a lared y ¢l
gel se va compactando.  De acuerdo con esto, el gel aparece cuando el altimo enlace se
forma entre los dos conglomerados mas grandes para crear una estructura tnica. Este
enlace no es diferente a los demas que se formaron anteriormente, pero si es el responsable

de la elasticidad de la red.

El cambio en las propiedades reolégicas del material os utilizado para identificar el punto
de gelacidn. Por cjemplo el tiempo de gelacién os identificado cuando se tlega a un cierto

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

TRATS rn .
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La coagulacion de los geles se debe a tres tipos de interacciones atractivas:

1) Interacciones dipolo-dipolo (Fuerzas de Keesom)
2) Interacciones dipolo-dipolo inducido (fuerzas de Debye)

3) Interacciones dipolo transitorio-dipolo transitorio. (Fucrzas de London)

Las fuerzas de London jucgan un papel importante en la atraccion cntre particulas
coloidales. Su origen es el siguicnte: cuando dos atomos o moléculas se encuentran alejados,
¢l movimiento de sus clectrones no esta correlacionado, pero cuando se encuentran
cercanos, los clectrones se rearreglan para minimizar la energfa del sistema. Los dipolos
transitorios generados por este arreglo producen una atraccién neta entre dlomos o

moldculas, aun cuando el momento dipolar permanente de cada una de cllas sca cero.

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

de repulsion que estabilizan a los coloides, se produce la gelificacion de éstos.

La estabilizacian de los coloides en el sol es debida a la repulsion clectrostatica. En efecto,
la fuerza neta a la que estan sometidas las particulas en suspension es la suma de las
fuerzas de atraccion y las de repulsion. La barrera de repulsion se forma por los iones que
se encuentran en la vecindad de la particula y que dan origen a la formacion de una doble
capa cléetrica. (figura 1.5). Estos iones son de dos tipos, los que llegan hasta la superficic de
la particula y provocan una carga neta en ésta (por adsorcidn o por reaccion), y los iones de
carga opuesta que son atraidos por la particula cargada pero que permanccen en solucion

(contraiones).

Para las particulas formadas por la condensacién de hidréxidos metélicos los iones que se
encuentran en la superficie son en general H* u OH;, que establecen la carga de la partfcula

por protonacién o desprotonacién de los enlaces M-OH en la superficie:

M-OH + H* —/———= M-OH;'
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M-OH + OH {===—=MO +H,0

Es mas 0 menos sencillo eliminar o anadir protones en estos enlaces dependiendo det metal
que esté presente en ol oxido. El pH en donde la particula s globalmente neutra se llama
punto de carga cero (PCC). A pH > PCC  predominan las particulas cargadas

negativamente, mientras que a pl< PCC, las particulas tienen carga positiva.
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Figura 15. Esquena de la doble capa eléctrica. ¢ os ¢l potencial en la
superficie de la particula cargada, ¢n es el patencial a una distancia
caracteristica de la superficie Hlamada plano de Flelmholtz g é: es ol
potencial en el plano de deslizamiento de la particula (potencial zeta)

Si a un sol se le aplica un campo cléctrico, las particulas coloidales cargadas sc moveran
hacia el electrodo de carga opuesta. Junto con la particula, también migrara una parte de la
nube de iones de carga opucsta que la rodea, mientras que la porcidn mas alcjada de la
doble capa se moverd hacia cl clectrodo contrario. La frontera que divide a la regidén del
fluido que se mueve con la particula de la regidn que se mueve libremente recibe el
nombre de plano de deslizamiento. La velocidad de movimiento de la particula depende

del potencial en el plano de deslizamiento o potencial zeta, ¢; Este potencial es menor que
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Generalidades y antecedentes

el potencial en la superficie (gn) de ta particula debido alos iones de carga opuesta a Lo de
la particula que se encuentran entre la superficie y ¢l plano de deslizamiento y que

provacan que la carga neta al nivel de éste plano sea menor.

El pH en el cual gy es igual a cero se le llama punto isocléetrico (PIE) y en general no es
igual al pH del punto de carga cero. La estabilidad de un coloide se relaciona muy
estrechamente con el valor del potencial ¢,  La estabilidad requiere de un potencial

repulsivo ¢; >= 30-50 mV.

El efecto de la adicion de las fuerzas de van der Waals y la doble capa de repulsion se
puede observar en la figura 1.6. Cerca de la particula existe un minimo en la energia
potencial  producido por la atraccion de van der Waals pero, rapidamente se llega a un
maximo debido a la barrera repulsiva producida por la doble capa. Si la barrera es mas
grande que 10xT/e, en donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y
¢ es la carga del clectron, las colisiones producidas por el movimicnto Browniano
generalmente no sobrepasan la barrera y no hay agregacion. Sin embargo, si la
concentracion del contraidn se incrementa (fuerza idnica mayor), la doble capa se comprime
debido a que sigue siendo o) mismo niumero de cargas requerido para balancear Ia
superficie cargada de la particula, pero ahora se encuentran dispuestas en un volumen mas
pequeno alrededor de la particula. La compresion de la doble capa provoca una
disminucién del potencial zeta por lo que mientras mayor sea la concentracion del
contraidn, la repulsion se reduce hasta el punto en que el potencial interparticula es de

forma atractiva y ¢l coloide puede coagular inmediatamente.

De acuerdo con la discusion anterior, los tiempos de gelificacién pueden reducirse si se
adiciona una solucidn salina relativamente concentrada al sol. Sin embargo, esta adicidn
debe hacerse después de un tiempo conveniente de modo que los procesos precedentes de

la hidrdlisis, condensacién y agregacién hayan progresado suficientemente.
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Figura 1.6, Esquema del potencial de la estabilizacion de coloides segin la teoria
DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek). Va potencial atractive de van
der Waals, Ve potencial electrostatico de repulsion.

Minirioe prunaro

1.4 Maduracidn de geles

La transicion sol-gel es irreversible v, al producirse, la monofase liquida (el sol) sc
transforma en un sistema bifasico. El gel consiste de particulas primarias amorfas de
taﬁmﬁo variable (5-10 nm) con un liquido intersticial. En este estado los poros todavia no se

comprimen y estan llenos de fase liquida.

Es importante mencionar que las reacciones que producen la gelacion no se detienen en este
punto, ya que existe una buena fraccion de oligdmeros que se encuentran libres para
difundir y rcaccionar, ademas de que los conglomerados tambidén tienen suficiente
movilidad interna para que sc leven a cabo reacciones de condensacién. De hecho las
propiedades del gel contindan cambiando atn después del punto de gelacién. A este
proceso se le ha llamado maduracién y no es mas que la reorganizacién de la estructura de

la red.

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

polimerizacién, endurecimiento y transformacién de fase.
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Generalidades y antecedentes

La polimerizacion ¢s el incremento del nimero de enlaces en fa red se produce por las
reacciones de condensacion, esta condensacion continga atin - despuds del punto de
gelacion. En algunas ocasiones la polimerizacion llega a durar meses, ya que la velocidad

de fas reacciones de condensacion depende de la temperatura y del pH de la solucion.

Como resultado del proceso anterior, ¢l grado de entrecruzamiento de la red polimérica
aumenta, ¢l gel se consolida, se desarrolla la estructura porosa y la parte sélida se densifica,

todo lo cual conduce al endurecimiento del gel.

Estas modificaciones van acompafnadas de encogimiento y sinéresis. La sindresis cs la

contraccion de la red del gel debida a la expulsién de liquido de los poros.

LLa maduracidn es un proceso de disolucién o de precipitacion debido a las diferencias de

solubilidad entre superficies con diferentes radios de curvatura.

Greenberg [2] concluyd que la solubilidad tedrica es una funcién del tamano de particula,
aunque en este documento no se publicaron datos experimentates, Alexander [2] fue ol
primero en obtener datos que mostraban que para un tipo dessilica dado, 1a solubilidad se
incrementa con ol decremento del tamaiio de las particulas 1al como se muestra en la
ccuacion Lt

S=S.exp (Ve /RTr) (L)

En esta ecuacion S es la solubilidad de la fase sélida, ysu es la energia interfacial sélido-
liquido, Vi es el volumen molar del sélido, r es ¢l radio promedio de las particulas, R es la
constante de los gases ideales y T ¢s la temperatura . Las particulas pequeias (didmetro <5
nm) tienden a disolverse, mientras que las particulas grandes (con didmetro > 5 nm)
tienden a precipitar. El tamafio de las partfculas se incrementa con el aumento de la presién
y dela temperatura. En la figura 1.7 se observa la tendencia de la solubilidad de la silica con

el radio de curvatura de su superficie.
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Figura L7. Variacion de la solubilidad de la silica con el radio de
curvatura de la superficie. Los radios de curvatura se muestran como
proyecciones en una superficie plana. El radio negativo, se muestea
como depresiones en la superficie

La condicion de equilibrio para la solubilidad de la particula es

= (12
donde p es el potencial quimico y los superindices indican sol=solucién y s =sélido.
St la solucion es ideal
pel=p00 + RTIny . (1.3)
donde x = ¢s la solubilidad del sélido en fraccion mol y p% es el potencial esténdar en la fase

liquida.

pr=p® + yA (L4)
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donde p™ es el potencial estindar en la fase solida y os la energia interfacial sotido-liquido y
A es el drea por mol de sélido. Si un mol de sdlido consiste de n pequenos cubos de ladoa,

entonces el volumen molar del sélido, V ™ s

Vm=na® obien n=Ve=/a' (1.5)

El 4rca molar A ¢s

A=n(6aY)=(V~/ )6 a) =6V a (1.6)

Utilizando este valor para . A, la condicién de equilibrio cs

e+ RTIny = p %+ Vm(6y/a) (1.7)

Cuando a-» =, x— %%, la solubilidad de cristales grandes. Por lo tanto,

u% + RTlnyge=pn* (1.8)

Restando esta ecuacion de la anterior y dividiendo entre RT, se obtiene

In(/x?) = V IRT(6v/a)
rearreglando

% =x"exp (6y V/RTa) (L.9)

la tinica diferencia entre esta ccuacién y la ecuacidn 1.1 radica en el factor 6y y 2y que
proviene de la suposicion de que la particula es un cubo. De esta manera el factor

dependera de la forma de las particulas.
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EY hidrogel madure (el con agua en su estructura) se somete finalmente a un proceso de
secado controlado, durante el cual el liquido remanente en los poros se remueve. Como
consccuencia de ello, los poros se colapsan, hay una mayor consolidacion y densificacion
estructural y un tuerte encogimiento. El gel secado o xerogel se caracteriza por tener un
volumen de aproximadamente 1/8 del volumen del hidrogel inicial y un peso alrededor del

20% cuando s¢ encuentra completamente seco.

2 Caracteristicas generales de las enzimas

Las enzimas son una parte importante de los seres vivos, ya que son estas macromoldéeulas
las que les ayudan a obtener su energia de forma rapida. Las enzimas aceleran la velocidad
de una reaccion sin afectar ¢l equilibrio final de ésta. Otra de las caracteristicas de estas
molcculas es su especificidad: pueden catalizar pocas reacciones y en algunas ocasiones
solo una reaccion. Las enzimas funcionan en condiciones de pH, temperatura,
concentraciones de sustrato o de cofactores muy definidas, por lo cual son bastante

delicadas en su mancjo [3].

Las enzimas son proteinas que dentro de su estructura contienen grupos no protéicos. La
actividad catalitica depende de la conservacion de su estructura nativa y cualquier

variacion da lugar a cambios significativos en su actividad.

Todas las enzimas presentan un “sitio activo” en su estructura, éste se encuentra formado
por grupos de aminodcidos hidrofébicos, en donde se fija ¢l sustrato, y por medio de otros
aminodcidos mas reactivos se lleva a cabo la reaccion enzimatica; estos aminoacidos mas
reactivos pueden ser la histidina, lisina, cisteina o la serina, asf como los 4cidos glutamico y

aspartico.

De acuerdo al tipo de reaccidn que catalizan, las enzimas se pueden clasificar en uno de los

siguicntes seis grupos [4,5):
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1. Oxidorreductasas: Catalizan la transferencia de atomos de hidrdgeno, de oxigeno o

de electrones

2. Transferasas: Catalizan la transferencia de grupos especiticos

3. Hidrolasas: Catalizan reacciones hidroliticas

4. Liasas: Catalizan la ruptura de enlaces mediante reacciones  distintas de la hidrdlisis
5. lsomerasas: Catatizan reordenaciones moleculares

6. Ligasas o sintetasas: Catalizan la formacion de enlaces, requiriendo ATP

2.1 Determinacidn de la actividad enzimdtica

La forma mas comtin de medir la actividad enzimatica ¢s a través de una curva de cambio
en la concentracion del sustrato vs tiempo, en donde la pendiente de la parte lineal de fa
curva represenia fa actividad (o velocidad) inicial de la enzima. Como cjemplo en la figura

1.8 se representa una curva de progreso.

Sustanciadegracadas

La actividad enzunalica es
la pendiente de la parte
inicial de la curva, v= a/mb

Tiempo (t)

Figura L8. Comportamiento tipico de una curva de progreso

La actividad enzimitica sc expresa en término de unidades (U), definiéndose una unidad
como la cantidad de enzima que cataliza la conversién de 1 pmol de sustrato por minuto,
bajo condiciones establecidas. En  algunas ocasiones la unidad puede ser mads

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

o
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actividad enzimatica es ef Kalal, que representa la transformacion de 1 mol de sustrato por

segundo,

I U= 1pmol/min
1 katal = | mol/s

1 U = pkatal/60 =16.67 nkatal

Como se menciond anteriormente, el funcionamiento de las enzimas depende de
condiciones experimentales como la temperatura, pH y concentracion del sustrato, por lo
que estas variables deben ser claramente estipuladas cuando se reporta la actividad de una
enzima particular. En la figura 1.9 sc muestra el efecto de la concentracion del sustrato

sabre la actividad de la enzima.

La pureza de un producto o fraccion protéica que contiene las enzimas se expresa en
términos de la actividad especifica que es el nimero de unidades enzimaticas (U) por
miligramo de proteina. La actividad especifica en unidades Sl esta dada como Katals por

kilogramo de proteina |5].

Km
A

tica

enzima
<

Actividad

Concentracidn de sustrato

-

Figura 1.9. Efecto de la concentracidn del sustrato sobre la actividad de la enzima

2.1.1 Aproximacién de equilibrio rapido (Michaelis- Menten)
La actividad o velocidad inicial (v) de transformacién del sustrato por la enzima varfa de

manera hiperbdlica con la concentracién de dicho sustrato como lo muestra la figura 1.9.
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A bajas concentraciones de sustrato v varia lincalmente con este pardmetro respondiendo a

una cindtica de primer orden
v=-8s/6t = (k)*(s) (1.10)

en donde s representa la concentracion del sustrato, t es el tiempo y -k es la constante de

velocidad.

A altas concentraciones de-sustrato v ¢s independicnte de s, lo que corresponde a una

cindtica de orden cero:
v=-85/8t = constante = Ve (IL11)
donde V. ¢s la velocidad maxima de transformacion del sustrato por la enzima.

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

drdences.

Una veuacion que relaciona a'vy s s la ccuacion de Michaelis-Menten que se expresa

como sigue:
v= Vau's/(stKm)  (1.12)

donde Km es llamada la constante- de Michaclis. Otra forma ¢n la que se conoce esta

ccuacion es la siguiente:
(Vou-v) (Km#5) = Vs K (1.13)

Kn y Vea: son las constantes cindticas de la enzima. Considerando la ecuacion 1.12, se
observa que si s=Ku cntonces v= Vau /2, asi que la constante de Michaelis representa la
concentracién de sustrato en la cual la enzima trabaja a la mitad de su velocidad maxima.

Entre mayor es Km menor es la eficiencia de transformacion del sustrato.
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El mecanismo de accion de la enzima esta basado en la formacidn de un complejo enzima-
sustrato mediante ¢l cual disminuye la energia de activacion necesaria. para o
transformacion del sustrato en sus correspondientes productos, El. proceso puede ser

representado por la siguiente ecuacion:

k+1 koz
E+8 {—!ES— E + Produdos
k4

donde E representa a la enzima, S es ol sustrato, ES es ol complcejo enzima-sustrato y k-, k.2

v k. son constantes de velocidad.
El tratamiento cindtico de Michaclis-Menten esti basado en los siguicntes postulados:

1) Existe una poblacion homogénea de moléculas de enzima en el medio de reaccion
2) Los productos formados en la reaccioén no interaccionan con la enzima
3) La concentracion relativa de sustrato es muy clevada (21000 veces la concentracion

de la enzima)

Si las condiciones de equilibrio son las sugeridas por Michaelis - Menten entonces k.: es
muy grande comparada con k-1, asi que Km = k 1/ke1 que es la constante de disociacion del
complejo enzima-sustrato. Una Kw grande significa una constante de disociacion grande o
una pequena constante de asociacion (1/Kw). De esta manera la constante de Michaelis da

una medida dve la afinidad enzima-sustrato [5].

Las constantes cindticas Kn y Vi se detrminan mejor por la transformacion lincal de la

ecuacién de Michaelis, que se obtiene tomando su reciproco.

v = 1/Vaus + (Kn/Vonw )x 1/5.....(L14)

Asi una grifica /v contra 1/s da una recta con pendiente Km/Vima y los reciprocos de las

constantes estdn dados por las intersecciones de la recta en los ejes.
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1/s =0, 1/v=1/Vau
1v=0,1/s=-1/Km

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

ecuacién reciproca por s
$/v = 5/Vaus + KafVina  (1.15)

Cuando

5=0, s/v = Kmn/Vima

s/v=0, s =-Km

Al grafico (1/v) contra (1/s) se le llama grifico de Linewcaver-Burk y ¢s el mas utilizado

para la determinacién de la constante de Michaelis.

Figura 1.10. Determinacién de la constante de Michaelis

2.2 Factores que afectan la actividad enzimética

En algunos casos, si una enzima es mezclada con su sustrato bajo condiciones apropiadas,
la catdlisis no ocurre o existe una actividad muy baja, esto es debido a la ausencia de una

coenzima o activador.
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Coenzima

Existen compuestos con bajos pesos moleculares que se encuentran muy involucradosen la
catdlisis. Estos acttian como aceptores o donadores de grupos quimicos especificos. Por
cjemplo ¢l NAD, que acepta y dona protones, aclita como una coenzima para muchas

deshidrogenasas.

Activadores

Su naturaleza quimica es muy sencilla, pero no son tan especificos como las coenzimas, su
papel primordial ¢s activar a los complejos enzima-sustrato. Un cjemplo de este tipo de
activadores son los iones metalicos como el Mg?'. La teoria cominmente aceptada para las
propicdades activadoras de la mayoria de los iones metalicos es que forman compuestos de

coordinacion y actian como puentes entre el sustrato y la enzima [6).

Inhibidores

Los inhibidores son compuestos que reaccionan con las enzimas y reducen asi la actividad
de las mismas. Este tipo de compuestos son utilizados para disefiar 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.

Inhibidores competitivos
Estos tiecnen como caracterfstica que son muy similares en su estructura quimica al sustrato
utilizado y el inhibidor reacciona con la enzima compitiendo con el sustrato por ol sitio

activo de ésta.

Ejemplo: En el caso de la enzima succinato deshidrogenasa que cataliza la conversién de
succinato a fumarato y también la conversién de malonato a malcato, ambos sustratos
acttan como inhibidores competitivos uno del otro. En la figura 111 se muestra el efecto
que ticne la presencia de un inhibidor competitivo sobre los pardmetros cindticos de la
reaccion enzimadtica. Se puede observar que 1/ Km se ve afectado al igual que la pendiente

de la recta que se obtienc.
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<
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Con Inhibidor

ol

Figura L11. El efecto de un inhibidor competitivo en la representacion de Lineweaver-Burk

Inhibidores no competitivos

En este caso ¢l inhibidor sc une a la enzima pero no en su sitio activo, asi que la enzima

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

encuentra relativamente lejano del sitio activo de la enzima por lo cual el enlace enzima-

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

dificil de romperse, por lo cual la actividad de la enzima se ve afectada por la disminucion

de la cantidad de enzima disponible. El efecto que tiene la presencia de inhibidores no

competitivos sobre los parametros cindticos de la reaccion de interés se muestran en la

figura 1.12. En este caso el parametro que se ve afectado es 1/Vi. mientras -1/K., permancece

constante, también la pendiente de la recta se ve afectado por la presencia de un inhibidor

no competitivo.

Caa intubldor
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Figura 1.12. El efecto de un inhibidor na competitivo en la representacidn de Lineweaver-Burk,

a
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Temperatury

En general la velocidad de una reaccion quimica aumenta al aumentar la temperatura. Este
efecto sucle representarse en funcion de la variacion  de fa constante de velocidad. La
energia de activacion de una reaccidn catalizada por una enzima puede ser determinada

por la medicion de la velocidad maxima a distintas temperaturas.
De acuerdo con la ecuacién empirica de Arrhenius:
dink /dT=E/(RT?) (l.16)

donde T es la temperatura absoluta, E es la energia de activacion de la reaccion, R s la

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

La integracidén de la ecuacion 1.16 entre T=0 y T=Tda como resultado:

logwk=C-E/(2303RT) (1.17)
donde C ¢s una constante.

De esta ecuacidn se deduce que una grafica de log Vea contra 1/T dard una recta cuya
pendiente es ~E/(2.303R). La figura 1.13 muestra la representacion grafica de la ecuacion de

Arrhenius para la determinacion de la energia de activacion de una reaccion.

109 Vmax
mr=EL303R

17r e

Figura 1.13. Determinacion de Ia energfa de activacion de una reaceidn enzimitica
segun la ecuacion de Arrhenius
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La temperatura juega un papel importante en la desnaturalizacion de las enzimas. Cuando
a una enzima se lerexpone a - temperaturas altas en diferentes periodos de tiempo, la
actividad de la enzima disminuye por alleracién irreversible de su estructura terciaria,

pl

Las enzimas son activas ¢n ciertos intervalos de pH. Una grafica de actividad contra pH
generalmente conduce a una curva como la que se observa en la figura 1.14. El valor de pH
de maxima actividad se le conoce como el pH éptimo y es una caracteristica de cada
enzima. La variacion de la actividad de la enzima con ¢l pH se debe a que se modifica el
grado de ionizacion de la proteina y/o de algunos otros de los componentes de la mezcla
de reaccidn (sustrato, coenzimas.ctc.). Evidentemente, un cambio de pH afectaa Vi y Kne

incluso puede afectar la estabilidad de la enzima.

pH dptimn
e
o
5
k]
k<
=
x
<
Y w " pH

Figura 1.14. Comportamiento de una enzima en un intervato de pH

2.3 Caracteristicas de la a-Amilasa

Las amilasas son cnzimas que se encuentra en casi todas las plantas, animales y‘
microorganismos. En grandes cantidades, se le puede encontrar en el pancreas de los
grandes animales, en la saliva del hombre, del cerdo, de la rata ¥ en otros mamiferos, Se

encuentran en pequeiias cantidades en el sucro, en la orina, en ol higado y en el musculo.
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Las amilasas catalizan Ia hidrdlisis de los enlaces glucosidicos a-1-» 4 de los polisacaridos
(por cjemplo almidan). Se clasifican en dos grandes grupos: las endoAmilasas, a las que
pertencce la a- Amilasa, y las exoAmilasas, entre las que se incluyen la By la y-Amilasa. Las
primeras se encuentran en tejidos animales y bacterias, mientras que las exoAmilasas son
exclusivamente de origen vegetal o microbial. Las endoAmilasas se caracterizan por atacar
los enlaces a-1-»4 al azar mientras que las exoAmilasas atacan los enlaces glucosidicos
exclusivamente a partir de las terminales no reducidas de las cadenas més externas del

polisacarido.

Asi, la a-Amilasa ataca al almiddn liberando una mezcela de dextrinas y de aztcares
reductores como a a-maltosa. La y-Amilasa va rompiendo cada enlace glucosidico para
producir solamente a-glucosa. La  B-Amilasa rompe enlaces alternados produciendo f3-

maltosas; ademds ataca los enlaces a-1-» 6 del almiddn formando dextrinas.

El almidon (CoH10Os)e s una mezcla de dos polimeros: la amilosa que es un glucon lineal
(1 » 4)-a-D y la amilopectina que es un D-glucon ramificado con ligaduras principalmente

a-D-(1- »4) y aproximadamente 4% de enlaces a-D-(1-56).

La a-Amilasa es Hamada asi porque el grupo reductor hemiacetal liberado por la hidrélisis
tiene una configuracion dptica  a y produce una rotacion de la luz hacia abajo.
Generalmente es aislada de bacterias como Bacillus subtilis, Bacitlus coagulants, ctc. El pH
Gptimo de actividad de la a-Amilasa se encuentra entre pH 6.9 y 7.1 . Dependiendo de su

origen, el tamaiio de la moldeula de esta enzima varia entre 50 y 55 Kdaltons.

2.4 Caracteristicas de la Catalasa

La Catalasa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, en microorganismos
acrobios, en células de plantas y en animales. La actividad de la Catalasa en tejidos
animales varia grandemente, cs muy alta en higado y muy baja en tejido conectivo. En
eritrocitos de humano se encuentran altas cantidades de Catalasa, mientras que los

eritrocitos de pato estan précticamente libres de Catalasa.




Generalidades y antecedentes

La Catalasa es una enzima tetramérica que consiste de cualro subunidades idénlicas de
60000 g/mol. La Catalasa lleva a cabo varias funciones, por una parte se localiza en
organelos y actiia como regulador de los niveles de H:0: que producen otras enzimas como
la uricasa, y por otro lado en eritrocitos la Catalasa junto con la glutation peroxidasa ejerce

tina funcion de proteccion para la hemoglobina.

La Catalasa es una enzima que muestra un comportamiento inusual, ya que ejerce una

doble funcion:

a) Ladescomposicion del H:O: paradar H:O y O:

2H:0; ———»2H0 + O

b) La oxidacion de donadores de protones (representados por AHz)como por cjemplo

metanol, ctanol dcido férmico etc.

E-HOOH + AH, — H,0 +E-HOH + A

Complejo | Complejo il
En ambos casos la Catalasa forma un complejo Catalasa-H:0: que es activo. La
descomposicion de una segunda moldeula (AH:2 o H:0z) sirve como un donador de H al

complejo I formandose un complejo H que es inactivo {3].

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

utilizadas se encuentran las siguientes:

1. Lamedicidn del oxigeno liberado por la descomposicién del perdxido de hidrégeno.

2. Ladeterminacion del perdxido de hidrégeno por su absorbancia a 240 nm

w

Medicidn electroquimica del peréxido de hidrégeno.

£

Titulacion del perdxido de hidrégeno residual.

TROTN (1%
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Capitulo IT:
Desarrollo experimental

En este capitulo se describen los procedimientos para la preparacion de los geles solos y de

los geles dopados, asi como las técnicas y métodos utilizados para su evaluacion.

1. Soluciones y reactivos

1.1. Reactivos

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

Catalasa 2800 U/mg de sdlido 4000 U/mg de proteina (Sigma)
Albiimina de sucro de bovino (BSA), 1 mg/ml en NaCl0.15 M y 0.05% de azida de sodio
(Sigma)

Tetractoxisilano (TEOS) 99% (Fluka)

Perdxido de hidrageno 30%, reactivo analitico (Mallinckrodt)
Reactivo de Folin 2 N (Sigma)

Almidén de papa (soluble tratado con glicerol a 190° C) (Fluka)
Fosfato monobdsico de potasio, reactivo analitico, (Fluka)
Hidroxido de sodio en perlas, reactivo analitico (Fluka)

Acido clorhidrico concentrado (Reactivos Monterrey)

Acido sulftrico concentrado (Reactivos Monterrey)
Dodecilbencensulfonato de sodio (Fluka)

Tritén X-100 (para biologia molecular) (Fluka)

Agua desionizada grado reactivo, tipo |

Fenolftaleina, reactivo indicador (Aldrich)

Rojo de bromofenol, reactivo indicador (Fluka)
1,10-Fenantrolina, monohidratado, reactivo ACS (Sigma)

Negro de eriocromo T, reactivo grado indicador (Aldrich)

Yodo, grado reactivo 99.8 % (Aldrich)
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Sulfato de cobre(ll) pentahidratado 98 % (Aldrich)
Carbonato de sodio, reactivo analitico (Mallinckrodt)
Acidu oxalico, reactivo analitico (Mallinckrodt)
Permanganato de potasio 99 +% (Aldrich)

l.-Tartrato de sodio dihidratado 99 % (Aldrich)

Sal sédica del acido ctilendiaminotetraacético 99 % (Fluka)

Nitrogeno gas (Praxair)

1.2, Soluciones

Acido clorhidrico 0.04 M

Acido clorhidrico 0.1 M

Acido sulftrico 3.5 N

Fenolftaleina al 1% p/v solucién ctandlica

Rojo de bromofenol al 1% p/v solucidn ctandlica

1,10-Fenantrolina al 0.1% p/v solucidn ctandlica

Negro de eriocromo T al 0.1% p/v solucion etandlica

Solucion de almidon 4 mg/mi. 0.5 g de almidén y se disolvieron en buffer en fosfatos
0.4 M y se llevd a un volumen final de 25 ml. De esta solucién se tomaron 10 ml y se
aforaron a 50 ml con ¢l mismo buffer de fosfatos 0.4 M

Solucion de peréxido de hidrogeno 0.06 M. 0.6 ml de perdxido de hidrégeno se
diluyeron con buffer de fosfatos 0.4 M a 100 ml (la solucién se prepara en el momento
del uso)

Reactivo de Folin. 10 ml de reactivo de Folin 2 N se diluyeron en 50 ml de agua
Reactivo de Yodo. 5 g de yodo y 10 g de yoduro de potasio se disolvicron en 10 ml de
agua, y se aford a 100 ml. Se almacend en un frasco ambar

Solucion A. Se pesaron 0.05 g de sulfato de cobre ,previamente secado a 105 °C durante
2 horas, 0.1 g de tartrato de sodio y 5 g de carbonato de sodio. El carbonato de sodio se
disolvié en 200 ml de agua y se adiciond a 200 ml de agua que contenia al tartrato y al

sulfato de cobre. Finalmente esta mezcla se Hevé a 500 ml

TESIS CnR
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Solucién B. 0.1 g de dodecilsulfonato de sodio se disolvieron con agua llevando a un
volumen final de 20 ml

Solucion C. 0.4 g de hidroxido de sodio se disolvieron en agua, y.se aford a 10 mi
Mezcla de A+B+C. 10 ml de la solucién A con 20 ml de la solucién B y 10 ml de la
solucién C

Solucién de Catalasa 168 U/ml. 0.0120 g de Catalasa comercial se disolvieron en buffer
de fosfatos Hlevando a un volumen final de 200 ml. Se guardd en refrigeracion a 4C
(utilizar por no mas de 3 semanas)

Solucién de a-Amilasa 18 U/ml. 0.0375 g de a-Amilasa 24 U/mg se disolvieron en
buffer de fosfatos llevando a un volumen de 5 ml (utilizar por no mas de 3 semanas)
Buffer de fosfatos 0.4 M pH=7. 13.610 g de fosfato monobasico de potasio se disolvieron
en 200 ml de agua y se ajusté el pH a 7 con solucién de hidréxido de sodio 1 M; se
aford a 250 ml (no usar por mas de tres semanas o si se observa precipitado)

Buffer de fosfatos 0.1M pH=7. 13.610 g de fosfato monobasico de potasio, se disolvieron
en 900 ml de agua y se ajustd ¢l pH a 7 con solucién de hidréxido de sodio 1 M; se
aford a 1000 ml (no usar por mas de tres semanas o si se observa precipitado)
Solucién de permanganato de potasio 0.005 M. 0.79 g de permanganato de potasio se
disolvieron en agua llevando a un volumen final de 1000 mi

Solucién de Triton X al 0.6% v/v. 0.6 ml de Tritén X-100 se colocaron en un matraz

aforado de 100 ml y se llevo al aforo con buffer fosfatos 0.1 M

. Equipo y materiales

Espectrofotémetro (Q Metrohm modelo 662)

Estufa de laboratorio marca FELISA

Bano ultrasénico (Sonicor, modelo SC100)

Liofilizador (Heto, modelo DW 1.0-110)

pH metro (Corning, modelo 220)

Electrodo combinado de vidrio calomel (Cole-palmer, modelo 60648)

Purificador y desionizador de agua NANOpure (Barnstead Thermolyne, modelo 04747)
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e Micropipetas de 5 a 50 p, de 50 a 200 y de 200 a 1000 pl

e Sistema du filtracion de vidrio (Millipore, modelo OMO027)

e Frascos de vidrio de 25 ml

e Jeringa para HPLC 250 yl Hamilton 1700

e Matraz bola de 100 mi con boca esmerilada 24/40

e Mortero de porcelana con pistilo

e Jeringas de 1 ml marca Plastipak

e Jeringas de 5 ml marca Nipro

« Filtros para columna HPLC con centro de acero inoxidable y anillo de | PEEK de 0.25
pulgadas de didmetro y tamaiio de poro 2 um (Upchurch)

e Filtros para columna HPLC de acero inoxidable de 8 mm de diametro y 2 pm de tamaio
de poro (Phenomenex)

¢ Monitor de oxigeno YSI Modelo 5300 (biological oxygen meter)

e Elcctrodo tipo Clark

3. Metodologia experimental

3.1. Obtencidn de las condiciones dptimas para la preparacién de geles

Todos los geles se prepararon a partir de tetractoxisilano (TEOS) como precursor,
utilizando catalisis acida (HCI). Inicialmente se rcalizaron prucbas para obtener las

relaciones molares optimas de los reactivos para la formacion del sol-gel.

a) Variacion de la relacion tetractoxisilano : dcido clorhidrico manteniendo constante la
cantidad de agua
La relacién molar entre tetractoxisilano y agua se mantuvo constante (1:2), se eligid esta
relacién por ser la que se encontrd reportada en los diversos trabajos que se revisaron en
la bibliografia [1,2]. La relacién molar entre tetractoxisilano y acido clorhidrico se varié
entre 1:1.6x10* y 1: 4.0x10+. Las relaciones molares tetraetoxisilano:icido clorhidrico
que se probaron y las cantidades correspondientes de cada reactivo utilizado se

muestran en las lablas 1.1 y 1.2,
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Tabla L1, Relaciones mwlares tetractoxisilanosicido clorhidrico
para la preparacion de sol-gel

Ensayo Relacidn molar TEOS/HCH

I 1: L.exl0->

1: 3.2x10*
1: 8.0x10%
1: 1.6x10+
1
1

: 2.5x10+
: 4.0x10 4

DU e N

Tabla 11.2. Cantidad de reactivos en la mezcla de reaccion para la
obtencion de las mejores condiciones en la preparacion de geles

TEOS Agua HCI0.04 M Relacion molar TEOS/H:0/HCI
{(ml) (ml) ()
25 0.4 4.0 1:2.2: Lo x1(-5 .
25 0.4 8.0 1:2.2: 3.2 x10-5 ’
25 0.4 20,0 1:2.3: 8.0 x10-5
2.5 0.4 40.0 1: 2.4: 1.6 x10-4
25 0.4 62.5 1: 2.5: 2.5 x10-4
25 0.4 100.0 1: 2.8: $.0x10-4

El procedimiento utilizado para la preparacion de los geles fue ol siguiente:

8]

b)

Se mezclaron los reactivos de acuerdo con las proporciones indicadas en la Tabta 11,2
El recipiente con la mezcla  homogeneizada se tapé y se introdujo en un baiio
ultrasénico por 30 minutos

La mezcla se saco del bafio y se dejo gelificar y secar a temperatura ambiente hasta peso
constante (hasta que no se observe variacion despuds de la tercera cifra, esto se obticne
en = 15 dias secando a temperatura ambiente), manteniendo el recipiente destapado

El producto obtenido se molié en un mortero hasta obtener un polvo fino y homogénco

Variacién de la relacién tetractoxisilano: agua manteniendo constante la cantidad de
dcido clorhidrico

Despuds de realizar los primeros ensayos variando la cantidad de catalizador presente,
se efectuaron nucvos ensayos variando ahora la cantidad de agua en la mezcla de
reaccion. Las relaciones molares y las cantidades de reactivos que se manejaron en estas

prucbas se indican en las tablas 113 Y 11.4.
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Tabla 11.3. Relaciones molares de TEOS:H:O para ta preparacion de sol-gel

Ensayo Relacion molar
1 1:2.8
2 1:3.8
3 1:4.6
4 1:7.2
5 1:9.4

El procedimicnto utilizado fue el mismo que en los ensayos anteriores sélo que ahora la

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

fue de 1: 4x104, mientras que la relacién molar TEOS:H:O se varié entre 1:2.8 y 1:9.4 como

sc indica en la tabla 11.3.

<)

Tabla 114 Cantidades de reactivos agregados para estudiar el
efecto de la proporcion de agua en la formacion del sol-gel

TEOS Agua HCI0.4 M Relacion molar
(ml) (ml) () TEOS: H:0: HCI
25 04 100 1:2.8: 4 x10-4
25 0.6 100 1: 3.8: 4 X104
25 0.8 100 1:4.6: 4 x10-4
25 1.2 100 1:7.2: 4 x10-4
2.5 1.6 100 1: 9.4 4 x10-4

Empacado det gel en cartucho

En una jeringa de 1 ml se introdujo un filtro de acero poroso al centro y con anillo de
PCTFE de 0.25 pulgadas de diametro, que previamente se adaptd al didmetro de la
jeringa desgastando ¢l anillo de PCTFE y procurando que quedara bien ajustado a las
parcdes internas. Posteriormente se procedié a empacar el polvo del gel por medio de
una espatula, golpeando levemente el extremo inferior de la jeringa contra una
superficie plana en cada adicién para que el material quedara perfectamente asentado.
Una wvez que se empacd todo el polvo, se introdujo otro filtro de las mismas
caracteristicas que ¢l 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 hasta obtener peso constante (solo
se secaron hasta perder un 50% de su peso inicial), pero en este caso se utilizaron jeringas

de 5 ml y filtros de acero inoxidable de 8 mm de didmetro y 2 jun de tamafo de poro.

3.2, Preparacién de geles dopados con indicadores de pH y metalocrémicos

Una vez determinadas las condiciones dptimas para la preparacion del gel (con base en
criterios que sc especifican en ¢l capitulo de resultados y discusion), se procedio a dopar el
material con moléculas orgdanicas pequeiias. Se eligieron para cllo diversos indicadores de
pH e indicadores metalocrémicos con el fin de que el producto obtenido pudiera ser

eventualmente utilizado como un sensor quimico.

E! procedimiento empleado para la preparacion del gel dopado fue similar al descritoen la
seccion 11.3.1, sélo se anadié un paso extra para la adicién de la molécula organica. El
procedimiento  general de preparacién  de geles dopados con moléeulas orgénicas

pequeias se resume en los siguientes pasos:

1. Enun frasco de vidrio se mezclan TEOS, H:O y la solucién de HCl en las proporciones

molares 6ptimas, deducidas de los ensayos anteriores

2. Scanaden 3 mi de la solucion ctandlica del indicador

3. El recipiente con la mezcla se tapa y se somete a sonicado por 30 minutos

4. El sol se deja gelificar (hasta que se observa la formacidn de un coloide en todo el fondo
del recipiente) y se seca a temperatura ambiente hasta peso constante, manteniendo
destapado el frasco

5. El producto 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 evalud el funcionamiento de dos indicadores de pH, la fenolftalcina y el rojo de

bromofenal, atrapados en los poros de un gel de silice. Los experimentos se realizaron

e g
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b

-

con ¢l material dopado empacado c¢n los cartuchos con ¢l objeto de observar su
comportamicnto en un sistema dinamico (en flujo). La evaluacion fue exclusivamente
de tipo cualitativo y consistié en observar los cambios de color del gel y la rapideza la

cual éstos se efectuaban.

El experimento se Hevo a cabo a un flujo de 0.5 mi/min. Inicialmente se pasaron 5 ml de
HCi 0.01 M por el cartucho y se observd ¢l cambio de color del indicador, al cabo de 5
minutos para cl desarrollo del color, posteriormente se lavé con agua para desalojar cl
acido, a continuacién se pasaron 5 ml de NaOH 0.01 M a la misma velocidad y
finalmente se enjuagd de nuevo con agua. El cartucho con el gel embebido en agua se
almacend en refrigeracién y cada dos semanas se repitié la prucba de evaluacién

durante un periodo de tres meses.

Pruebas de reversibilidad o funcionamiento para los geles dopados con
Indicadores metalocromicos

Sc¢ prepararon dos geles uno dopado con Eriocromo Negro T (ENT) y el otro dopado
con o-fenantrolina (O-Fen). Las prucbas se realizaron en tubos de ensayo, colocando en

ellos una porcion del gel molido y afadiendo soluciones acuosas de diversos reactivos.

El gel seco dopado con ENT tenia una coloracidn ligeramente violeta y una vez
sumergido en agua adquirié un color rojo-vino. Para este gel se hicicron primeramente
prucbas de cambio de color en presencia de acidos y bases. A la fase acuosa en contacto
con el gel se le anadicron una gotas de amoniaco, se agité el tubo y despuds de un cierto
tiempo se decanto ¢l liquido y se afiadid al gel una nueva porcién de la fase acuosa con
unas gotas de HCIOs 1 M. Estos ensayos alternados se repiticron varias veces
observando los cambios de color. Posteriormente, se realizaron las prucbas de
formacidn de complejos utilizado como cation metalico al Mg™. A una porcion de gel
dopado se le agregd agua, unas gotas de amonfaco y una pequeda cantidad de MgCl:.
Después  de algunas horas (requeridas para observar un cambio de color neto) se

anadio a la solucion un poco de sal disédica del EDTA y unas gotas mds de amoniaco.
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El gel se tuvo en observacién. durante 24 horas, agitando al tubo de ensayo

esporadicamente.

Al gel dopado con O-Fen (el cual no mostraba ninguna coloracion) se le anadié una
solucién de una sal ferrosa en buffer acético (pH = 4). Después de un tiempo se decantd
cl liquido y sc agregé una nucva porcién de la solucion de Fe* al gel, dejandose en
observacion durante dos dias. En otro ensayo, a una porcion no usada del gel dopado se
le afiadid la solucién de Fe* y unas gotas de amoniaco. Desptés de un tiempo se decantd
el liquido y se lavé varias veces el gel con agua, finalmente se dejo sumergido enagua y
se mantuvo en observacién durante un dia. Posteriormente se agregd EDTA y unas gotas
de amoniaco a la fase acuosa en contacto con el gel y se mantuvo en observacién durante

varios dias.

3.3. Técnica de preparacién para geles dopados con albiimina (BSA)

Para la preparacion de geles dopados con moléculas bioldgicas 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 dejé secar. Estos procedimientos

se describen a continuacion:

a) Xcrogeles ( geles secados)

1. Mezclar TEOS, H:O y HCI en las proporciones molares $ptimas

[}

Tapar el frasco con la mezcla y sonicar durante 30 minutos

Retirar del bario ultrasdnico y agregar 0.5 ml de buffer fosfatos

AW

Inmediatamente anadir el volumen adecuado del estiandar de BSA de 1 mg/ml,

segun la cantidad de proteina que se desea encapsular

5. Homogencizar perfectamente la mezcla y luego dejar gelificar y secar hasta peso
constante con el frasco destapado

6. Moler finalmente cl producto

7. Empacar en cartuchos
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b) Hidrogeles (geles no secados)

1.

o

o o= ow

Igual que en el procedimiento anterior

Igual que en el procedimicento anterior

Dejar proceder la reaccidon

Afnadir 2 ml de buffer fosfatos

Agregar ¢l volumen conveniente  del estindar de BSA . de 1 mg/ml, segin la
cantidad de proteina a encapsular

Homogeneizar la mezcla y  dejar gelificar (a los 2 minutos de agregar el buffer, se
gelifica la gran mayoria de la mezcla de reaccidn)

Eliminar la capa superior del liquido que no gelificd (en su. mayoria es
tetractoxisilano sin reaccionar)

Fragmentar el material con una espatula lo més finamente posible

3.3.1.Cuantificacién de la proteina no encapsulada en geles dopados con BSA

Para realizar la cuantificacién de la cantidad de proteina no encapsulada en el gel, se

prepard previamente una curva de calibracion de albiimina que abarco desde 1 pg/ml a 30

pug/ml.

a) Curva de calibracién de albiimina

1.

19

En una serie de tubos de ensayo colocar 3 ml de cada uno de los estandares de albamina

en PBS, seguin se indica en la Tabla I 5

Agregar a cada tubo T ml de la mezcla de reactivos ABC (descrita en la seccién 11.1.2).

Afadir a cada tubo 0.5 ml de la solucién preparada de reactivo de Folin [3-5] y en este

instante iniciar el conteo del tiempo de incubacién

Homogeneizar la mezcla

Dejar incubar durante 30 minutos cada tubo

Fijar la longitud de onda del espectrofotémetro a 700 nm y ajustar a cero con el tubo

blanco

Leer la absorbancia para cada tubo al final del tiempo de incubacién
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b) Cuantificacioén de proteina no encapsulada en xerogeles

1.

|5

Sc realiza un lavado al cartucho empacado con el gel ‘haciendo pasar a travds de dste 3
ml de agua y se recolecta el efluente en un tubo de ensayo ’ '

Se realiza un segundo lavado al cartucho con 3 m! de metanol-agua a 60:40 (v/v) y sc
recolecta el efluente en un tubo de ensayo linipio

Se repiten los lavados del paso 1y 2, recolectando en cada caso el efluente en un nuevo
tubo de ensayo

Sc agrega a cada tubo 1 ml de la mezcla de reactivos ABC

Se anaden 0.5 m! de la solucién preparada de reactivo de Folin y se inicia el conteo del
tiempo de incubacién de cada tubo [9)

Se deja incubar cada tubo durante 30 minutos

Se ajusta a cero la absorbancia en el espectrofotémetro con un blanco (700 nm)

Sc lee la absarbancia de cada tubo al final del tiempo de incubacién

TABLA (1.5 Cantidades de reactivos utilizados
para preparar la curva de calibracion de BSA
Estandar de BSA  Cantidad del esténdar Mezcla A+B+C Reactivo de Folin

(pg/mi) (ml) {ml) (ml)
0 3 1 0.5
1 3 1 0.5
2 3 1 0.5
5 3 1 0.5
10 3 1 0.5
15 3 1 0.5
20 3 1 0.5
23 3 1 0.5
25 3 1 0.5
30 3 1 0.5

) Cuantificacion de la proteina no encapsulada en hidrogeles

La cuantificacién de la proteina se llev6 a cabo utilizando la misma curva de calibracién ya

descrita en la tabla I1.5. El procedimiento cfectuado fue el siguiente:

~

Agregar 2 ml de agua al frasco que contiene al gel fragmentado

Agitar ¢l material con una varilla de vidrio para lavarlo
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3. Filtrar a través de una membrana de hylon de 0.46 um rccupcrandd el filtrado en un
tubo de ensayo

4. Anadir 1 ml de agua al frasco y enjuagar sus pdrcdcs para arrastrar al malerial que
quedd pegado

5. Filtrar este liquido y recuperar junto con los otros 2 ml anteriores

6. Lavarahora ¢l frasco con 3 ml de la mezcla metanol-agua 60:40 (v/v) y filtrar el liquido
a través de la membrana que contiene al gel procurando que todo el material sélido sea
bien mojado por este liquido

7. Recuperar cl filtrado en un tubo de ensayo limpio

8. Repetir ol procedimiento de los pasos 6 y 7 ahora con 3 ml de agua

9. Agregar 1 ml de la mezcla de reactivos ABC a cada tubo

10. Anadir 0.5 ml de la solucién preparada del reactivo de Folin iniciando el contco del
tiempo de incubacion para cada tubo

11. Dejar incubar durante 30 minutos

12, Ajustar a cero con el blanco apropiado

13. Leer la absorbancia a 700 nm

La cuantificacion de BSA se traté de realizar también en la capa de liquido que no gelificé
pero resultd ser muy dificil ya que gelificaba en 1a celda del fotémetro impidiendo las

lecturas.

d) Prucbas cualitativas dc la presencia de Ia proteina en los geles
También se realizaron pruebas cualitativas para asegurar que la proteina se encontrara

presente en los geles dopados y el método utilizado para ello se describe a continuacién:

Una vez que se realizaron los lavados como se indicé en las secciones 11.3.3.1 by ¢, se
procedié a empacar también los geles fragmentados en cartuchos plasticos. Se hizo pasar a
través de cada cartucho una mezcla compuesta de 1 mi del reactivo ABC y 0.5 mi de la
solucién del reactivo de Folin a una velocidad de 0.2 ml/min, después de lo cual se dejaron

reposar los cartuchos 30 minutos y se observé si habia desarrollo de color.
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3.4. Preparacion de geles dopados con “a-Amilasa o Catalasa
a) - Técnica general de preparacion i
La preparacion de estos geles se lleva a cabo igual que en 11.3.3.b sustituyendo el paso 5

por ¢l siguicnte:

5 Afadir 50 pl de la solucién de a-Amilasa 18 U/ml o 200 pul de una solucidn 168

U/ml de Catalasa segiin sca el caso

El material fragmentado (despuds del paso 8, seccidn [1.3.3.b) se lavé con diferentes
disoluciones y sc dejé finalmente embebido en buffer fosfatos. A este material se le puede
utilizar para mediciones oximétricas o bien secarlo como se describe a continuacion para

obtener polvos que presenten actividad enzimitica.

b) Técnicas de secado para obtener geles parcialmente secos que presenten actividad
enzimitica

Para el secado de los geles dopados con enzimas se ensayaron tres condiciones distintas:

1. Sccado a temperatura ambiente

Una vez que se obtiene al gel ya lavado como se describe en 11.3.4.q, se le coloca en un
frasco de 25 ml 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
dfas en perder ¢l 50% de su peso inicial. Una vez seco se puede moler en mortero hasta

obtencr un polvo lo mis fino posible.

2. Secadoa4°C

Este secado se realizé de la misma forma que el secado a temperatura ambiente, sélo
que cl frasco que contenia al gel se introdujo en un refrigerador a 4 °C, tardando entre 3
y 4 dias en perder ¢l 50% de su peso inicial. Una vez seco se procedid a molerlo en un

mortero.

TRQS ~n
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3. Secado por liofilizacidn
Una vez obtenido el gel ya lavado como se indica en 11.3.4.a el procedimiento que se

siguid se describe a continuacion:

1. Se coloca al gel en un matraz bola de 100 m! con boca esmerilada 24/40

v

Se sumerge el matraz en una mezcla de hielo seco-acetona por 40 minutos

3. Se cierran todas las valvulas de salida del liofilizador y se enciende la bomba de
vacio

4. Despuds se coloca ¢l matraz en una de las entradas esmeriladas del liofilizador

5. Sc abre la valvula para eliminar el aire en el matraz y se contintia asi durante 20
minutos

6. Sc pone la valvula en posicion de entrada de aire para romper el vacio en ¢l sistema

7. Scsepara el matraz y se deja alcanzar la temperatura ambiente antes de sacar al gel

8. Finalmente se muele el material en un mortero con pistilo hasta la obtencién de un
polvo lo mis fino posible

9. Se empaca ¢l 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 observé que una cantidad de dsta,
idéntica a la empleada para dopar los geles, trabaja a saturacién cuando se pone en contacto
con soluciones de almidén (4 ml) a concentracién superior a 150 pg/mi (es decir, cantidades
de almidon mayores a 600 pg). De aqui se dedujo cl intervalo de concentraciones que
deberia de abarcar la curva de calibracién de almidén y la cantidad de sustrato a utilizar en

las prucbas de determinacién de actividad de la enzima encapsulada.

a) Curva de calibracion de almidén
Para rcalizar la medicién de la actividad de Ja a-Amilasa se preparéd una curva de

calibracién de almiddn [5] con soluciones de concentracién entre 2 pg/m! y 150 pg/ml, como
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se indica en la tabla I1.6 (cantidad de almidon entre 8 y 600 pg). El procedimiento para

obtener la curva de calibracidn se describe a continuacién:

1. En una scric de  tubos de cnsayo se colocan 4 mi de soluciones de almidon - a

diferentes concentraciones conocidas

9

Sc aitaden 2 ml de acido sulfurico 3.5 N 7

3. Finalmente se agrega una gota del reactivo de yodo, iniciando ¢l conteo 'del tiempo
de reaccién

4. Sec dcja desarrollar el color durante 5 minutos para cada tubo

5. Se lee la absorbancia a 595 nm al término de los 5 minutos

Tabla 11.6 Concentraciones de los estandares y cantidad de reactivos utilizados
para construir la curva de calibracién de almidén
Estindar de almidén  Estindar de almidén  H2504 (3.5 N)  Reactivo de yodo

(ug/ml) (ml) (ml)

0 4 2 igota
20 4 2 1gota
5.0 4 2 1gota
100 4 2 1gota

20.0 4 2 1gota
300 4 2 1gota
50.0 4 2 1gota
75.0 4 2 1gota
100.0 4 2 1gota
150.0 4 2 1gota

b) Comparacion entre la actividad de la a-Amilasa libre y la encapsulada.

La técnica para la medicidn de la actividad de la a-Amilasa fue la siguiente:

1. Se ctiqueta una serie de tubos de ensayo con tiempos que van desde 0 hasta 40
minutos

2. [En cada tubo sc colocan 3.8 ml de buffer fosfatos 0.1 M

3. Scaiaden 50 pl de una solucidn de a-Amilasa 18 U/ml o bien los geles. dopados
con esta misma cantidad de a-Amilasa

4. Scintroducen los tubos a un bafio de agua a 25 °C por 5 minutos

N (1 SANTT
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5. -Sc agregan 150 pl de una solucion de almidén 4 mg/ml iniciando el conteo del
tiempo de reaccidn para cada tubo en este momento

6. Sc agita la mezcla

7. Scintroducen de nuevo los tubos eon el baito de aguaa 25 oC

8. La reaccién se detiene afadiendo 2 ml de acido sulftirico 3.5:N en el tubo al
cumplirse el tiempo asignado a cada uno

9. Sc anade una gota de indicador de yodo agitando 1a mezcla

10. La absorbancia se lee a 595 nm, cinco minutos despuds de la adicién del yodo

¢) Comparacién de la actividad entre geles dopados con a-Amilasa cmpacddos en
cartucho antes y después de tratamiento con Tritén. X-100
Para probar el funcionamicnto de cartuchos empacados con gel dopado con a-Amilasa y

secados a4 °C, se efectud cl experimento siguiente:

1. A los cartuchos se les hacen pasar 4 ml de unasolucién de almidén 0.15 rhglmi (600 ug)

a una velocidad de 0.5 ml/min

9

Se recupera ef efluente en un tubo de ensayo

3. A oste liquido se le afraden 2 ml de &cido sulfitrico 3.5 N homogeneizando -
perfectamente :

4. Sc aftade una gota de reactivo de yodo homogencizando nuevamente

5. Se lee la absorbancia a 595 nm

Con la lectura de la absorbancia y la curva de calibracién de almidén se obticne la
concentracién de almidén presente en la solucién e indirectamente se puede deducir la
cantidad de almidén degradado por la enzima. Al terminar la primera evaluacién de
actividad, los cartuchos se lavaron con 10 ml de buffer fosfatos 0.1 M a un flujo de 0.5
ml/min y se dejaron reposar una hora. El ensayo de evaluacion de actividad se volvié a
repetir tres veces mas en los mismos cartuchos. Después del cuarto uso, una vez lavados los
geles con buffer fosfatos, se pasaron 2 ml de una solucién de Tritén X-100 al 0.6% v/v a

través de los cartuchos, a una velocidad de 0.5 ml/min. Posteriormente se enjuagaron de
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nuevo con buffer fosfatos y se dejaron en reposo por una hora. Finalmenle se volvio a
realizar dos veces mas la medicion de la actividad en los geles, intercalando entre ambas cf

tratamiento con Tritén X-100.

Los resultados oblenidos de las cinco mediciones de la actividad se reportan en el siguiente

capltulo como % de sustrato degradado vs nimero de ensayo.

3.4.2.Pruebas realizadas a geles dopados con Catalasa

a) Técnica general de medicion de la actividad de la Catalasa por oximetria

La determinacién de la actividad de la Catalasa se realizé midiendo la concentracién del
ox{geno, con respecto al tiempo, que se produce durante la degradacién del sustrato

utilizado (peréxido de hidrdgeno) y que se puede resumir en la siguiente reaccién.

2H,0 S ol L0 + 0,

El seguimiento de la evolucién del oxigeno con respecto al tiempo se realizé utilizando un

monitor de oxigeno y un clectrodo tipo Clark [6, 7).

Calibracién del oximetro

1. Agregar 7 ml de buffer fosfatos 0.4 M, previamente burbujeado con nitrégeno durante 6

horas, a la celda del oximetro

2. Introducir el clectrodo tipo Clark a la celda procurando evacuar todo ¢l aire entre la
solucion y el electrodo por medio del canal que se encuentra en un extremo del
electrodo

3. Encender la agitacién del sistema e iniciar la circulacién del baio de agua a 25 °C

4. Poner la perilla de funciones del oxfmetro en la posicién “aire”

5. Ajustar con la perilla de calibracion la escala del oximetro a cero

6. Anadir aotra celda 6 ml de buffer saturado de oxigeno

7. Se introduce el electrodo ¢n la celda eliminando al aire que se encuentra entre la

solucidn y el clectrodo
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8. Se ajusta al 10% de la escala con la perilla de calibracidn (una solucion acuosa saturada
de oxigeno a 25¢C contienc una concentracién de oxigeno de 0.250 pmol/ml (6,8}

1. Sc agregan 6.6 ml de buffer fosfatos 0.4 M previamente burbujeado con N: durante 6
horas, a una celda de reaccién

2. Se afiaden 0.2 ml de Catalasa 168 U/ml (33.6 U) o bien geles dopados con la misma
cantidad de enzima

3. Seintroduce el electrodo de Clark eliminando el aire entre la solucién y cl electrodo.

4. Seenciende la agitacion

5. Sec inicia la circulacién del bafio de agua a 25°C

6. Sc deja agitando 5 minutos la mezcla para alcanzar el equilibrio térmico

7. Se inyectan 200 pl de peréxido de hidrégeno 0.06 M, al mismo tiempo se inicia el
registro de la evolucion del oxigeno que se obtiene en unidades de % de oxigeno
disuclto

8. Los datos en % de O: se transforman a pmol/ml utilizando el factor de conversién

indicado en el punto 8 del procedimicnto de calibracién y finalmente se reportan como
umol de O: considerando el volumen total (7 ml) de la muestra analizada. La medicidn
de la actividad se realiza en la parte lineal de la grafica pmol de O: vs tiempo (entre O y

1 minutos aprox.)

b) Comparacion de la actividad entre Catalasa libre y encapsulada

Utilizando ¢l procedimicnto antes descrito, se determind la actividad de los geles dopados

con 33.6 U de Catalasa y secados a 4 °C; también se determind la actividad de una cantidad

idéntica de enzima libre.

En ambos casos, los valores de actividad enzimatica se obtuvieron a partir de la pendiente -

de la parte lincal ascendente de la curva de pmol de Oz Vs tiempo [7-10). La comparacién de

los resultados obtenidos permite evaluar la pérdida de actividad de la enzima

inmovilizada.
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c) Prucbas de repetibilidad en la actividad enzimdtica p'ara‘ geles: preparados en
fechas distintas . :

Se prepararon geles dopados con 33.6 U de Catalaéa cinffcch'as distintas y se sé_éamn ad4°C,

Una vez secos y molidos, se realizé la determinacién de 1a actividad enzimatica para los
cuatro geles ¢l mismo dia, conjuntamente con la determinacién de la actividad para una

cantidad idéntica de la enzima libre,

La comparacidn de resultados de los diferentes geles permite establecer la reproducibilidad

del material obtenido mediante la téenica de inmovilizacion de biomoléeulas desarrollada,’

d) Pruebas para determinar el comportamiento de la actividad de la enzima encapsulada
con el reuso de los geles

Las prucbas se realizaron en un gel dopado con Catalasa, secado a 25° C y molido.

1. Se determind la actividad del gel y de una cantidad idéntica de la enzima libre por

oximetria

[

Después de utilizar al gel se le reacondiciond lavandolo con 10 mi de buffer de fosfatos
0.1 M pH=7, 10 ml de solucién de metanol-agua 60:40 (v/v) y 10 m! de buffer de fosfatos
01 M

3. Nuevamente se realizé la determinacidn oximétrica

4. Serepitieron los pasos 2 y 3 dos veces mas para observar las variaciones en la actividad

de la enzima encapsulada a lo largo de cuatro usos consecutivos

¢) Medicién de la actividad enzimitica de la Catalasa por oximetria cn geles
reutilizados y tratados con solucién de Tritén X-100 al 0.6%
El método que se utilizé en este caso es el mismo que se describe en la seccién anterior
(inciso d) hasta el paso 3. Se lavé el gel con buffer y mezcla metanol-agua y despuds se

llevo a cabo lo siguiente:
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6.

Se tratd el gel con 2 ml de una solucién de Tritén X-100 0.6% v/v dejindola en
contacto 5 minutos y retirandola posteriormente con ayuda de una jeringa

Se lavd de nuevo el material con 10 ml de buffer de fosfatos 0.1 M, 10 ml de
metanol-agua 60:40 (v/v) y al Gltimo con 10 ml de buffer fosfatos 0.1 M

Finalmente, se realizé la medicidn de actividad por oximetria en el gel tratado

Comparacion del funcionamiento de los geles dopados y empacados en cartuchos
antes y después de tratarlos con solucién de Tritén X-100 0.6%

Se prepararon geles dopados con 33.6 U de Catalasa se secaron a 4 *C, se molicron y se
empacaron en cartuchos

Se pasaron 5 ml de perdxido de hidrégeno 0.014 M (70 umol) a una velocidad de 0.5
ml/min a través de los cartuchos, recolectando el efluente en un tubo de ensayo

Los cartuchos sc lavaron con 5 ml de buffer fosfatos 0.1 M a una velocidad de 0.5
ml/min y este lavado se colecté en el mismo tubo de ensayo que el liquido anterior
Finalmente los cartuchos se acondicionaron con 10 ml de buffer fosfatos 0.1 M a una
velocidad de 0.5 ml/min, dejandolos reposar una hora antes de utilizarlos nuevamente
Al liquido colectado en el tubo de ensayo se le afiadieron 2 ml de cido sulfirico3.5 N y
se titulé con permanganato de potasio 0.018 M hasta la aparicién de coloracion rosa
tenue |11]. De esta mancra se determind la cantidad de perdxido presente en la solucion
y por diferencia se calculd el % de sustrato degradado por la enzima

Los cartuchos sc utilizaron dos veces mas y después de realizar el acondicionamiento
del paso 4 se les traté con 2 ml de Tritén X-100 0.6% v/v haciéndolo pasar a una
velocidad de 0.5 mi/min

Se lavaron nuevamente los geles con 10 ml de buffer fosfatos 0.1 M a una velocidad de
0.5 ml/min para climinar el exceso de Tritén X-100 y se dejaron reposar los cartuchos
durante una hora antes de pasar nuevamente la solucién de peréxido de hidrégeno. Los
resultados obtenidos en esta prueba se reportan como % de peréxido de hidrégeno

degradado vs nimero de ensayo
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La solucion de permanganato de potasio empleada para titular el peroxido no
degradado se estandarizé previamente utilizando como patrén primario dcido oxdlico

112).

3.4.3.0btencién de Km para la Catalasa libre y encapsulada
Se prepararon 5 geles dopados con 33.6 U de Catalasa cada uno, como se indica en la
scccidn 3.4. El material obtenido se guardo en viales y se mantuvo en refrigeracién a 4 *C

hasta su uso.

Con cada uno de los geles se hizo una medicion oximétrica (segiin se describe en 1a seccién
3.4.2) agregando un volumen adecuado de buffer de fosfatos 0.4 M (previamente
burbujeado con N:) a la celda del oximetro ¢ inyectando diferentes cantidades de H:O:. La
concentracién de sustrato en los 7 ml de liquido en la celda se hizo variar entre 20 pM y
1700 pM. La evolucidn de oxigeno se siguidé durante 20 min. En La tabla 11.7 se detallan tas

cantidades de reactivos anadidos en cada medicion.

PPara obtencr las curvas de la enzima libre, se realizaron mediciones idénticas a las descritas
en ¢ inciso anterior, pero los geles fueron reemplazados por 200 pl de una solucién de 168
U/ml de Catalasa. El volumen de buffer aftadido a la celda para estas mediciones fue por lo

tanto 200 ul menor que en ¢l caso de los geles (Tabla [1.7).

Tabla 11.7 Cantidades de reactivos utilizados en los ensayos para determinar la Km
de la Catalasa libre y encapsulada

HXO: (M) (nl) esténdar (mil) de buffer (1) de buffer Concentracidn de H:0:
{geles) (enzima libre) (M)
07 200 6.80 6.60 20
07 1000 6.00 5.80 100
700 5 7.00 6.80 500
700 10 6.99 6.79 1000
700 17 6.98 6.78 1700
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Capituld 111
Resultados y discusion

Los procesos Sol-Gel representan actualmente uno de los campos de mayor auge en la
quimica de los materiales y consisten basicamente en la preparacion de un material a partir
de una reaccion de precursores organicos a temperatura ambicnte. Lassilica 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 5iOx. El proceso de Sol-Gel puede
dividirse en cuatro ctapas: 1) mezclado y formacién del sol, 2) Gelacion, 3) maduracién y 4)

secado.

En la técnica convencional, el precursor (alcéxido metdlico de bajo peso molecular,
usualmente tetrametoxisilano, TMOS, o tetractoxisilano, TEOS) se hidroliza primero en
presencia de agua, un catalizador acido (o basico) y un cosolvente como etanol.  La
hidrdélisis da como resultado la formacion de grupos stlanol (5i-OH) los cuales condensan
para formar polimeros siloxano (8i-O-5i) conduciendo a la formacién de una suspension
coloidal viscosa (el sol). A medida que la policondensacién continta, ¢l grado de
entrecruzamiento entre las particulas aumenta y la viscosidad también se incrementa, hasta
llegar al punto de transicion sol-gel en el cual el material viscoso solidifica dando lugar a la
formacion del gel poroso (gelificacion). El gel (hidrogel) es un sistema de dos fases: ¢l sélido
poroso inorganico y la fase disolvente atrapada en los poros. Aun despuds de la gelacién, la
estructura y propiedades del material continttan cambiando debido a la policondensacién
entre fragmentos con Si-OH  terminal. Durante la maduracién, la formacién de nuevas
ligaduras Si-O-5i da como resultado la contraccién del gel; el tamafio de los poros

disminuye y parte del disolvente es expulsado de los poros.

En esta ctapa, que puede durar desde horas a difas, el gel se refuerza. Finalmente, el

disolvente es removido de la red porosa durante el secado, dando lugar a una fuerte

Jii
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contraccidn del gel y al colapso de los poros. Los geles completamenle secos  (xerogeles)
tienen un volumen aproximadamente 1/8 respecto al gel inicial y un peso de alrededor del

20 % |1-5].

Bl procedimiento convencional del sol-gel no es adecuado para el encapsulamicnto de
moldculas biolégicas porque las condiciones de pH extremo (dcido o basico) y las allas
concentraciones de alcohol afadido y/o formado durante el proceso conducen a la
desnaturalizacion y pérdida de actividad del hudsped. Este problema es ademas agravado
durante ¢l secado del material que en algunas téenicas reportadas (6) se realiza en la estufa
a 4] «C. Entre las multiples modificaciones propuestas  para inmovilizar moléculas

biolégicas delicadas en sol-gel se encuentran las siguicentes [2,7].

» Adicién de buffer despuds de la hidrdlisis catalizada por HCI y antes de anadir la
biomolécula

«  Suprimir la adicion de cosolvente (etanol). Se encontré que este reactivo no era necesario
si la mezcela inicial se sonicaba durante la etapa de hidrolisis

¢ Concentrar el sol, por evaporacion, para disminuir ¢l contenido de ctanol

* Realizar prehidrolisis recuperar los oligémeros formados por evaporacion y somelerlos
a transesterificacion  con glicerol. Disolver este producto en agua o acido diluido y
continuar con el proceso normal de hidrdlisis ‘

e Lavar el gel con butfer de fosfatos dos veces al dia durante la ctapa de quu'racién,
para remover el alcohol producido por las reacciones de policondcnsh‘cidh que
continuan llevindose a cabo en esta etapa . ‘7 )

e Realizar un secado lento y controlado (a temperatura ambiente, en réfri'g"e'raé“iéh o por

liofilizacién) para evitar un colapso exagerado de los poros

Dadas la gran diversidad de condiciones, proporciones de reactivos 'y sugerencias
encontradas en la literatura para el encapsulamicnto de moléeulas organicas y biomoléculas
por la téenica del sol-gel [7-9) y después de haber probado algunas de ellas sin obtener

resultados que concordaran con lo descrito en el trabajo respectivo, se decidid llevar a cabo
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un estudio sistematico para encontrar las condiciones mas adecuadas de preparacion de los

geles.

1. Obtencién de las condiciones 6ptirﬁas paré,la-preparacié'rii‘ d‘e’gelres

a) Variacién de la relacién tetraetoxisilano:acido élorhfdriéo manteniendo
constante la cantidad deagua

En las primeras condiciones probadas para preparacion del gel no dopado, la relacién

TEOS: H:0 sec conservé en ~1:2, que fuc la proporcidn que se proponia en varios articulos

[3,8], y sc varid la cantidad del catalizador HC! en la mezcla de reaccion.

La tabla 1.1 muestra las cantidades de gel obtenidas para cada proporcién TEOS: HCI
ensayada. La variacion de lamasa de gel en funcién de la proporcién molar del catalizador
se aprecia mas claramente en la figura [11.1. Como puede observarse, la cantidad de gel seco
(Xerogel) formada aumenta al incrementarse la proporcion de catalizador, aunque la masa
de gel tiende a estabilizarse a partir de una retacion TEOS :HCl de aproximadamente 1:1x10
* (en este caso, el criterio de gelificacion es dejar 1a mezcla de reaccion durante dos dias en
contacto antes de iniciar ¢l secado de la misma para asegurar que la reaccion se llevé a cabo
hasta el equilibrio, en todos los casos se utilizé este mismo tiempo para iniciar el secado de

la misma).

La masa de gel formado es un indicativo del grado al cual se lleva a cabo la hidrélisis del
precursor antes de que se produzca la transicion sol-gel. Si la gelificacion se produce cuando
aun no se ha hidrolizado completamente el alcéxido, éste quedara atrapado en los poros del
gel. Aunque podria suponerse que el precursor remanente es capaz de seguir reaccionando
c incorporarse a la red polimérica durante las etapas de maduracion y secado, los resultados
obtenidos muestran claramente que una buena parte del TEOS sc pierde a bajas
concentraciones de catalizador. De hecho, durante el tiempo de secado de los geles con
menor proporcidn de catalizador, se detectd un persistente olor a TEQS. Por lo tanto, se

presume que despuds de la gelificacidn el precursor remanente no contintia hidrolizéndose
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sino que se evapora lentamente junto con los otros liquidos presentes en los poros (para
observar si la reaccion habia llegado a su equilibrio, se dejé 1a mezcela de reaccidn 48 hrs mas
en un frasco tapado sin que hubiese formacién de nuevo material). Alternativamente, se
pucede suponer que a muy bajas concentraciones de HCI, la velocidad de evaporacién del
precursor remancente es mayor que su velocidad de hidrdlisis, lo que provoca una pérdida

ncta de édste.

Considerando que en experimentos posteriores los geles seran dopados con moléculas
delicadas, cuya estructura y propiedades podrian ser afectadas por la presencia de TEOS no
reaccionando, se opto por escoger la mas alta relacion molar TEOS-HCI (1: 4x10+ ) para los

experimentos subsccucentes.

Tabla I11.1 Cantidad de gel obtenido al variar la  relacién molar
TEQS: HCI utilizada para la formacién de eslos geles

Relacidn molar Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Media
TEOS: HCI gel obtenido gel obtenido gel obtenido
(mg) (mg) (mg)
I: 1.6 x10+ 250 235 243 243
1: 2.0 x10° 400 390 397 396
1: 8.0x10-5 650 608 624 627
11 1.6x104 730 717 720 722
1: 2.5x10+ 810 795 746 784
1: 4.0x104 830 822 825 826
9w
£ 800
5 7MW
§° 600
2 s00
é' 400
]
2 .
I~
G 100 -
0 — v v Y — T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
mol relativa de catalizador x 10°

Figura l1L.1 Representacién gréfica de la cantidad de xerogel obtenido al
variar la relacién molar TEOS: HCI
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b) Variacién de la relacion Tetraetoxisilano:agua manteniendo constante la

cantidad de catalizador

En el siguiente conjunto de experimentos se fijé la relacion molar TEOS-HClen 1: 4x10 4y

se hizo variar la cantidad de agua agregada a la mezcla de reaccidn. LaTabla 1112 y la figura

111.2 muestran la variacién en la cantidad de gel obtenido al cambiar la relacién TEOS - H:0

desde 1: 2.8 hasta 1: 9.4. Se observa que al aumentar la proporcion de agua se obtiene una

menor masa de gel y que este efecto es mas pronunciado a partir de una relacidén molar

TEOS-H:O de aproximadamente 1:4.

Tablalll.2 Cantidad de gel oblenido al variar la relacion molar TEOS: H:0

Relacion molar Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Media
TEOS:H:O gel obtenido gel oblenido gel obtenido
(mg) (mg) (mg)
1:28 830 812 815 819
1:38 815 819 812 815
1:4.6 800 791 793 795
1:7.2 720 716 725 720
1: 9.4 680 687 680 682
850 -

-}

2 800

=1

2

)

© 750

[

&0

£

g 700 -

&)
-]

g 650

600 T T T T T
2 4 5 6 7 8 9 10
mol de agua relativa

Figura I11.2 Representacién grafica de la cantidad de xerogel obtenido al variar

la relacién molar TEOS: 11:0
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Considerando las reacciones que se llevan a cabo durante la ctapa de formacion del sol:

SI(OR)s + 4H,0 +—} Si(OH)a + 4ROH (hidr dlisis)

nSi(OH)4 ——— nSi0; + 2nH:0  (Condensacién)

se observa que hay un consumo neto de 2 moléeulas de agua por cada dtomo de silicio que

queda incluido en la red polimdrica a través de pucntes siloxano.

De acuerdo con este esquema podria esperarse un efecto favorable al aumentar -la
proporcién de agua a valores ligeramente superiores a la relacion molar H:0-TEOS, de 2:1.
Incluso, algunos reportes de [a literatura {9] proponen usar una alta proporcién de agua (8:1

agua -alcéxido) en la formacion de geles dopados.

Sin embargo, los resultados obtenidos experimentalmente indican un efecto desfavorable
del agua cuando ésta supera ampliamente la relacién estequiométrica 2:1 (H:O-TEOS). La
explicacion de este fendmeno se obtuvo al comparar cuidadosamente los resultados de las
tablas 1.1 y 1112, tomando en cuerita las variaciones en la concentraciéon de HCI (y por lo
tanto en el pH de la fase acuosa) en ambos conjuntos de experimentos. En la tabla [11.3
st presentan Jos valores de pH calculados para la fase acuosa en las dos scries de

experimentos y la correspondiente masa de gel obtenido (en promedio).

Tabla I11.3 Comparacién entre el pH de la fase acuosa y la cantidad de gel obtenido
en los experimentos de variacién de las relaciones molares TEQS-HCl y TEOS-H:0O,

TEOS: HCI TEOS : H:0
Relacion pH Masa de gel Relacién pH Masa de gel
molar (mp) molar {mg)
1: 4.0x104 2.10 826 1:2.8 2,10 819
1: 2.5x10+ 227 783 1:3.8 2,24 815
1: 1.6x10+ 244 722 1:4.6 2.35 795
1:8.0x10-+ 272 627 1:7.2 2.51 720
1: 2.0x10 an 396 1:9.4 2.63 682
1:1.6x105 3.40 243 e — —
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Es evidente de la tabla 111.3 que existe una relacion estrecha entre el pH de la fase
acuosa y la cantidad de gel formado. Para ambos grupo de experimentos, a medida
que el pH aumenta la masa de gel disminuye y el paralelismo entre los dos grupos

es tal que los once pares de datos podrian inlegrarse en un solo conjunto.

De esta comparacion puede concluirse que la disminucion en la cantidad de gel obtenido
al aumentar la proporcion de agua es debida a la dilucién de HCl en la fase acuosa y por
tanto al aumento de pH en esta fase. Es decir, el aumento en la relacién molar H:O-TEOS
no es por si mismo responsable de la disminucion en fa cantidad de gel formado; una vez
que esta relacion satisface los requisitos estequiomdétricos de las etapas de hidrdlisis y
condensacion del precursor (que de hecho son ligeramente mayores a la proporcion 2:1
H:0O-alcoxido, debido a la gran cantidad de grupos Si-OH que quedan en la superficie del
material formado), el exceso de agua parece no tener una influencia apreciable en el

proceso.

Por otra parte, desde el punto de vista practico, los geles preparados con una relacién molar
TEOS: H:O 1:2.8 ademas de dar un mejor rendimiento presentaron la ventaja de que el
tiempo de secado  del gel fue menor y la dureza del material obtenido mayor que en los
experimentos en los que se usé una proporcién de agua mds alta (esto se observé

cualitativamente al realizar la molienda del material).

Respecto a la relacién molar TEOS -HCI y/o al pH de la fase acuosa, que de acuerdo con los
experimentos realizados ticnen un gran impacto sobre el rendimiento de la reaccién,
inexplicablemente no se encontré en la literatura un estudio detallado del efecto de estos

pardmetros.

En los diferentes trabajos consultados, la relacion molar alcéxido - HCl usada es muy
variable e incluso se reportan [8] proporciones molares TEOS-H:0-HCl de 1: 2: 1.6x105,

Esta ultima relacién es 25 veces menor en HCl a la que finalmente se seleccioné en este
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trabajo y de acuerdo con los experimentos realizados (tabla 111.2) sélo produce una cantidad

de gel de alrededor del 33% de la obtenida con la proporcion TEOS-HCI 1:4x10+ escogida.

Finalmente cabe hacer notar que en los experimentos de la tabla [11.2, 1a relacién molar
TEOS-HCI se mantuvo constante y lo que varid fue el volumen de fase acuosa en la que
estaba disuelto el acido. Por lo tanto, es obvio que no es directamente la refaciéon molar
TEOS: HCI la que influye en el rendimiento de la reaccion, sino el pH de la fase acuosa. Asi,
ol efecto catalitico es debido al pH (o concentracidn de HCI) en la mezcla de reaccién y noa

la cantidad relativa de 4cido afiadido.

Se ha reportado [10] que la velocidad de hidrdlisis de los alcoxidos, aumenta al disminuir
cl pH del medio mientras que la condensacién es maés lenta a menor pH. Una mayor
velocidad de hidrdlisis conduce a una menor pérdida de TEOS por evaporacién en las fases
iniciales del proceso. Asimismo, una condensacién mds lenta permite que la tasa de
hidrélisis del precursor sea mayor al momento de producirse la transicion sol-gel. Estos
efectos conjugados dan como resultado la obtencién de una mayor cantidad de gel cuando

se trabaja a pH mas acido.

Con base en los resultados obtenidos en la preparacion de geles no dopados se decidié
utilizar una relacion molar TEOS-H:0-HCl de 1: 2.8: 4x 10 + en los experimentos siguicntes

para la preparacion de geles dopados.

2. Evaluacion de los geles dopados con indicadores

Para la preparacién de los geles dopados con indicadores, la tnica variacién en cl
procedimiento fue la adicién de 3 ml de una solucién ctandlica del indicador a la mezcla
TEOS-H:0-HCl. Esta modificacién tuvo como efecto un aumento en el tiempo de
gelificacién y cn el secado del material; este fenémeno que se observé muy probablemente
se deba al aumento de volumen en la mezcla de reaccidn, lo que provoca que las moléeulas

se encuentren mds alejadas y por lo tanto requieran un mayor tiempo para que se forme la
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red que finalmente forma al gel. Ademis, este material mostré una mayor dureza que se

observd al molerse el material.

a) Geles dopados con indicadores de pH

En las prucbas realizadas a geles dopados con indicadores de pH se observé que cuando se
hacian pasar soluciones alcalinas a través del cartucho, el gel adquiria la tonalidad propia
de la forma basica del indicador mientras que al pasar soluciones acidas se producia el vire
caracteristico al color de la forma dcida del indicador, cambio de color en = 5 min, (tabla
111.4). Este comportamicnto se siguié por 3 meses durante los cuales se observo un correcto
funcionamicnto reversible del indicador encapsulado. Sin embargo a diferencia de lo que
sucede en solucion, los cambios de color en los geles no fucron inmediatos. Se observé que
hasta despuds de pasar aproximadamente 2.5 ml de la solucion de prucba a través del
cartucho a un flujo de 0.5 mi/min, lo que equivale a 5 minutos de contacto entre la solucién
y el gel, este tiltimo adquiria la tonalidad final correspondiente a la forma acida o basica del

indicador, segin ¢l caso.

Tabla 111.4 Funcionamiento y estabilidad de los geles dopados con indicadores de pH
Gel dopado con Cambio de color al pasar Cambio de color al pasar  Meses de preparacion

una solucion de una solucion de del gel ab realizar la
NaOH 0.01 M HCI0.01 M prucba
Fenolftaleina Rosa Incoloro 1
Fenolftaleina Rosa Incoloro 2
Fenolftaleina Rosa Incoloro 3
Rojo de bromofenol Amarillo Parpura 1
Rojo de bromofenol Amarillo Parpura 2
Rojo de bromofenol Amarillo Purpura 3

Esta cindtica mas lenta en el viraje de los indicadores encapsulados podria ser debida a uno

o varios de los fenémenos siguientes:

» Las particulas (H* u OH’) deben difundir a través de la red de canales inlerconectados
en la matriz de sflica 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 ¢l gel se produce a una velocidad similar a la que se tiene en solucién [11],
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¢l camino recorrido en la matriz  polimérica es sin duda mas largo (los poros
superficiales son de aproximadamente 4-7 micras)

« Experimentos con indicadores atrapados en sol-gel muestran que estas moléeulas dan
indicacién de un pH en el poro que parece ser hasta una unidad menor que en el buffer
externo. Esto se atribuye a que las interacciones del dopante con la superficie interna del
poro pueden modificar sus propiedades espectrales {11]

+ Los silanoles de superficie del soporte, tanto al exterior de las particulas como en las
paredes internas de los canales y poros, son grupos con propicdades dcido-base. Por
tanto es de esperarse que estos grupos consuman parte del H' (u OH') presente en la
solucién que se pasa a través del gel. Asi las moldculas del indicador atrapadas en
poros aislados, recibiran el impacto del cambio de pH hasta despuds de haber percolado

un cierto volumen de solucién a travds del cartucho empacado

Finalmente, con respecto a las prucbas realizadas en este trabajo con indicadores de pH,
cabue mencionar que al pasar la solucién de sosa por el gel sc observd la presencia de
indicador cn el efluente del cartucho (solucidn colorida). Esta fuga fue pequena y resulta
normal en el caso de soportes de silice ya que este material se disuelve en medio alcalino
por hidrdlisis de los puentes siloxano. Sin embargo, ¢l gel estuvo en contacto con la sosa un
tiecmpo muy corto y se enjuagé rapidamente por lo que el cartucho pudo seguirse utilizando

durante los 3 meses en que se realizaron las prucbas cualitativas de reversibilidad.

b) Geles dopados con indicadores metalocrémicos
En este caso sc trabajé con los geles no empacados ya que la reaccién que se lleva a cabo
dentro del material es muy lenta. Pequerias porciones de los geles preparados se colocaron
en tubos de ensayo y se les fucron agregando las diferentes soluciones de prueba. Como se
describe a continuacidn, 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-fenantrolina

(O-Fen), se observé fuga de indicador durante los primeros ensayos. Esta fuga se evidencié
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por la coloracion que adquirié la solucidn en contacto con el gel. Asi, el gel dopado con ENT
en contacto con una solucion amoniacal se tornd azul intenso al igual que la solucién. El gel
dopado con O-Fen en contacto con una solucién de Fe (1) en buffer de acetatos permanccio
blanco pero la solucidn adquirié un color naranja intenso. Otra porcion del mismo gel en
contacto con la solucién de Fe (11) a {a que se le afadieron unas gotas de amoniaco adquirid
una coloracién café-naranja y la solucién quedd naranja. Sin embargo, en los tres casos,

despuds de cambiar la solucién un par de veces ésta permancci6 incolora.

Lo anterior indica que una parte del indicador no quedd encapsulada en los poros del gel
sino que permanecié simplemente adsorbida sobre la superficie de éste. Al poner el gel en
contacto con la solucion, el indicador adsorbido pasé facilmente a ésta impartiéndole ¢l
color obscrvado. En cambio cl resto del indicador quedd permanentemente atrapado en el

gel.

En el gel dopado con ENT sc observaron los cambios de color caracteristicos de este
indicador al alternar las soluciones que contenian unas gotas de dcido perclérico 1 M (gel

rojo-vino) y unas gotas de amoniaco (gel azul).

Cabe mencionar que los cambios de color no se produjeron inmediatamente al cambiar la
solucion, sino que requiricron algunos minutos de contacto entre el gel y la solucién
ensayada. En este sentido, los efectos del cambio de pH resultaron similares a lo que se

observo previamente en los geles dopados con indicadores de pH.

Cuando a la solucién amoniacal en contacto con el gel dopado con ENT (gel azul) se le
agregé una sal de Mg(ll), se requiricron 12 horas para observar un vire neto del color del gel
a rojo-vino. Posteriormente a esta solucién se le agregé una cantidad apreciable de sal
disédica del EDTA y unas gotas mas de amoniaco, esperando con ellos destruir ¢l complejo
Mg(ll)-Indicador. Después de 24 h no se observé ningiin cambio de color en el gel, por lo
que resultd evidente que el EDTA no logré secuestrar al Mg(ll) y que éste permanccié

asociado al indicador en el gel.
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Las observaciones hechas en los experimentos realizados con el gel dopado con O-Fen

se resumen en las tablas H14A y 11148,

Tabla 111.4A Resultados de experinientos con indicador v gel dopado

Indicador Se agregd Resultados observados con  Resultados observados con el
___elindicador en solucion__ indicador en gel
ENT Sol. Amoniacal. Azulintenso Azul intenso
Inmediato 15 min
ENT Sol dcido perclérico Rojo-Vino Rojo-Vino
inmediato 15 min
ENT Sol. Amoniacal Rojo-Vino Rojo-Vino despuds de 12 hre
Sol. Mg(l1) inmediato
O-FEN Fe (I1) en acetatos Rojo-Naranja Anaranjado tenue
pH =4 inmediato 2 dias
O-FEN Fe (I1) en amoniaco Rojo-Naranja Naranja intenso
(turbiedad) 30 min
inmediato

Tabla 11[.48 Resultados de experimentos con indicador y gel dopado

Indicador Se agregd

complejado

Resultados observados con
el indicador en solucion

Resultados observados con
clindicador en gel

Azulintenso
Sin cambio

EDTA en sol.
Amoniacal

ENT-Mg(l)
(Rojo-vino)

Rojo-vino
Sin cambio en 1 dia

ENT-Mg(ll)  EDTA ensol. de Rojo-Vino Rojo-Vino
(Rojo-vino)  acido perclorico
O-FEN-Fe(il) agua e Anaranjado
(Naranja) Sin cambioen 1 dia
O-FEN-Fe(ll) EDTA ensol. Roja-naranja Anaranjado
(Naranja) Amoniacal (Sin turbicdad), sin cambio  Sin cambio durante 3 dias

De los resultados presentados en la tablas anteriores se tiene que:

En contacto con una solucién de Fe (I1) en buffer acetatos de pH 4, el gel tardé dos

L
dias para adquirir una tenue coloracién naranja

» En contacto con la solucién de Fe (11) a la que se afiadieron unas gotas de amoniaco, -
cl gel se tornd naranja intenso en menos de 30 minutos

s El gel naranja del experimento anterior lavado

durante un dia no varié de color

y dcjado en contacto con agua

RS
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« El mismo gel naranja en contacto con una solucién de EDTA ¢n medio amoniacal no
varid de color durante los 3 dias que se mantuvo cen observacion

e El indicador libre en solucién vira inmediatamente a color naranja-rojizo en
presencia de Fe (11), ya sea en medio acetatos o en medio amoniacal ( se presenta

turbiedad en este tltimo caso)

Los resultados obtenidos en los experimentos anteriores muestran claramente que la
difusion de los cationes metalicos a través de los poros del gel de silice, para alcanzar los
sitios en donde se encuentra atrapado cl indicador, ¢s en general muy lenta. De hecho, el
transporte de los cationes metalicos en el gel es significativamente mas lento que cl

transporte del proton.

En el caso de Fe (I1) se observé que la presencia de amoniaco en la solucion (o ¢l pH)
impulsé fuertemente la velocidad de transporte del catién en el gel, comparado con la
cindtica lentisima observada cuando ¢l gel se puso en contacto con la solucién de Fe (11) en
buffer acetato. Sabiendo que en el medio amoniacal ensayado el Fe (1) tiende a precipitar
(como hidroxido), se especula que el efecto observado pudo ser debido a una “expulsién”
del cation de la solucion que facilitd su entrada en el gel. Este efecto no fuc observado con el
Mg (1) {en los experimentos con el gel dopado con ENT) ya que este cation no precipita en

medio amoniacal.

Por otra parte, también s¢ hizo patente que la presencia de agentes complejantes
competidores en la solucién, como el EDTA, no fue suficiente para disociar al complejo
catién-indicador una vez que éste se formé en el interior del gel. Se presume que esto es
también debido a un problema de difusién ya que, en el medio empleado, el EDTA es
anidénico y la superficie de la sflica también estd cargada negativamente, por lo que debe

generarse una repulsidn que impide la entrada det EDTA en los poros de la matriz.

El conjunto de resultados y observaciones lleva a la conclusién de que no es posible

proponer el uso de los geles dopados con indicadores metalocrémicos como sensores
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quimicos (al menos por ahora). En efecto, se requiere de demasiado tiempo para que cl
indicador cambic de color cuando ¢l catién metalico estd presente- en la solucion.
Adicionalmente, las reacciones de intercambio de liganie entre el complcjo metal-indicador
y un ligante competidor en solucion, no se producen en absoluto cuando este ltimo es

anidnico en las condiciones del ensayo.

Con respecto a la discusidn anterior es interesante mencionar los experimentos realizados
por Wellington et. al. [12] con geles dopados con los indicadores Morin y Eriocromo Cianin
R. Estos investigadores obscrvaron que al sumergir el gel dopado con Morin en una
solucién de Al*, se requerian 490 min de contacto para que la fluorescencia del gel, debida
a la formacion del complejo Morin-Al*, fuera constante. Por otra parte el gel dopado con
Eriocromo Cianin R requirid de una inmersién de 2 dias en una solucién de Cu* para

obtener una absorbancia del get (Complejo: Indicador-Cu®) constante.

En este altimo caso el aumento de la absorbancia fue lineal con tiz, indicando una cinética
limitada por difusion. De hecho, la absorbancia final fue independiente de la concentracion
de Cu® (estos investigadores trabajaron en condiciones de exceso de Cu* respecto del
indicador), sin embargo la velocidad de difusion si dependié fuertemente de la

concentracion del i6n metilico.

s indudable de este reporte que la difusidn juega un papel muy importante en la cinética
de las reacciones entre especies en solucién e indicadores (sensores) atrapados en sol-gel,
aun cuando dichas especies sean relativamente pequefias como es el caso de los iones

inorganicos.

3. Encapsulamiento de una proteina en el sol-gel

Para evaluar la cficiencia de los procedimientos ensayados para el encapsulamiento de
albamina en sol-gel fue necesario disponer de un método analftico que permiticra
cuantificar pequefias cantidades (1g) o concentraciones pg/ml de esta proteina. El método
del reactivo de Folin (método de Lowry) [13] es una combinacién entre los complejos que se
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forman con el reactivo de Biuret y con el reactivo de Folin Ciocalteu, dando un producto
azu! con absorcion a 700 nm. La formacién de los complejos con molibdeno y tungsteno es
atribuida a la presencia de aminodcidos como la tirosina, el triptofano y la cisteina en la
proteina. En primera instancia se forma un complejo chiprico-péptido, el cual despuds
reacciona con ¢l complcjo de fosfomolibdalo, aunque el mecanismo aun permancce sin
clucidacién completa. Este método es 10 veces mas sensible que el método del reactivo de

Biuret [14].

a) Resultados de 1a curva de calibracion de albiimina
En la tabla II.5 sc mucstran los datos de absorbancia obtenidos para las diferentes

concentraciones de albamina en las soluciones de calibracién. Cada solucién fue preparada
por duplicado y sometida al procedimiento descrito en fa seccién experimental (11.3.3.1). Las

diferencias de absorbancia entre réplicas fueron al maximo de 0.5 %.

Tabla IL.5 Variacion de la Absorbancia vs Concentracion de
albimina determinada en un espectrofolometro a 700 nm

Conc. (ug/ml)  Absorbancia promedio Réplicas

] 0.003 2

2 0.035 2

5 0.095 2
10 0.215 2
15 0.324 2
20 0.421 2
23 0.483 2
25 0.510 2
30 ().587 2

En la figura 111.3 se presenta la curva de calibracién obtenida y los datos estadisticos de ésta.
De acuerdo con estos resultados, se observa una relacién lineal entre absorbancia y

concentracién de protefna en el intervalo de 1 a 30 pg/m! estudiado.
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Figura [11.3 Representacion grifica de la variacién de la absorbancia con respecto
a la concentracion de albimina a 700 nm

El intervalo de concentraciones en la curva de calibracion corresponde a un intervalo en
cantidad de albumina de 3 a 90 pg. Por otra parte, los geles preparados fueron dopados con
18, 30 y 60 pg de albimina. Por lo tanto, la curva de catibracion esta prevista para poder ser
utilizada aun en ¢l caso mds desfavorable en que la proteina no quedara encapsulada en el

gel.

b) Cuantificacion de proteina no encapsulada en xerogeles

Los geles dopados con la albimina que fucron secados hasta peso constante, molidos y
empacados en cartuchos se lavaron alternadamente con porciones de 3 ml de agua y de
mezcla metanol-agua 60:40 (v/v). Esto fue con el objeto de cluir la protefra que hubiera
quedado adsorbida superficialmente en el gel y de esta manera determinar la efectividad

rcal del proceso de encapsulamicento.
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Tabla 111.6 Cantidad de proleina presente en el primer lavado, con
agua, de los xerogeles dopados con albimina!

Albtinuna Réplicas  Absorbancia  Cantidad albimina % albumma % Acumutado de
agregada () promedio perdida_(ug) __perdida albimina perdida
18 2 0.066 9.92 55.1 55.1
30 2 0.040 6.12 20.4 204
60 2 0.056 8.467 14.1 14.1

Tabla [11.7 Cantidad de proteina presente en el segundo lavado, con
metanol-agua 60:40 (v/v), de los xerogeles dopados con albumina,
XEROGELES
SEGUNDO LAVADO CON METANOL AL 60%
Albumina Réplicas Absorbancia  Cantidad albumina % albumina % Acunwlado de

agregada (pp) promedio Perdida (ug) perdida albumina perdida
18 2 0.0515 7.80 433 98.4
30 2 (10370 5.68 189 39.3
60 2 0.0305 4.74 7.9 22.0

Tabla 111.8  Cantidad de proteina presente en el tercer lavado, con
agua, de los xerogeles dopados con albimina
XEROGELES
TERCER .LAVADO CON AGUA
Albumina Réplicas  Absorbancia  Cantidad albimina % albununa

% Acumulado de

agregada (ug) promedio Perdida_(ug) perdida albimina perdida
18 2 N.D N.D N.D 98.4
30 2 N.D N.D N.D 39.3
ot 2 N.D N.D N.D 220

Tabla lIL9 Cantidad de proteina presente en el lavado, con metanol-agua 60:40
(v/vide los xerogeles dopados con albumina
XEROGELES
CUARTO LAVADO CON METANOL 60 %
Albumina Réplicas  Absorbancia  Cantidad albimina % albumina % Acunmulado de

agregada (ug) __promedio Perdida (ug) __perdida albumina perdida
18 2 N.D N.D N.D 98.4
30 2 N.D N.D N.D 39.3
60 2 N.D N.D N.D 22.0

En las tablas 11L6 a 1119 sc reporta la cantidad de albdmina detectada en los diferentes
lavados de xerogeles dopados con 18, 30 y 60 pg de albimina. 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 ml. La cantidad reportada de:la albamina no encapsulada, o perdida,

corresponde al promedio de las dos réplicas.

Los resultados obtenidos muestran que la proteina no encapsulada es cluida del cartucho en
los dos primeros lavados. En total, para cada gel preparado hay una pérdida de albiimina
que oscila entre 12 y 18 pg aproximadamente. Esta pérdida no guarda una relacién directa
con la cantidad de albimina utilizada para dopar el gel sino que, contrariamente, cl
encapsulamiento parece ser menos efectivo en el gel con menor cantidad de proteina
agregada. Esto se traduce en una pérdida relativa del 98 % paracl gel dopado con 18 pg de
albumina y de 22 % para cl gel dopado con 60 ug de la misma. De acucrdo con lo
observado, se puede suponer que durante el proceso de preparacion del gel, las moléculas
de proteina agregada tienden a ser expulsadas del interior del sol hacia la superficic,
posiblemente por algtin fenémeno de incompatibilidad entre las cadenas de polimero (5i-O-
Si) en formacion y las grandes moléculas dopantes. Cuando la cantidad de proteina anadida
aumenta, una porcion de dsta no alcanza a ser expulsada y queda atrapada en la red
polimérica. Al producirse la transicion sol-gel, las moldéculas de proteina expulsadas
permanccen adheridas en la superficie del sélido por adsorcion, micntras que la protefna
atrapada en la red queda perfectamente encapsulada en los poros del material formado. La
proteina superficial es facilmente desorbida del gel de silica por los lavados con agua y

mezclas metanol-agua.

Asl este mdtodo de encapsulamiento de biomoléculas en sol-gel no resultd - ser
suficientemente satisfactorio por la pérdida implicita de una porcién no despreciable de la

molécula dopante durante el proceso.

Prucbas cualitativas de la presencia de albiimina en xerogeles
En la seccién precedente se estimé la cantidad de protelna encapsulada en forma indirecta,
cuantificando la proteina no atrapada en el gel y desorbida por los lavados de éste. Dado

que no se encontré algiin método que permiticra cuantificar directamente la protefna
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atrapada cn ¢l solido, se opt6 por realizar Gnicamente una pruceba cualitativa en los geles

empleando el reactivo de Folin.

En [a tabla l1L.10 se reportan los resultados de la prueba realizada en los geles previamenle
lavados, para confirmar que la proteina sc encontrara efectivamente atrapada dentro del
gel.

Tabla 1L10 Prucba cualitativa de la presencia de albdmina en los
xerogeles previamente lavados

Cantidad de proteina I'rucba con Comentarios
agregada al gel (ug) reactivo de Folin
18 Negativo No seobserva color
después de 30 min
30 Positivo Coloracion del gel
después de 30 min
60 Positivo Coloracién mas intensa del gel

despudés de 30 min

Los resultados obtenidos concuerdan con lo esperado segiin los ensayos realizados
previamente. El gel dopado con la menor cantidad de proteina, para el cual se habia
determinado una pérdida del 98 % de albimina en los lavados, dio un resultado negativo
en la prueba con el reactivo de Folin. Los geles dopados con mayor cantidad de albimina,
que de acuerdo con los ensayos anteriores contenian todavia cierta cantidad de proteina
encapsulada, desarrollaron un color café-azul después de percolar el reactivo de Folin a
través de los cartuchos. Esta coloracién fue mas intensa en los geles dopados con 60 pg de

albumina.

c) Cuantificacién de la proteina no encapsulada en hidrogeles

Considerando los resultados obtenidos en el primer proceso de encapsulamiento de
macromoléculas ensayado, se decidié dejar proceder 1a reaccién de policondensacién en el
sol por un tiempo mas largo antes de afadir la molécula dopante. De esta manera, con un
sol mas viscoso, se esperaba que el proceso de expulsién o rechazo de la proteina fuera mas
lento quedando una mayor cantidad de ésta atrapada en la red polimérica. Por otra parte,

para cvitar el fuerte colapso de los poros que se produce durante la etapa de maduracién y
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secado del gel, se optd por suprimir estas ctapas y trabajar con el hidrogel. Al igual queen
el caso de los xerogeles, los hidrogeles dopados con 18, 30 y 60 pg de albiimina.y
preparados por duplicado se lavaron alternadamente con porciones de 3 ml de agua y de

mezcla metanol-agua 60:40 (v/v).

Tabla 11.11 Cantidad de proteina presente en el primer lavado, con agua, de los
hidrogeles dopados con albamina

HIDROGELES
PRIMER LAVADO CON AGUA

Albtimina Réplicas  Absorbancia  Volumendel  Cantidad albimina % albumina
agregada promedio lavado Perdida perdida

(ug) (ml) (g)

18 2 0.070 3 10.57 58.73

30 2 0.036 3 5.53 18.46

60 2 0.060 3 9.04 15.06

Tabla 11112 Cantidad de proteina presente en ¢l segundo lavado con metanol-
agua 60:40 (v/v) de los hidrogeles dopados con alblmina.

HIDROGELES
SEGUNDO LAVADO CON METANOL AL 60 %
Albumina Réplicas  Absorbancia  Volumendel  Cantidad albimina % albumina
agregada promedio lavado Perdida perdida
(1g) (ml) (ug)

18 2 N.D. 3 N.D. N.D.

30 2 N.D. 3 N.D. N.D.

60 2 N.D. 3 N.D. N.D.

En la tabla [11.11 se observa que la cantidad de albamina no encapsulada que se pierde en el
primer lavado con agua es muy similar a la obtenida en ¢l primer lavado de los xerogeles,
lo que confirma que una parte de la proteina no queda atrapada en el material. Sin
embargo, en la tabla [11.12 se muestra que la modificacidn realizada en ¢l procedimiento de
preparacion de los geles (capitulo 11 3.3 b) dio resultados positivos pues ya no se detectd
presencia de proteina en el segundo lavado, ni en lavados ulteriores. La pérdida relativa
fue de 58.7 % para cl gel dopado con la menor cantidad de albimina y de menos de
un 20 % para los geles dopados con mayor cantidad de proteina. Estos resultados
confirman que el encapsulamiento de macromoléculas es mas eficiente cuando el

material se dopa con mayor cantidad de éstas.
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Pruebas cualitativas de la presencia de albimina en hidrogeles

De la-misma forma que en ¢ caso de los xerogeles, se realizo la prucba cualilativa para
confirmar la presencia de proteina en los hidrogeles. En la tabla 11113 sc muestran los
resultados de la prucba realizada a estos geles que fueron previamente lavados. En este
caso, todos los geles desarrollaron una coloracion café-azul después de percolar el reactivo

de Folin a través de los cartuchos.

Tabla 111,13 Prucba cualitativa de la presencia de albimina en los hidrogeles
previamente lavados

Cantidad de proteina agregada al gel Prucba con reactivo de Folin
(ug)
18 Positivo
30 Pasitivo
60 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 g/mol. El producto comercial adquirido aislado de Bacillus Licheniformis, tiene una
actividad de 2.4 U/mg (datos del proveedor). Esta actividad estd definida por el propio

proveedor de la siguicnte mancra (15).

“Una unidad U corresponde a la cantidad de producto que libera 1 mg de
maltosa del almidén en 3 min a pH=6.9 y temperatura de 20°C”

Se prepararon geles dopados con 375 pg de a-Amilasa comercial, lo que de acuerdo con los
datos anteriores corresponde a 0.90 unidades de actividad. Por otra parte si se considera al
producto utilizado como enzima pura, la cantidad agregadaa 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 los hidrogeles
dopados con BSA. Dado que la albumina de suero de bovino (BSA) tiene un peso
molecular de aproximadamente 67,000 g/mol, sc puede establecer que tanto 1a masa como el

niumero de moles de a-Amilasa agregadas a los geles fueron muy superiores a la cantidad




Resweltados y discusion

de BSA que se aitadid a los geles descritos en la seccidn precedente. Por lo tanto, de acuerdo
a las observaciones hechas anteriormente respecto a la pérdida de BSA durante la
preparacion de los geles (del orden de 10 pg), se puede esperar que cn el caso de la a-

Amilasa la pérdida relativa sea despreciable asumiendo un comportamiento similar.

Cabe mencionar que para los geles dopados con enzimas (Catalasa o a-Amilasa) no sc
repitieron los experimentos de determinacion de pérdida de proteina en los lavados. Debido
a que en estos casos ¢l aspecto mas delicado es la preservacion de la actividad de laenzima
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 la enzima libre en solucion.

Para evaluar la actividad de la a-Amilasa libre y encapsulada se opté por scguir la
degradacion del sustrato (almidén) en el tiempo. En efecto, la determinacion cuantitativa de
almidon pucede realizarse por un sencillo método espectrofotométrico. Por otra parte, en
este trabajo no interesa tener una medida muy exacta de la actividad enzimatica sino

comparar la actividad de la enzima libre y encapsulada,

El método utilizado para cuantificar ¢l almidén sc basa en la formacion de un complejo
entre el yodo y la amilosa del almidén que puede detectarse a 595 nm. La intensidad del
color azul del complejo es medida y de esta manera s¢  puede relacionar con la

concentracion del almidén presente.

En presencia de almidén y I, las moléculas de I: forman una larga cadena de 15, (I-I-I-{-1)
que puede ocupar el centro de la hélice de amilosa del almidén. La banda de absorcién

visible de la cadena 1% en la hélice da el color caracterfstico del complejo almidén-yodo [16].

a) Resultados de la curva de calibracién de almidén
En la tabla 111.14 se presentan los valores de absorbancia de los estandares a diferentes
concentraciones de almiddn, utilizados para trazar la curva de calibracién. Cada estandar se

prepard por duplicado y la diferencia de absorbancia entre réplicas fue menor al 3.5 %. La
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figura l1l.4 mucstra la curva de calibracidn y sus correspondicntes parametros estadisticos.
De acuerdo con dstos, se observa una relacion lineal entre la absorbancia a 595 nm y la
concentracién del almidén en el intervalo de 2 a 150 pg/ml estudiado.

Tablalll.14 Variacion de la Absorbancia vs Concentracion de

almidén  en  los  estidndares, determinada en  un
espectrofotémetro a 595 nm

Concentracion Absorbancia Réplicas
( pug/ml) promedio

2 0.014 2

5 0.060 2
10 0.128 2
20 0.250 2
30 0.366 2
50 0.648 2
75 1.014 2
100 1.326 2
150 1.930 2

25 -
iy = 0,0131x - 0,0056
24 RP=09991

1

1,5 4

Absorbancia

¢ promabs. ——pronosticoy

[} 30 60 90 120 150
Conc. mg/ml

Figura 1.4 Representacidn grafica de la variacién de la absorbancia con
respecto a la concentracién del almidén a 595nm

b) Comparacién entre la actividad de la Amilasa libre y la encapsulada
En la figura L5 se representa la variacién de la cantidad de almidén degradado con

respecto al tiempo por la enzima libre en solucidn y la enzima encapsulada en sol-gel
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(hidrogel). En ambos casos se utilizé la misma cantidad de enzima (375 pg) en contacto con

4 ml de buffer fosfatos conteniendo 600 pg de almidén inicial,

Como puede apreciarse, la cindtica de transformacion del almiddn es mas lenta para la

enzima encapsulada. La velocidad o actividad inicial de la enzima fue determinada de la

pendiente de la region lincal de las curvas [17], en ¢l intervalo de tiempo de 0 a 1 minulo

para la enzima libre y entre 0 y 2.5 min para la enzima encapsulada. Los valores se reportan

en la tabla HL15 como pg de sustrato degradado por minuto. Tomando como referencia la

acdlividad inicial de la enzima libre, se establece que la actividad relativa de la enzima

atrapada en ¢l gel es cercana al 20 %,

Almidén degradadoxg)

700

600 -

—— Libre
100 - —a— Encapsulada

0 10 20 30
Tiempo (min)

Figura [11.5 Patrén cinético de la degradacidn de almidén por a-Amilasa libre
y encapsulada en sol-gel (hidrogel)

Tabla 111.15 Valores de actividad inicial determinados para la
misma cantidad de a-Amilasa libre y a-Amilasa encapsulada

a-Amilasa libre a-Amilasa encapsulada
Actividad (ug/min) 379.7 74.5
Actividad relativa (%) 100 19.4

TESIS CON
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La disminucion de actividad de la enzima en el gel puede ser debida a varios factores. Uno
de los mas importantes es sin duda la difusién del soluto a través de la red de micro y
mesoporos interconectados en ¢l gel, hasta alcanzar los poros mayores en donde se
encuentran atrapadas las moléculas de enzima.  Considerando que ¢l almidén estd
constituido por dos cadenas poliméricas, la amilosa (cadena lincal de glucon(i-4)-a-D) v Ia
amilopectina (cadena ramificada de D-glucon con ligaduras principalmente a-D-(1-4) y 4 %
de ligaduras (a-D-(1-6)), cs de esperarse que la velocidad de difusién de este soluto en el
gel sca mucho mas lenta que en solucidn. Por otra parte, ¢l confinamiento de la enzima
dentro de las cavidades en la matriz de silice puede producir ligeras alteraciones on su
estructura conformacional y en sus funciones bioldgicas; ademds, al estar restringida la
movilidad de la biomolécula encapsulada, su respuesta frente al sustrato puede ser mas
lenta. Finalmente, no se puede descartar la posibilidad de desnaturalizacion o inactivacién
de algunas moléculas de enzima durante el proceso de encapsulamiento, debido al contacto
con residuos del precursor (TEOS) no hidrolizado o con el etanol formado en la ctapa de

hidrolisis [5,6].

Sin embargo, cabe mencionar que el proceso desarrollado en este trabajo para el
encapsulamiento de biomoléculas fue diseiado de mancera a minimizar el contacto de éstas
con agentes dafinos. Por una parte, despuds de muchos experimentos infructuosos, se llegd
ala conclusion de que el TEOS era particularmente nocivo para las enzimas y provocaba su
desnaturalizacion. Por ello se buscd llevar la hidrélisis del precursor a un grado lo mas
completo posible antes de afiadir las biomoléculas en el sol. Por otra parte, al agregar buffer
fosfatos al sof antes del dopaje con las biomoléceulas, no solo se logra tener un medio de pH
adecuado para dstas, sino que se promueve una fuerte aceleracién de la reaccién de
policondensacion. Asi, al afiadir la enzima, la gelificacién se produce en un par de minutos
dejando aisladas a las moléculas dopantes en cavidades separadas. En estas condiciones, cl
ctanol presente en ¢l medio no puede provocar la agregacion y consecuentemente la

desactivacion de las moldculas de enzima, como lo harfa si éstas estuvieran en solucién.
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Liu y Chen [18] hacen notar en su trabajo sobre el encapsulamiento de proteinas en sol-gel
que, una vez que la gelacidn ocurre, la velocidad de desnaturalizacion de las biomoléculas
disminuye drasticamente puesto que se cancelan los grados de libertad translacional de

estas entidades, impidiendo que ocurran colisiones o agregacion entre cllas.

Aunque la cinética de transformacion del almidon por la a-Amilasa encapsulada fuc
significativamente mas lenta que la de la enzima libre, los resultados obtenidos son bastante
alentadores considerando ¢l tipo de sustrato tratado y comparando con resultados
reportados en la literatura. Por cjemplo, Dosoretz et. al [19] observaron una cinética dos
ordenes de magnitud mas lenta para la paration hidrolasa encapsulada en sol-gel en
comparacién con la enzima libre. Por su parte Avnir {20], uno de los pioneros del
encapsulamicento de moléeulas diversas en sol-gel, reporta actividades relativas para la
fosfatasa dcida encapsulada que varian entre 1.9% y 56% dependiendo de las condiciones y

aditivos agregados durante el proceso.

c) Comportamieno de geles dopados con a-Amilasa en sistemas en flujo

Para la aplicacion practica de los geles dopados con enzimas, por ejemplo como biosensores,
¢s descable que el material pueda ser utilizado en sistemas en flujo. Ademads, dado el alto
costo o la dificultad para aislar y purificar algunas enzimas, también resulta de sumo interds

desarrollar biomateriales reutilizables.

Aunque la a-Amilasa es una enzima fécilmente accesible y de costo relativamente bajo, se
consideré importante probar el funcionamiento de. los ‘geles dopados- empacados en
cartuchos, percolando a través de cllos una solucién del sustrato en ciclos de operacién

sucesivos.
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90 - O cartuchol B cartucho 2

% Almidon degradado

1 2 3 4 s 0

Namero de ensayo

Figura 116 Representacion grafica del % de sustrato degradade en cartuchos empacados
con gel dopado con a-Annlasa durante ciclos sucesivos de operacion. Antes de los ciclos
Sy 6 el cartucho fue tratado con 2 ml de Tntén 0.6 % (v/v)

Dos cartuchos empacados con geles (= 2. 6 g de hidrogel) preparados independientemente,
se cargaron con 520 pg de almidon disuclto en 4 ml de buffer fosfatos a una velocidad de 0.5
mi/min. £l almidon no degradado se cuantifico en el efluente. En a figura 111.6 se muestran
los resultados del primer ensayo realizado. Como puede observarse, mas del 87 % del
almidén percolado (> 452 pg) fue degradado en los 8 minutos que duré el proceso de carga,
lo que corresponde  a una velocidad promedio de transformacién  del almidén de
aproximadamente 57 pg/min. Aunque esta velocidad es menor que la actividad inicial de la
enzima encapsulada (74.5 pg/min) reportada cn la tabla I11.15, la cantidad de sustrato
degradado es mayor que lo que muestra la curva de la figura I1.5 para el mismo tiempo de

8 minutos (< 350 pg) cn un sistema estatico.

Asi, este experimento demuestra que la enzima encapsulada trabaja més 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 préacticamente idénticos para los dos cartuchos lo que indica que
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el procedimiento desarrollado para la preparacion de los geles dopados permite obtener

materiales con caracteristicas reproducibles.

Despuds 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 mas en
los mismos cartuchos, (Figura 1.6} observandose una ligera disminucioén en la actividad de
la enzima despuds del primer ciclo. De acuerdo con los reportes de la literatura [21] la
pérdida de actividad de una enzima después de un ciclo de operacién puede ser debida a
fa formacién 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 interaccionar nuevamente con el sustrato se recomienda un

tratamiento con tensoactivos.

De acuerdo con lo anterior, se decidid incluir un tratamiento con Tritén X-100 durante la
ctapa de regencracion de los geles. Este tratamiento resulté efectivo pues, como se observa
en la figura 1.6 para el quinto ciclo de operacién de los cartuchos, la actividad de laenzima
se recuperd, acercandose a la actividad inicialmente observada en el primer ensayo. El
lavado con Tritén s¢ volvié a repetir y en el sexto ciclo de operacién se obtuvieron
resultados  idénticos a los del ensayo precedente, es decir, la actividad de 1a enzima

oncnpsulnda s¢ mantuvo constante.

En resumen los resultados reportados en este inciso muestran que los geles dopados con a-
Amilasa operan cficientemente en sistemas en flujo y pueden ser sometidos a miiltiples
ciclos de operacién-regeneracién conservandose practicamente constante la actividad de la

enzima.

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

La enzima Catalasa, oblenida de higado de bovino, tiene un peso molecular de

aproximadamente 240,000 g/mol. El producto comercial adquirido tiene una actividad de

90



< Reswdtados y discusion

2,800 U/mg de sélido 0 4000 U/mg de proteina (dato del proveedor) [22]. Esta actividad s

definida por el proveedor como sigue:

“Una unidad U corresponde a la cantidad de producto que descomponce 1zanol
de H:0:  por minuto a pH=7 y 25 *C ¢n condiciones cn las cuales la
concentracion de H:0: disminuye de 10.3 a 9.2 mM”
Sc prepararon geles dopados con 12 ug del producto comercial, lo que corresponde a 8.4 pg
de proteina y a 33.6 unidades de actividad. Considerando esta cantidad de proteina como

Catalasa pura, los datos anteriores corresponden a un dopaje con 0.035 nmol de enzima.

El procedimiento empleado para preparar eslos geles fue idéntico al utilizado para los geles

dopados con BSA y con a-Amilasa.

Aunque en el presente caso la cantidad de proteina afadida al sol durante la preparacion
de! gel fue considerablemente menor, los resultados obtenidos (mostrados posteriormente)
permiten suponer que una buena parte de la enzima agregada quedd encapsulada. En
efecto, a diferencia de la BSA para la cual se detectd una pérdida sistematica de alrededor
de 10 pg de proteina no encapsulada, en ¢l caso de la Catalasa esta pérdida (si 1a hubo)
debié ser mas pequefa ya que ol producto obtenido mostrod una actividad aceptable.
Probablemente, ¢f tamaiio mas grande de la molécula de Catalasa (cuyo peso molecular es
de 4 veces el de la molécula de BSA) promovié o facilité un mejor y mas completo
encapsulamiento. Cabe sefalar que en otro trabajo de investigacién que se realizé en el
laboratorio encapsulando anticuerpos (.M. 150000 g/mol), no se detecté presencia de
proteina en los lavados del gel recién formado, indicando con ello el encapsulamiento total

del anticuerpo anadido [23).

La actividad de la Calalasa libre y encapsulada se evalud siguiendo la concentracion de
oxfgeno disuelto, producto de la descomposicion del H:0: catalizada por la enzima, en el

tiempo.
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Bl % de O: disuclto, reportado por el aparato utilizado, se transformé a pmol de O

roducido para azo de las curvas cindticas.
producido para el trazo de las curvas cinéticas

lis importante hacer nolar que de acuerdo con la reaccion de catalisis enzimatica, un umol
de O:es formado a partir de la degradacion de 2 pmol de H:02 Por lo tanto la actividad
reportada como “pumol de O:/min” corresponde a la mitad de la actividad expresada como

“nmol de H:O:z/min”.

Por otra parte, en algunos experimentos para los cuales no se pudo contar con ¢l monitor de
oxigeno, o en aquellos donde su uso no resultaba factible (sistema en flujo), la actividad de
la enzima se evalué con base en el sustrato no transformado. La determinacion de H20: se
llev a cabo por medio de una titulacion redox con permanganato, de acuerdo con la
siguicnte reaccion:

+

2MnO; + 61,0, + 6H 2MA + 602 + 8H0

a) Comparacion de la actividad entre la Catalasa libre y encapsulada
En la figura I11.7 se muestra la variacién de la cantidad de oxigeno producido, con respecto
al tiempo, por la descomposicién de H:O: catalizada por la enzima libre en solucién y la

enzima encapsulada en ¢l sol ~gel (gel secado a 4 °C hasta el 50 % de su peso inicial).

Sc utilizé la misma cantidad de enzima libre que la que fue afiadida a los geles (12 pg). En
ambos casos la enzima se puso en contacto con 7 ml de buffer fosfatos conteniendo 12 umol

iniciales de H:0z2 (concentracidn inicial de H:O: de 1.71 mM).

La actividad inicial de la enzima se obtuvo de la pendiente de la parte lineal de las curvas
cindticas, entre 0 y 1 min aproximadamente. Los valores determinados se presentan en la
tabla 11.16 expresados como pmol de Oz (producido) /min. Ademas tomando como base la
actividad inicial de la enzima libre, se calculé la actividad relativa de la enzima

encapsulada.
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Figura I1.7 Palron cindtico de la produccion de O: a partir de
H:0:, catalizada por Catalasa libre y encapsulada en sol-gel.

Tabla IIl.16 Valores de actividad inicial determinados para la misma
cantidad de Catalasa libre v encapsulada en gel, bajo condiciones similares

Enzima Actividad Actividad relativa
(rmaol de O/ min) %
Libre 298 100
Encapsulada 1.03 34.7

Como puede observarse, ¢l encapsulamiento de la Catalasa  reduce su actividad  en
alrededor del 65% con respecto a la de la enzima libre. Esta pérdida de actividad es menor
que enel caso antes presentado de laa-Amilasa (~80 o de reduccion de actividad). El mejor
funcionamiento del gel dopado con Catalasa podria atribuirse a que, en este caso, el
sustrato H:0: es una molécula pequeina que puede migrar mas rapidamente por difusién a
través de los poros del gel, hasta alcanzar las cavidades donde se encuentran atrapadas las
moléculas de enzima. Sin embargo, la reduccién de actividad de la enzima en el gel es
todavia muy significativa, por lo que no puede descartarse la posibilidad de inactivacién o
desnaturalizacidn de algunas moldéeulas de enzima durante la preparacién del gel. También
hay una fuerte probabilidad de que la enzima confinada en las cavidades estrechas no
pucda orientarse rapida 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
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algunas hipdtesis presentadas en la literatura [3,11,18), cuando la macromolécula cs
anadida al sol, se producen un gran niimero de interacciones entre los grupos polares de
aquella y el polimero en formacion. La moléeula dopante actiia como un niicleo o templante
estructural que acelera las reacciones de condensacion y polimerizacion y alrededor de la
cual se desarrolla la red formando una jaula o cavidad cuando ¢l solvente es expulsado de
los poros (durante la maduracién y secado). Las cavidades que contienen biomoléculas
dopantes se contracn conformdndose a las dimensiones del huésped, al mismo liempo la
proteina sufre ligeros cambios conformacionales adaptandose al nuevo microambiente que
la rodea. Aunque se conoce poco sobre la evolucién  estructural del sol-gel o las
interacciones biomolécula-matriz, algunas investigaciones indican que las proteinas
quedan atrapadas en su conformacion nativa  dentro de jaulas rigidas, con restriccion
global de movimicnto pero sin que se afecte totalmente su mocién segmental (p.cj. para
interactuar con solutos). Se supone: [3]) que el interior de la cavidad polimérica esta
templado para conformarse fisica y quimicamente a las caracteristicas superficiales de la
biomolécula, [7] que hay penctracion substancial de segmentos expuestos de labiomolécula
en la estructura polimérica del sol-gel, resultando en diversos grados de inmersion y, [4)
que una capa restringida de disolvente queda atrapada en el poro, entre la proteina y ol
polimero. Dependiendo de lo anterior, las transiciones conformacionales y la rotacion
estardn mds o menos restringidas. Sin embargo, la persistencia de la actividad en las
moléculas encapsuladas indica que, al menos para algunas de ellas, hay suficiente
accesibilidad al sitio activo y suficiente libertad para transiciones conformacionales locales,

lo que permite la entrada, reconocimiento y procesamicento de los sustratos.

b) Pruebas de repetibilidad en la actividad enzimadtica para geles preparados en forma
independiente

En la figura I11.8 y la tabla I11.17 se muestran los resultados obtenidos con 4 geles dopados
con Catalasa (12 ug) 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 difas. En todos

los casos el gel se secd en refrigeracién a 4 «C hasta pérdida del 50 % de su peso inicial.
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Figura 111.8 Curvas cinéticas de 4 lotes de gel dopado con Catalasa, preparados
independientemente

Como se puede observar, las curvas cinéticas de los 4 geles estan traslapadas y la actividad

inicial determinada para la Catalasa encapsulada es practicamente idéntica.

Estos resultados indican que el procedimiento desarrollado para la preparacion de los geles,
incluyendo en este caso la ctapa del secado, conduce a la obtencién de materiales con
caracteristicas muy similares en cuanto a su funcionamiento. Esta cualidad es de suma
importancia para la aplicabilidad de los geles con enzimas encapsuladas como sensores
bioquimicos. En cfecto, Ia excelente repetibilidad en la preparacién de los geles dopados

implica que no serfa necesario reajustar protocolos de trabajo cada que se cambia de lote.

Sin embargo, es necesario precisar que todos los experimentos y estudios realizados en este
trabajo de investigacién se llevaron a cabo con materia prima (enzimas, TEOS, ctc.) de un
solo lote. Por lo tanto, los resultados obtenidos sélo avalan la repetibitidad del proceso de

encapsulamiento.
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Tabla 11117 Valores de actividad inicial de geles dopados con
Calalasa que fucron preparados en dias distintos

Namero de gel Actividad Fecha de preparacion
( pmol de Ox/min)
1 1.04 07/03/2001
2 1L.04 08/03/2001
3 100 09/03/20M
4 101 09/03/2001
Enzimalibre 2.98 (19/03/2001

Un aspecto importante, que también ponen de manifiesto cstos resultados, es la
superioridad de los métodos sol-gel para la inmovilizacidn de biomoléculas y en general de
moléculas delicadas. Hasta ahora, el método mads conocido y utilizado paraeste fin ha sido
la inmovilizacién quimica por formacién de ligaduras covalentes entre la meiccula de
interés y un soporte solido (generalmente silice). Incluso los biomateriales qu- ya han sido
camercializados en los aOltimos afios, estdn basados en la inmovilizaci'n quimica. Sin
embargo, este método es mucho mas delicado, ya que sc requieren una serie de reacciones y
condiciones en las cuales el riesgo de inactivacion de las biomoléculas es muy grande. Por
ello es frecuente observar grandes diferencias en el comportamicnto del biomaterial

producido de lote a lote.

A medida que las investigaciones sobre la inmovilizacion fisica de biomoléeulas en sol-gel
progresen se pondran en evidencia, cada vez mas, las grandes ventajas de este método. Por
cllo es de esperarse que en un futuro cercano reemplazard a los métodos de inmovilizacion

quimica.

c) Comportamiento de la enzima encapsulada en ciclos de operacién sucesivos

La Catalasa es una enzima con un grupo central hemo ligado a un dtomo de Fe, al igual que
la mioglobina y la hemoglobina. Estas enzimas se consideran relativamente frégiles pucs
presentan una alta suceptibilidad a cambios conformacionales o desnaturalizacién. Algunos
reportes de la literatura [7,18] indican que las enzimas una vez encapsuladas se estabilizan

duebido a las restricciones en su movimiento.
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Con ¢l objeto de probar la estabilidad de la Catalasa encapsulada y al mismo tiempo
examinar la posibilidad de reuso de los geles, se preparé un gel dopado con esta enzima (12
pg). el cual se secé a 25 C hasta pérdida del 50 % de su peso inicial. Este gel (ue utilizado
en cuatro ciclos de operacion sucesivos intercalando entre cada ciclo lavados con buffer

fosfatos y con mezcla metanol-agua 60:40 (v/v).

Las curvas cindticas obtenidas en cada ciclo de operacidn del gel se muestran en la figura
119 y la actividad inicial de la Catalasa encapsulada determinada a partir de las curvas se
reporta cn la tabla 111.18. Como referencia se presentan 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 realizé la determinacién oximétrica de manera idéntica a la empleada para los

geles dopados.

Como pucde observarse la actividad de la Catalasa encapsulada disminuye al ser
reutilizado el gel. Sin embargo, esta disminucién no es progresiva, entre ¢l primero y cl
segundo ciclos de operacién la actividad inicial relativa decrece ligeramente, luego cae

drasticamente en el tercer ciclo y se vuelve practicamente nula en ¢l cuarto ciclo.

~— Libre ~#— Ciclo 1 ;

O; producido pmol
w

2 ~t— Ciclo 2 ¥ Ciclo 3 )
! M!
4 Seps e g e L s

0 2 4 6 8 10 12 14 16 1% 20

Tiempo (min)

Fagura 1119 Curvas cindticas de un gel dopado con Catalasa, obtenidas en ciclos de
operacion sucesivos.
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Tabla ItL18 Valores de actividad inicial de un gel dopado con Catalasa en
ciclos de operacion sucesivos.

Ciclos de Actividad Actividad relativa %
operacion (umol de Oxmin}

Enzima libre 298 100
M 0.83 28.1
2¥ 0.78 200
3¢ 0.36 12.0
By 0.07 25
Blanco 0.12 40

Estos resullados pueden ser debidos a una de las siguientes causas:

1) La Catalasa sc desnaturaliza, probablcmen(e durante los lavados, por cl contacto
con la mezcla rica en metanol

2) Despudés de un ciclo de operacion el sitio activo de la Catalasa queda inhibido,
posiblemente por formacién de complejos enzima-sustrato que no se disocian al

lavar ¢l gel con buffer fosfatos y mezclas metanol-agua

Por otra parte, es interesante notar que la actividad relativa en el primer ensayo es de sélo
28.1 %, es decir significativamente mas baja que la obtenida en los incisos anteriores (11L5
(2) y (b)). Esto solo puede explicarse por el diferente método de secado del gel utilizado en

cste experimento.

Para resolver las incégnitas planteadas por los resuliados obtenidos se realizaron otras

series de experimentos que s discuten en los siguientes incisos.

d) Estudio del comportamiento de la Catalasa encapsulada en geles secados por
diferentes mélodos

Con ¢l objeto de conocer la influencia del tipo de secado del material sobre la actividad y
funcionamiento de la enzima encapsulada se prepararon 5 geles dopados con Catalasa (12
ng cada uno). Dos geles se secaron hasta pérdida del 50 % de su peso inicial, uno a

temperatura ambiente (~ 25 «C ) y otro en refrigeracién (4 «C). Los otros tres geles se
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secaron en un liofilizador hasta obtener un sélido con un peso correspondiente al 23 %, al

12 % o al 10 % del peso inicial, respectivamente.

Cabe mencionar que en un ensayo inicial se secd un gel por liofilizacién hasta 50 % de su
peso original; sin embargo, al retirar el material del liofilizador, .éste se rchidrato
rapidamente formando una pasta semiliquida dificil de mancjar. Por.cllo s¢ opté por

realizar un secado mas intenso de los geles en este aparato.

Las curvas cindticas y valores de actividad inicial de los cinco geles secados a diferentes
grados y por diferentes téenicas se presentan en la figura [11.10 y la tabla 111.19 También se

incluyen como referencia los datos obtenidos para la enzima libre y el blanco de reactivos.

Tabla 11119 Valores de actividad inicial cn geles dopados con Catalasa que
fueron secados por diferentes métodos

Tipo de secado Actividad Actividad relativa

(1mol de Oz min) (%)

E. libre 2.84 100.00
25 0.83 292
4 1.02 359
A (23 %) .10 3.50
B (12 %) 0.12 4.20
C (10 %) 0.15 5.20
Blanco 0 0.00

Los resultados obtenidos muestran que la téenica y condiciones de secado ticnen una
influencia fundamental cn la preservacién de la actividad de la enzima encapsulada. La
mayor actividad se presenta en los dos geles que fueron secados sélo hasta pérdida del 50
% de su peso original. En los geles que fueron secados por liofilizacién se perdié casi

totalmente la actividad enzimética.

Se podria entonces concluir que la liofilizacién no es una técnica adecuada para el secado de
geles dopados con biomoléeulas. Sin embargo, es necesario analizar con mas detalle los
resultados y condiciones de los experimentos. El gel con mayor actividad, secado a 4 °C,

tardd en perder el 50 % de su peso entre 3 y 4 dfas. El gel secado a temperatura ambiente
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durd 2 dias para llegar al 50 % de su peso. Los geles secados por liofi

entre el 77 % y ¢l 90 % de su peso en solo 20 min.
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Figura 11110 Curvas cinéticas obtenidas con geles dopados con Catalasa y secados por
diferentes métedos. 25 Candica que el secado del matenal se llevé a cabo a esta temperatura.

4 Csecado en refrigeracion. A secado en un liofilizador hasta la obtencion de w

n 12% del peso

iicial del material. B secado en liofilizador hasta obtener un 10% del peso incial del material.

¢ secado en vl liofilizador hasta obtener el 23% del peso inicial del material

Considerando lo anterior podria proponerse lo siguiente:

1) Para un grado de sccado idéntico, se obtienen mejores resultados, en cuanto a la

preservacién de actividad de la enzima, a medida que la pérdida de liquido se efecttia

de manera més lenta. Esto concuerda con lo reportado por Gill y B

allesteros [7] en su

revision sobre el encapsulamiento de biomoléculas en sol-gel. Ellos mencionan que para

los geles derivados de alcoxisilanos es necesario realizar un secado |

colapso de los poros demasiado rapido y extremo, que podria dafar

cnto para evitar un

a las biomoléculas.

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 fisicas del material, como su




Resultados y discusion

resistencia mecanica y quimica, son mejores cuando éste es secado al estado de xerogel
[7]. Por ejemplo los geles secados por liofilizacion dicron como resultado un material de
alta dureza que al ser molido permitfa obtener un polvo fino y homogéneo, ficil de

empacar pero con muy baja actividad enzimatica.

Por lo tanto es claro que no s la téenica de secado la responsable del menor o mayor grado

de actividad de la enzima sino la extension y la rapidez del secado.

En la literatura se reportan condiciones de secado muy diversas. Algunos autores secan los
biogeles hasta peso constante (xerogeles) ya sea @ temperatura ambiente o en refrigeracion.
Muchos otros sélo sccan hasta ¢l 50 % de pérdida de peso. Otros trabajan con hidrogeles,
cuidando de mantener el material obtenido después de la gelificacion siempre sumergido

en buffer.

El problema de no secar el material completamente radica en que se dificulta su mancjo
fisico. Esto al nivel actual en que se encuentran las investigaciones sobre sol-gel bioactivo
no cs importante, pero si se convertira en una limitante cuando se pretendan ampliar los

campos de aplicacion de estos materiales y hacer un uso mas extensivo de clios.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, no serd fécil encontrar una solucién
al problema planteado. Sistematicamente se observé una pérdida notable de actividad de
las biomoléculas cuando los geles fueron secados a mis del 50 %, incluso a temperatura

ambiente o en refrigeracion.

¢) Medicién de la actividad enzimatica de la Catalasa en un gel usado antes y después de
tratarlo con Trit6n 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 aplicacién y que su uso

se popularice.
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Los geles dopados con Catalasa, a diferencia de los dopados con a-Amilasa, mostraron una
fuerte pérdida de actividad en ciclos sucesivos de operacion, En la literatura [21] se reporta
que la Catalasa forma complejos enzima-sustrato muy fuertes, en particular una especie
conocida como complejo [ que es relativamente estable pero inactivo. Para romper este
complejo se decidio someler a un gel, previamente usado, a un tratamiento con una
solucién del tensoactivo Triton X-100. Se wtilizé un gel dopado con 12 pg de Catalasa y
secado a 4 °C. Despuds de un primer uso, ¢l gel se lavé sélo con buffer y mezcla metanol-
agua 60:40 (v/v) y sc realizé un segundo ciclo de operacion. Posteriormente, se trato con
una solucién de Tritén al 0.6 % (v/v) y se realizd un tercer ciclo de operacion. Los resultados
obtenidos antes (segundo ciclo) y despuds (tercer ciclo) del tratamiento con Tritén se

muestran en la figura [11.11 y la tabla [11.20.
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Figura 11111 Curvas cinéticas obtenidas con un gel dopado con Catalasa en un
segundo y un tercer ciclo de operacidn, intercalando entre ambos un tratamiento
con Tritén X-100

Tabla N1.20 Valores de actividad inicial de un gel antes y
después de un tratamiento con Tritén X-100

Muestra Actividad (pmol de O/min) Actividad relativa %
E.libre 294 100.00

Gel sin tritén 0.830 28.2

Gel con tritén 1.68 57.1
blanco 0.079 2.68
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Como se puede observar, ¢l tratamiento del gel con Triton tuvo un cfecto notable. La
actividad de la Catalasa encapsulada no solo se recuperd sino que se incrementd

significativamente.

En efecto para los geles secados a 4 °C la actividad relativa (respecto a la enzima libre)
oscila entre 33-35 % cn el primer uso del gel; en un segundo ciclo de operacion, la actividad
relativa determinada (tabla [11.20) cayd hasta 28.2 %. Despuds del tratamiento con
tensoactivo, la actividad relativa subié a 57 % lo que significa un incremento de

aproximadamente 70 %, respecto a lo obtenido en el primer ciclo.

De este resultado se pueden deducir varias conclusiones. Primero, ¢s obvio que la Catalasa
encapsulada no se desnaturaliza ni por el uso en ciclos de operacion repetidos, ni por los
lavados con mezclas ricas en alcohol. En segundo lugar, se comprucba que durante su
funcionamiento catalitico la enzima tiende a formar complejos con el sustrato que la
inactivan temporalmente; sin embargo, los complejos logran ser disociados y la enzima
liberada por medio de un tratamiento con tensoactivo. Finalmente, ¢l aumento de actividad
solo puede explicarse considerando que, durante el proceso de encapsulamiento, algunas
moldéculas de enzima quedan fuertemente ligadas a la pared del poro por interacciones con
los silanoles de superficic; esto puede bloquear su sitio activo y/o su mocién local
impidiendo o restringiendo ol acceso del soluto. Al parecer, el Tritén también puede

romper estas interacciones y liberar la enzima dejandola funcionalmente activa.

Es importante hacer notar que una actividad relativa del 57 % en una enzima inmovilizada
sc puede considerar como un resultado excelente. Asi mismo, la posibilidad de reuso de

geles dopados con una enzima fragil, como la Catalasa, es un logro notable.

f) Comportamiento de geles dopados con Catalasa en sistemas en flujo
Para estudiar el comportamiento de los geles dopados con Catalasa (12 pg) en sistemas en
flujo se empacaron dos geles, preparados independientemente, en cartuchos. En este caso,

los geles se trabajaron con una cantidad de perdxido de hidrégeno més alta (70 umol) que la
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que se usd en los ensayos previos en operaciones en bulto (12 umol). El 1H:0: disuelto en 5
ml de buffer fosfatos se percolo a través de los cartuchos a un flujo de 0.5 ml/min, ¢s decir

en 10 min totales.

Sc efectuaron primero tres ensayos, regenerando los cartuchos entre cada operacion
tunicamente con buffer fosfatos. En la figura 11112 se mucstra que el % de sustrato
degradado disminuye progresivamente en cada ciclo de operacién, pasando desde
aproximadamente 90 % hasta 47 %. El comportamiento observado es practicamente
idéntico en los dos cartuchos. Posteriormente sc realizaron tres cnsayos mas pero
intercalando un lavado del cartucho con solucién de Tritén durante la etapa de

regeneracion.

100 ~ - - - 0
90 4
80 A
70 A
60 ~
50
40 4
30 4
20 4
10

0

O cartucho1 cartucho 2

%o de sustrato degradado

Ensayos

Figura 111.12 Representacion grafica del % de 1:0: degradado en cartuchos

empacados con gel dopado con  Catalasa durante ciclos sucesivos de operacién.

Despuds del tercer ciclo se incluyd un tratamiento con ‘Iritdn X-100 durante la ctapa

de regeneracion
Como puede observarse en la figura 111.12, el tratamiento con Tritén permitié recuperar
una parte de la actividad perdida, incrementandose el % de sustrato degradado hasta ~65

[,
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%. Ademas, en eslas condiciones, la actividod ‘de los geles se mantuvo ' practicamente

constante durante los ciclos de operacidn consecutivos.

Con cstos resultados se comprueba que los geles dopados con Catalasa pueden’ ser
reutilizados en maltiples ciclos de operacion, manteniendo una actividad casi constante si
entre cada ciclo se lava el gel con una solucién de un tensoactivo. Estos geles se pueden

emplear lanto en sislemas estaticos como en sistemas en flujo.

Por otra parte, considerando los resultados de los tltimos ensayos en la figura 11112 (65 %
de sustrato transformado), sc determina una tasa de reaccién de 45.5 pmol de H:O, en 10
minutos, o sca 4.55 umol/min en promedio, o bien 2.275 umol O: (producido)/min Esta
actividad s mayor que la de la enzima encapsulada en un gel idéntico (secado a 4 © C)
trabajado cn sistema estatico (Tabla 111.16), lo cual podria parccer légico ya que en el caso de

los cartuchos la concentracion del sustrato en la solucion percolada fue 5 veces mayor.

Sin embargo, como se discutig en el capitulo [ seccidn 2.1.1, Ia velocidad inicial 0 actividad
de la enzima aumenta con la concentracion de sustrato hasta alcanzar un valor constante
(Vmax) caracteristico de la enzima y probablemente de su entorno. El valor de actividad
reportado en la Tabla HI1.16 para la enzima encapsulada corresponde de hecho a Vmax
(como sc demostrara en la siguiente seccion), por lo que el resultado obtenido en los
cartuchos no puede explicarse con base en la mayor concentracién del sustrato en la

solucién utilizada en estos experimentos.

De hecho, no se tiene ninguna explicacidn satisfactoria para el fenémeno observado y tan
solo se puede confirmar que las enzimas encapsuladas trabajan més eficazmente cn
sistemas en flujo que en sistemas cstaticos, como lo demuestran claramente los resultados
obtenidos. Cabe mencionar que en la literatura no se han reportado experimentos similares
a los aqui realizados, en particular la comparacién de la capacidad enzimatica de biogeles

trabajados en sistemas estaticos y dinamicos.
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6. Determinacion de las constantes de Michaelis para la Catalasa libre y encapsulada

Para este estudio se asumicron como validos los postulados establecidos para aplicar ol
tratamiento cinético de Michaelis -Menten a los resultados obtenidos con la Catalasa libre y
la encapsulada. En efecto, se considerd que tanto en la solucién como en el gel existia una
poblacién  homogéneamente repartidas de moldeulas  activas. Ademds, dadas las
concentraciones de enzima (3.5 x 10 -5 pmol en 7 ml =5 x 10 -3 uM) y de sustrato (20-1700
M) usadas en los experimentos se cumple con una relacion sustrato: enzima > 1000. El
tnico 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 Catalasa puesto que se

requirio el tratamiento con Tritdn para reactivar los geles usados.

De las curvas oximétricas obtenidas para cada concentracién de sustrato se determing la
velocidad inicial y se calcularon los reciprocos, tanto para los experimentos con la enzima
libre (Tabla 111.21) como con la enzima encapsulada (Tabla 111.23). Las correspondientes
grificas (v) vs (concentracion) y (1/v) vs (1/concentracion) se muestran en las figuras [1.13 a

11L.16.

Tabla 111.21 Datos de la concentracién de sustrato y de la velocidad
inicial para la Catalasa libre

[H:0:] 1 1/1H:=0.] /v
(1M) (umol /min) (uM) (kmol/min) -
20 1.2 0.05 0.833
100 2.1 0.01 0.476
500 27 0.002 0.370
1000 2.8 0.001 0.357
1700 2.98 0.0005 0.335

*velocidad inicial de produccién de oxigeno

Tabla I11.22 Pardmetros cnzimiticos de la Catalasa libre.
Pendiente = KeyVmas = 9.768 uM (umol/min)
Km = pendiente x Vi = 27.89 uM
Interseccion= 0.350 { pmol/min) -
Vma = 1/ interseccidn = 2.855 pmaol/min.
Cantidad de Catalasa’ =3.5 x 10 -5 umol
K a = (Vma/pmol de Catalasa®) = 81,564 (min)
* Considerando datos del proveedor de la enzima.
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Tabla 111.23 Datos de 1a concentracidn de sustralo y de la
velocidad inicial para la Catalasa encapsulada

{H:0:] v 1/[H:0:) i
(uM) (pmol/min) (uM) {umol/min}t
20 0.35 0.05 2.85
100 0.80 om 1.25
500 0.90 0.002 .1
1000 0.97 0.001 1.03
1700 1.03 0.0006 0.97

* velocidad inicial de la produccion de oxigeno
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Figura H1.13 Representacion grafica de la velocidad inicial (umol de Oz / min)
vs la concentracidn de sustrato (H:z02 ;M) para la Catalasa libre
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084,
074"
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y.=9,7681x +0,3503

1R? = 0,9927
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) i_/H,O, (umolar)’

Figura lll.M:chrcscnlacidn grafica de v frente a 1/]11:0:] para la

obtencién de los pardmetros cindticos de la Catalasa libre
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Figura lIL.15 Representacidn grafica de la velocidad inicial (umol de Ox/min) vs la
concentracién de sustrato (1{:0: uM) para la Catalasa encapsulada
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Figura 111.16 Representacion grafica de 1/ v frente a 1/ [H:0z] para la

obtencion de los parametros cindticos de la Catalasa encapsulada

De acuerdo con el método de Lineweaver-Burk:

1/v = 1/Vma + ( Km/Vaa)x(1/s)

las grdficas (1/v) vs (1/s) corresponden a una recta, si el comportamicnto de la enzima es

Michaeliano. La ordenada al origen y la pendiente de esta recta permiten calcular las

constantes cindticas de la enzima. Por otra parte, si la concentracién o cantidad de la enzima

utilizada en la reaccién catalitica es conocida, es posible calcular un importante pardmetro

cinético conocido como constante catalitica (K <) 0 actividad especifica de la enzima:

K e (Min) -1 = (Vo / E)

donde E es la concentracidén o cantidad de enzima y V. estd expresada como

concentracién de sustrato (o producto) por minuto respectivamente.
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Las figuras 111.14 Y 111.16 muestran que en las condiciones experimentales empleadas, ¢l
comportamienta de la Catalasa libre y encapsulada ¢s Michacliano por lo que es posible
estimar los parametros cinéticos de la enzima (Tablas 11.22 y 111.24). La constante catalitica
se calculé de acuerdo con los datos del proveedor de la enzima y considerando que toda la
proteina contenida en el producto corresponde a Catalasa. Ademas se asumic que en el

proceso de encapsulamiento no hubo pérdida de proteina.

Tabla [11.24 Pardametros enzimadticos de la Catalasa encapsulada
Pendiente = Knm/Vmus = 34.49 pM (umol/min) !
Km= pendiente X Vima = 38.76 M
Interseccion = 0.967 (umol/min) -
Veae = Lnterseccion = 1034 pmol/min
Cantidad Catalasa “ = 3.5 x 10% pmol
& o (Vuws / pmol de Catalasa’) = 29,540 (min)

*Considerandao datos del proveedor de la enzima y encapsulamicnto total de ésta

Comparacién de los parimetros de la enzima libre y encapsulada
La comparacion de los parametros de la enzima libre y la enzima encapsulada muestra lo

siguiente, tablas 111.22 y 111.24:

Km (libre) < Km (encapsulada)

Vaae (libre) > Veus (encapsulada)

K . (libre) > K u (encapsulada)
Esto indica que la enzima libre requiere una concentracién menor de sustrato que la enzima
encapsulada para legar en cada caso a la mitad de su respectiva velocidad méaxima de
operacién. Se considera que csto es debido a restricciones difusionales de sustratos y
productos en el gel. La presencia de pequeiios poros e incluso de “cucllos de botella” en los
grandes poros del gel puede reducir significativamente los coeficientes de difusién de
sustratos y productos en la matriz de la silica. Sin embargo cabe hacer notar que el K de
la enzima encapsulada es sélo 1.38 veces el Kmde la enzima libre. En la literatura (19,24,25)
se han encontrado diferencias mucho més grandes entre los Km de enzimas encapsuladas y
libres (2.1 a 6 veces mayor el K de la enzima encapsulada respecto a la libre). Lo anterior

permite concluir que ¢l proceso desarrollado en este trabajo para el encapsulamiento de
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biomoléculas  permite obtener un gel con mejores: propicdades para el transporte de

sustratos y productos a travds de la matriz polimérica.

Por otra parte, Vma y Kea stdn 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 relacién entre Kea de la enzima encapsulada y la Kea de [a
enzima libre es de 36.2 % lo que corresponde bastante bicn con los valores reportados en
secciones anteriores para geles secados hasta el 50 % de su peso a 4 +C (actividad relativa

32-36 %),

kn la literatura se reportan muy diversos valores en cuanto al % de actividad relativa de las
enzimas encapsuladas respecto a las enzimas libres. Al parecer {24] algunas enzimas son
mas resistentes que otras y preservan mejor su actividad durante cl proceso” de
encapsulamiento. Desafortunadamente no sc encontraron reportes sobre la actividad

relativa de la Catalasa encapsulada en sol-gel.
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Se implementd y optimizoé la téenica de preparacion de materiales dopados por ¢l
proceso del sol-gel, para la inmovilizacion de pequenas moléculas organicas y de

biomoléculas, mediante su encapsulamiento en los poros de una matriz de silica.

El rendimiento de la reaccién para la obtencién del sol-gel, medido por la cantidad

de material obtenido, depende fuertemente del pH en la mezcla reaccionante.

Bajo condiciones estequiométricas del precursor (Tetraetoxisilano) y el agua, el
rendimiento se incrementé a medida que aumenté la concentracién de HCI
(catalizador) en la mezcla. La rapida hidrélisis del precursor acompaiada de una
lenta condensacién en medios muy dcidos favorecié una alta tasa de hidrdlisis y

una mdxima incorporacién de las especies hidrolizadas al polimero en formacidn.

Los vidrios sol-gel dopados con indicadores acido-base (fenolftaleina y negro de
eriocromo T ) respondieron reversiblemente a cambios de piH en la solucién externa,
aunque con una cinética mas lenta que la que presentan los mismos indicadores
cuando se encuentran en solucion. El material dopado, una vez seco y molido puede
ser guardado por largo tiempo y utilizado posteriormente (ya sca a granel o
empacado en cartuchos) sin que se altere su capacidad de respuesta. Esto pone en

cvidencia que:

a. Una fraccién importante de la sustancia dopante quedé permanentemente
atrapada en los poros del vidrio preparado. '
b. Las moléculas encapsuladas conservan su reactividad qufmica. Por lo tanto,
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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Los vidrios sol-gel dopados con indicadores metalocrdmicos  (o-fenantrotina y
negro de eriocromo T) presentaron una cindtica de respuesta excesivamente lenta
por lo cual no es factible su uso como sensores de cationes metalicos en el estado
actual. En efecto aunque los indicadores quedaron encapsulados sin perder su
funcionalidad quimica, el transporte de los cationes metdlicos a través de la matriz
de silice fue sumamente lento. Este problema requicre de un estudio mas profundo
para poder proponer condiciones que permitan a futuro dar un uso practico a este

tipo de materiales.

El fruto mas relevante de este trabajo es sin duda la metodologia desarrollada para
cl encapsulamiento de biomoléculas en sol-gel, la cual ha demostrado ser de
aplicacion general, no solo para enzimas sino también para otras macromoléculas

bioldgicas.

Sec demostré que los geles dopados con enzimas pueden ser utilizados en ciclos de
reaccion  sucesivos con una minima pérdida de actividad. Sin embargo,
dependiendo de la naturaleza de la enzima puede ser necesario un lavado del biogel
con una solucion de surfactante no idnico después de cada ciclo, para reactivar la

enzima.

También se demostro la reproducibilidad de lote a lote en las propiedades

(actividad) de los biogeles preparados.

Por todas las caracteristicas mencionadas, es evidente que los biogeles desarrollados
en este trabajo pueden ser propuestos para su aplicacién como biosensores. Asf, esta
aportacion contribuye al progreso en el interesante campo de 1a inmovilizacién de

biomoléculas y sus posibles multiples aplicaciones.
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9.

Por otra parte, en otro trabajo que se realizé en el mismo laboratorio, se pudo
caracterizar ¢l material obtenido en las mismas condiciones eon las cuales se
desarrollo en cste trabajo. La tdéenica utilizada para cste propasito fue la de
microscopia dptica, la cual dio la siguicnte informacidn: las particulas tienen un
tamafio dc 10 a 20 um tanto para cl dgel seco coma para ¢l hidrogel.sféricas con
tamanos de poros superficiales de 4 a 7 micras. Por la técnica de termoporometria se
obtuvierron los siguiente datos: un volumen poroso que tiene 2 intervalos, cl
primero va de 4.1 a 8 nm ocupando un 20% de todo ¢l volumen de una particula,
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 particula.

TESIS CION
FALLE wo onilill

116



	Portada
	Índice
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Objetivos
	Capítulo I. Generalidades y Antecedentes
	Capítulo II. Desarrollo Experimental
	Capítulo III. Resultados y Discusión
	Conclusiones



