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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La contaminacion atmosférica es un grave problema y ha generado una serie de impactos
en todos los ecosistemas. Las regiones industrializadas son los principales lugares
afectados, en donde la emision de gases, principalmente generada por la utilizacion de
combustible de fosiles, ha llevado a un aumento en la concentracion de compuestos

toxicos en la atmdsfera [1, 2].

Una de las consecuencias de las emisiones de gases de combustion es la lluvia acida, la
cual es principalmente una mezcla de acido sulfarico y &cido nitrico. La lluvia &cida se
origina por la reaccién de 6xidos de azufre y nitr6geno, provenientes de la combustion de
combustibles fésiles, con el agua atmosférica produciendo acidos que bajan el pH de la
lluvia. Las precipitaciones pluviales &cidas ocasionan la acidificacién del suelo y cuerpos
de agua, afectando seriamente los ecosistemas. Ademas, este fendbmeno de la lluvia
acida puede tener también algunos efectos indirectos sobre la salud de los seres
humanos. Durante las ultimas dos décadas se ha realizado un esfuerzo para reducir la
acidificacion de los ecosistemas terrestres y acuaticos. En muchos paises se ha legislado
para disminuir los niveles de los precursores de la lluvia acida que se encuentran
principalmente en el petréleo, mediante los procesos de refinamiento del mismo. Estos
precursores son compuestos que contienen atomos de azufre y nitrégeno en su
estructura. Las legislaciones de todos los paises son cada vez mas estrictas en cuanto a
los niveles de azufre permitidos en los combustibles fésiles. La remocion del azufre
contenido en los combustibles derivados del petrdleo es muy costosa, y en algunos casos
no factible por medio de los procesos convencionales de refinaciéon. La utilizacion de
nuevas tecnologias, no convencionales, ha cobrado importancia ya que podrian mejorar la
eficiencia del refinamiento en términos energéticos y reducir el impacto ambiental de los
procesos. Dentro de estas metodologias no convencionales que puede ser introducido a

la industria del refinamiento del petr6leo se encuentran los procesos biotecnoldgicos [1, 2]



1.1. Desulfuracion de los combustibles fésiles

1.1.1. Hidrodesulfurizacion

La tecnologia de refinaciéon del petréleo esta ahora en un periodo de transicion, ya que la
demanda de este y sus productos han mostrado un crecimiento en los ultimos afios,
mientras que la disponibilidad de crudos ligeros disminuye drasticamente. Es por esto
que las refinerias tienen que implementar procesos que les permitan refinar crudos cada
vez mas pesados, siendo su principal preocupacién convertir el combustible pesado en
productos livianos. Los crudos pesados contienen constituyentes indeseables tales como
asfaltenos, azufrados, metales pesados y compuestos nitrogenados. Por lo tanto
encontrar procesos para la remocién de estos compuestos es de vital importancia para la

industria petrolera [3]

El mejoramiento de la calidad del petréleo y sus residuos comienza con la introduccién del
proceso de hidrodesulfurizacién. Inicialmente la meta era solo la desulfurizacion pero en
los ultimos afos los procesos fueron adaptados para obtener ademas un 10-30% de
conversion parcial, con el propdsito de alcanzar la desulfurizacién y obtener fracciones

livianas al mismo tiempo, aumentando la severidad en las condiciones de operacién [3].

Generalmente la remocién de organoazufrados de los combustibles fésiles es dificil,
debido a que el azufre solo puede ser separado de la molécula organica cuando ciertos
enlaces quimicos son rotos. El rompimiento de tales enlaces requiere altas temperaturas
y presiones. Una de las actuales tecnologias para reducir azufre es conocido como la
hidrodesulfurizacion (HDS). En la hidrodesulfurizacién, el atomo de azufre en los
compuestos azufrados es reducido a H,S sobre catalizadores como CoMo/Al,O; o
NiMo/Al,O; en la presencia de gas H,. El &cido sulfhidrico generado es luego
cataliticamente oxidado a azufre elemental. Dependiendo del tipo de hidrocarburo y el
grado desulfurizacion, la hidrodesulfurizacién puede ocurrir a 200-425°C y 150-250 psi en
atmosfera de H,. Para alcanzar bajas concentraciones de azufre (<15 mg/kg)

temperaturas mas altas y de presion son requeridas [4].

La hidrodesulfurizacion del petroleo crudo para obtener un producto con bajo contenido de
azufre requiere un reactor de volumen grande, tiempos largos de proceso y entradas
sustanciales de hidrogeno y energia. La tecnologia de la hidrodesulfurizacién tiene varios

problemas de proceso, lo cual limita su utilidad: a) la aplicacion de condiciones extremas
2



para desulfurizar compuestos refractarios que resultan en la deposicién de coque sobre
los catalizadores; b) la exposicion de fracciones del crudo a varias condiciones incluyendo
temperaturas arriba de 360°C, lo que disminuye el valor combustible del producto tratado;
c) el proceso de hidrodesulfurizacion necesita grandes inversiones de capital y/o tiene
costos operacionales méas altos; d) el H,S que es generado envenena el catalizador y
acorta su vida media util; e) la hidrodesulfurizacién es afectada por los componentes en la

mezcla de reaccion tales como heterocomponentes organicos e hidrocarburos aromaticos

[5].
1.1.2. Biodesulfurizaciéon

La biodesulfurizacion es frecuentemente considerada como una alternativa potencial al
proceso de hidrodesulfurizacién convencional usado en las refinerias. En este proceso,
los microorganismos remueven compuestos organoazufrados de las fracciones del
petroleo sin degradar el esqueleto de carbono de los compuestos organoazufrados [5].
Los atomos de azufre forman de 0.5 — 1% del peso seco de la célula bacteriana por lo
tanto los microorganismos requieren azufre para su crecimiento y otras actividades
biolégicas. EIl azufre generalmente est4 en la estructura de algunos cofactores de
enzimas (tales como Coenzima A, tiamina y biotina), aminoacidos y proteinas (cisteina,
metionina, y puentes disulfuro). Algunos microorganismos pueden consumir el azufre en
compuestos tiofénicos tales como el dibenzotiofeno y asi reducir el contenido de este en
el combustible [4]. Como se menciond previamente, la hidrodesulfurizacion puede ser
usada para desulfurizar combustibles pesados, pero no lleva a una significante
disminucién en el peso molecular. Una combinacién de tecnologias es necesaria para
dirigir tanto la remocién de heteroatomos y la disminucién en el peso molecular para
mitigar los problemas ambientales y obtener el mejor producto [6]. La combinacién de la
hidrodesulfurizacién y la biodesulfurizacion puede reducir el contenido de azufre en el
diesel de 3358 a <20 ug g-1 [5]. EIl primer microorganismo que mostré ser capaz de
romper selectivamente los enlaces carbono-azufre en los combustibles crudos, carbon y
en un amplio rango de componentes modelo, resultando en una remocion selectiva de
azufre y la retencion del carbén y valor calorifico, fue Rhodococcus erythropolis IGTS8
(ATCC 53968) [6].



Ademéas de la opcién de desulfurizacion microbiana, la desulfurizacion enziméatica
representa una alternativa promisoria para los proceso biotecnoldgicos aplicados a la
industria del petréleo. EI uso de microorganismos requiere el mantenimiento de la
magquinaria celular completa para regenerar los cofactores y llevar a cabo la
desulfurizacién. Ademas los microorganismos requieren una fase acuosa para lograr la
remocion del azufre, mientras que las enzimas son capaces de funcionar en medios con
bajo contenido de agua. Cierta cantidad de agua unida a la proteina es esencial para
permitir suficiente flexibilidad de la molécula para ejecutar la catalisis [7].

Existen ventajas y desventajas entre los dos tipos de desulfurizacion biolégica, las cuales

se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 1 Caracteristicas de proceso de la desulfurizacion enziméatica y metabdlica [7]

Desulfurizacién enzimatica Desulfurizacion metabdlica
Actividad en sistemas de bajo contenido de Actividad en fase acuosa
agua
Actividad a altas temperaturas mayores a Inactivacion a altas temperaturas
100°C
Actividad en sistemas toxicos Sensible a toxicos
Actividad solo sobre compuestos Necesita fuente de carbono
organoazufrados
Tiempo de vida depende de la estabilidad Sistema catalitico autogenerado
de la molécula

Es importante tener en cuenta que aunque la eliminacién de azufre no es alcanzada en un
solo paso enzimatico, la transformacion mediada por la enzima de componentes que
contienen azufre puede facilitar su remocion [7]. En el estudio de Ayala et al. (1998) se
evaluo la actividad de la enzima CPO (Cloroperoxidasa) del hongo Caldariomyces fumago
en diesel primario, en donde se demostr6 que la mayoria de los compuestos
organoazufrados presentes en el combustible fueron significativamente oxidados

aumentando considerablemente los puntos de ebullicion de los mismos (llustracion 1)[8].
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llustracion 1. Perfiles de microdestilacion de diesel primario no tratado y enzimaticamente
tratado. FID Flame ionization detector (detector general). FPD Flame photometric
detector (detector selectivo para azufre) CPO (Cloroperoxidasa) [8]

El proceso de desulfurizacién enziméatica presenta varias ventajas sobre la desulfurizacion
metabdlica, lo que lo hace una alternativa interesante para complementar las
metodologias tradicionales. Es por esto que la evaluacién de diferentes enzimas para tal
propésito ha cobrado importancia dentro del area de la biotecnologia.

1.2 BIOCATALISIS EN SOLVENTES ORGANICOS

El agua es una de las moléculas més importantes para la vida; s6lo en presencia del
agua puede existir la vida. Todas las moléculas organicas necesarias para la vida son
producidas por la actividad catalitica de las enzimas en presencia de agua. Las enzimas

son catalizadores altamente especificos que funcionan tipicamente en reacciones bajo
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condiciones suaves. Esto también puede ser considerado como una desventaja, ya que
muchos compuestos comercialmente importantes son insolubles y/o inestables en agua.
Esos compuestos organicos deben ser sintetizados en solventes organicos. Es por esto
que cuando un sustrato es insoluble en agua, lo mejor es llevar a cabo la reaccion en
presencia de un solvente organico, ya que la tasa de reaccion se aumenta cuando el
sustrato se ha solubilizado. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las enzimas como
todas las proteinas, mantienen su estructura conformacional a través de interacciones
hidrofilicas e hidrofébicas. En medio acuoso, los dominios hidrofilicos entran en contacto
con el agua, mientras que los dominios hidrofébicos se pliegan hacia el interior de la
molécula. Es por esto que cuando se agrega un solvente organico y se reduce la
polaridad del medio que rodea a la enzima, los dominios hidrofébicos pueden tender a

dispersarse, resultando en un desplegado de la molécula [9].

La biocatalisis en sistemas no acuosos ha experimentado un desarrollo importante
durante la ultima década, y numerosas reacciones han sido introducidas y optimizadas
para aplicaciones sintéticas. En contraste a la enzimologia en medio acuoso, las
biotransformaciones en solventes organicos ofrecen ventajas industrialmente atractivas,
tales como cambios drasticos en la enantioselectividad de la reaccién, la reversion del
equilibrio termodinamico de las reacciones de hidrélisis, y resistencia a la contaminacion

bacteriana [10].

Una aplicacién potencial de la catalisis bioquimica es la que se puede dar en los procesos
de refinacion de la industria del petréleo. Los procesos biotecnol6gicos pueden ser
considerados tanto como una tecnologia alternativa o complementaria a las tecnologias

de refinacién convencionales [1].

1.3 PEROXIDASAS EN LA TRANSFORMACION DE COMPUESTOS
ORGANOAZUFRADOS

Como se mencion6 anteriormente, el petréleo contiene niveles significantes de sulfuros
organicos y compuestos tiofénicos y el contenido de azufre varia en un intervalo de 0.2 a
6% en peso dependiendo del depdsito [1]. En general, el uso de combustibles fosiles

para energia y materia prima durante el ultimo siglo ha sido el origen de la contaminacién



ambiental y dichos contaminantes son considerados como un riesgo potencial para la
salud debido a sus posibles actividades carcinogénicas y mutagénicas [11]. La demanda
de combustibles fésiles bajos en azufre se ha intensificado debido al aumento de los
estandares regulatorios para reducir los niveles de 6xidos de azufre en las emisiones
atmosféricas. La disponibilidad de crudos con esta caracteristica, a su vez, se ha
dificultado debido al agotamiento de fuentes de facil acceso a combustibles crudos
convencionales y ligeros, y por el alto costo de los procesos fisicoquimicos de
hidrodesulfurizacion [8].

Como se menciond previamente, el uso de microorganismos para la biodesulfurizacion ha
sido propuesto como una alternativa para la reduccion del contenido de organosulfurados
de los combustibles fosiles. Se han reportado diferentes cepas de microorganismos
aerdbicos capaces de remover no selectivamente sulfuros por una ruta degradativa de
naftaleno, tales como Pseudomonas sp. y Arthrobacter sp. Por otro lado, la remocion
selectiva de sulfuros ha sido reportada por una ruta que involucra la conversion de
dibenzotiofeno (DBT) a 2-hidroxifenil (2-HBP) y sulfato. La cepa mas estudiada en este
aspecto ha sido Rhodococcus IGTS8. Finalmente, Desulfovibrio desulfuricans M6 es el

mejor organismo encontrado en la desulfurizacién anaerdbica [6].

Sin embargo, como también se menciond, la desulfurizacion microbiana tiene dos
problemas principales, por un lado requiere una fase acuosa para llevar a cabo su
actividad y por otro lado la biocatalisis microbiana debe tener una amplia especificidad por
sustrato debido a los varios componentes organosulfurados presentes en el petréleo. De
acuerdo a esto, una alternativa seria el uso de enzimas en vez del microorganismo

completo [8].

Existen una serie de enzimas que han mostrado la habilidad de oxidar tiofenos y
compuestos organosulfurados in vitro: citocromos P450, ligninoperoxidasas,
lactoperoxidasas, CPO y la HRP. Ademas, algunas hemoproteinas no enzimaticas son
capaces de realizar la oxidacién de DBT, tales como la hemoglobina, citocromo ¢ y

microperoxidasa [8].

Estudios recientes han indicado que la CPO, una hemoproteina glicosilada secretada por
el hongo Caldariomyces fumago, es capaz de desulfurar el Diesel [12]. Desde el

descubrimiento de esta enzima a principios de los 60s, varias facetas de su actividad
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catalitica se han dilucidado. Después de la activacion del centro férrico hemo por un
hidroperéxido, la CPO puede llevar a cabo una amplia variedad de reacciones oxidativas,
gue incluyen actividades peroxidasa, catalasa, halogenasa y cierto tipo de actividad
monooxigenasa [13].

Existen otras como la peroxidasa de rabano blanco (HRP) que pertenece a la clase Il de
las peroxidasas de las plantas. Sus caracteristicas comunes incluyen Fe(lll) protoporfirina
IX como grupo prostético, residuos cataliticos conservados, un solo triptéfano (Trp 117), 4
puentes disulfuro, 2 sitios de unién a calcio localizados de manera distal y proximal al
hemo y 8 glicanos. La HRP-C es la peroxidasa mas ampliamente estudiada, tiene
muchas aplicaciones biotecnoldgicas, debido a su alta estabilidad y actividad. Las
peroxidasas han sido, ademas, el objeto de numerosos estudios, incluyendo el
diagndstico clinico y la bioremediacion [14].

De acuerdo a esto, estas enzimas son blanco de evaluacién para biocatalisis en solventes
organicos, es por esto que en este trabajo se busca evaluar su comportamiento en

medios organicos.

Para el presente trabajo se escogieron las proteinas cloroperoxidasa, peroxidasa de
rabano blanco y citocromo con el fin de disefiar y caracterizar biocatalizadores que
puedan funcionar en medios organicos. Se inmovilizaron o se conjugaron las enzimas y

se evalu6 su actividad catalitica en solventes organicos.

1.3.1. Cloroperoxidasa

La cloroperoxidasa de C. fumago (CPO) es una hemo glicoenzima extracelular de 42 kDa
que contiene ferriprotoporfirina IX como grupo prostético. CPO exhibe un amplio espectro
de reactividades quimicas; incluso se piensa que in vivo funciona principalmente como
una cloroenzima dependiente de perdxido, ademas tiene actividad peroxidasa, catalasa y
reacciones tipo citocromo P450 de deshidrogenacion [7]. La capacidad de CPO de
realizar esas diversas reacciones la hacen una de las méas versétiles de todas las
hemoproteinas conocidas. Estructuralmente, CPO es Unica pero comparte caracteristicas
tanto con las peroxidasas como con las enzimas citocromo P450. CPO es reactiva a pH
bajo, con un pH éptimo de 2.8 [15]. Esta enzima ha mostrado ser mas activa que otras
peroxidasas, incluyendo la lignino peroxidasa de P. chrysosporium, en la oxidacion de

hidrocarburos aromaticos policiclicos [8].



llustracion 2. Estructura de la cloroperoxidasa del hongo C. fumago. Fuente: Protein Data
Bank, 1-CPO

1.3.2. Peroxidasa de rabano blanco

La HRP es una importante enzima que contiene un grupo hemo y que ha sido estudiada
por més de un siglo. Esta enzima pertenece a la clase Il (“clasicas” plantas secretoras de
peroxidasas) de la superfamilia de peroxidasas de plantas, la cual incluye peroxidasas
originarias de bacterias, hongos y plantas. La isoenzima C comprende un solo polipéptido
de 308 residuos de aminoacidos, contiene dos diferentes tipos de centros metalicos,
hierro (lll) protoporfirina (IX) (usualmente referida como el “grupo hemo”) y dos atomos de
calcio. Ambos son esenciales para la integridad estructural y funcional de la enzima [16].
La HRP ha sido estudiada para el desarrollo de aplicaciones practicas en la sintesis de
productos naturales y sintesis quimica fina, diagnéstico clinico y biorremediacion.
Estudios realizados previamente han utilizado a la HRP para la oxigenacion de

organosulfidos [17, 18].

Los avances que se dieron entre los periodos de 1920 a 1945 permitieron demostrar la
presencia del hemo y los carbohidratos como componentes de la HRP. El énfasis en las
importantes contribuciones que la investigacion ha hecho sobre esta peroxidasa ha

permitido el entendimiento de las enzimas peroxidasas en general [16].



llustracién 3. Estructura de la Peroxidasa de rabano blanco. Fuente: Protein Data Bank,
1HCH

1.3.3. Citocromo ¢

Los Citocromos ¢ son parte de los sistemas de transporte de electrones que conservan la
energia. En sistemas vivos la actividad no catalitica de Citocromo c¢ ha sido descrita. La
habilidad de esta proteina para actuar como un catalizador in vitro ha sido revisada. A
este respecto se ha reportado la peroxidacion de lipidos, el rompimiento de hidroperoxido,
la hidroxilacion de 4-nitrofenol y la oxidacién de acido butirico 2-ceto-4-tiometil en
presencia de peroxido de hidrogeno. La actividad peroxidasa de citocromo ¢ ha sido
ademas demostrada por la oxidacion de varios donadores de electrones incluyendo ABTS
(2,2’-azino-bis (3- etilbenztiazoline-6-acido sulfénico) y 4-amino-antipirina. Ademas, al
igual que las reacciones oxidativas de Citocromo P450 tales como N- y O-demetilaciones,
S-oxidaciones y epoxidacion de olecdfinas, también son catalizadas por la proteina
Citocromo c, libre e inmovilizada en la presencia de peroxido de hidrogeno u otros
hidroperéxidos organicos [7]. Como con el Citocromo P450, el Citocromo ¢ ha sido usado
como biocatalizador en la oxidacién de tiofenos y organosulfidos para formar sulfoxidos.
Los sustratos arométicos del Citocromo c interaccionan con el grupo hemo como ligando y
no como un sustrato [19]. El Citocromo c presenta varias ventajas para su uso como un
biocatalizador: el grupo prostético hemo est4 covalentemente unido a la proteina; esta
propiedad puede ser importante para la catélisis en presencia de solventes organicos, ya

gue el Citocromo c no pierde su grupo hemo catalitico en esos sistemas, mientras que las
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peroxidasas si. El Citocromo ¢ es activo sobre un amplio rango de pH. La oxidacion
dibenzotiofeno es realizada de pH 2 a pH 11. Es también capaz de realizar reacciones
biocataliticas a altas temperaturas como 120°C, con una actividad maxima a 80°C.
Finalmente, el Citocromo ¢ no es costoso. El costo y la estabilidad son los dos factores
principales para la biocatalisis a gran escala [19].

llustracion 4. Estructura de la Peroxidasa de rabano blanco. Fuente: Protein Data Bank,
1LC1

1.4. INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Por casi 50 afios, numerosos esfuerzos han sido dedicados al desarrollo de enzimas
inmovilizadas insolubles para varias aplicaciones. Las enzimas inmovilizadas tienen
varios beneficios sobre sus equivalentes solubles; primero, la reutilizaciéon de
biocatalizadores heterogéneos, reduccion del costo de la produccion por el reciclaje

eficiente y el control de los procesos [14].

Comparado con las enzimas libres, las enzimas inmovilizadas son mas robustas y mas
resistentes a los cambios ambientales. Estas pueden ser inmovilizadas por una variedad

de métodos, los cuales pueden ser en general clasificados como fisicos, donde las
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interacciones débiles entre el soporte y la enzima existen, y los quimicos, donde los

enlaces covalentes son formados con la enzima [20].

Las enzimas inmovilizadas han sido usadas ampliamente para sintesis y bioanalisis,
incluso a nivel industrial. Es importante tener en cuenta que a pesar de que su USO es
bastante popular, presenta ciertas desventajas, entre ellas una disminucién en la actividad

biolégica debida a dos factores:

a. El procedimiento de union:

En principio la absorcion e inmovilizaciéon por bioafinidad, suelen ser procedimientos méas
suaves, pero en el acoplamiento quimico, la enzima puede estar sujeta a fuertes
condiciones de reaccion y de pH extremo. El acoplamiento quimico lleva a modificaciones
en los residuos de la superficie de la enzima, lo que puede provocar cambios

conformacionales, contribuyendo a una disminucion en la actividad de la enzima [21].
b. Limitacion de transferencia de masas

Disminucién de la disponibilidad de moléculas de enzima dentro de los poros del soporte.
Y por otro lado, algun posible impedimento estérico por parte del soporte, incluso si la
molecula de la enzima esta sobre la superficie del soporte, lo que lleva a una lenta

difusién del sustrato [21].

1.4.1. Tipos de soportes parainmovilizacion de enzimas

Las propiedades de las enzimas inmovilizadas son gobernadas por las propiedades tanto

de la enzima como del material de soporte.

La interaccion entre las dos conlleva a unas propiedades fisicoquimicas y cinéticas
especificas que pueden ser decisivas para su aplicacion practica. Es por esto que la
eleccién del soporte es decisiva para el perfil operacional de la enzima inmovilizada. Se
sabe que no hay un soporte universal para todas las enzimas, sin embargo, se debe tener
un numero deseable de caracteristicas comunes Utiles a todas las enzimas para ser
considerado como un candidato para la inmovilizacién [20]. Existe una gran variedad de

materiales que poseen distintas propiedades que le pueden conferir al biocatalizador
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diferentes caracteristicas, entre los cuales se encuentran polimeros sintéticos organicos,

biopolimeros o solidos inorganicos.

1.4.2. Polimeros sintéticos

Las resinas acrilicas tales como el Eupergit C son ampliamente usadas como soportes.
El Eupergit C es un copolimero macroporoso de N,N"-metileno-bi-(metacrilamida), glicidil
metacrilato, alil glicidil éter y metacrilamida con un promedio de tamafio de 170 um y un
diametro de poro de 25 nm. Este compuesto es altamente hidrofilico y estable quimica y
mecénicamente sobre un rango de pH de 0 a 14. Este une proteinas mediante la
reaccion de sus motivos oxiranos, a pH neutral o alcalino, con los grupos amino libres de

la enzima para formar enlaces covalentes [22].

1.4.3. Polimeros naturales

Una variedad de biopolimeros, principalmente polisacaridos insolubles en agua tales
como la celulosa, el almidén, la agarosa, el quitosano y proteinas tales como gelatina y

albdmina han sido ampliamente usadas como soportes para inmovilizar enzimas [22].

De la amplia variedad de soportes para inmovilizacion, organicos e inorganicos, naturales
0 sintéticos, la quitina y en especial el quitosano son de interés ya que ofrecen muchas
ventajas tales como alta afinidad a proteinas, disponibilidad de grupos reactivos
funcionales para dirigir reacciones con enzimas y para modificaciones quimicas,
hidrofilicidad, estabilidad mecanica y rigidez, facil preparacibn en diferentes
configuraciones geomeétricas que le proveen al sistema permeabilidad y un area
superficial adecuada para la biotransformacion [20]. La quitina es el principal
constituyente de las conchas de los crustaceos, el exoesqueleto de los insectos y las
paredes celulares de hongos, donde ésta provee rigidez y estabilidad, y se estima que es
sintetizada y degradada en la biosfera en una enorme cantidad de al menos 10 x 10°
toneladas cada afio. Quimicamente, la quitina esta compuesta de unidades 2-acetamido-
2-deoxi- B—D-glucosa (o N-acetil-D-glucosamina) unidas por enlaces B (1-4) formando asi
una cadena larga de polimeros lineales. EIl quitosano es el principal derivado de la
quitina, es obtenido por N-deacetilacion en distinta medida, por ende este es un
copolimero de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina. Este compuesto es insoluble en
agua a pH neutro, pero la presencia de grupos amino lo hace soluble en soluciones

acidas por debajo de un pH 6.5 [20]. A pH bésico los grupos amino del quitosano llegan a
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estar desprotonados y el polimero es insoluble en medio acuoso, formando un gel o
precipitado [23]. Es por esto que el quitosano puede ser definido como una quitina
suficientemente deacetilada para formar sales de aminas solubles, es decir que el grado
de deacetilacién necesario para obtener un producto soluble esta entre un 80% y 85% o
mas alto [20]. El quitosano puede ser modificado al interaccionar con otros biopolimeros,
tales como gelatina, alginato y carragenina (un hidrocoloide extraido de algas marinas
rojas). Estas interacciones pueden formar geles hibridos, ya que el alginato, la gelatina y
la carragenina tienen grupos que son cargados negativamente a pH neutral y pueden
interaccionar con los grupos amino cargados positivamente del quitosano, formando asi
una red interna diferente [23]. El quitosano esta clasificado como un polimero inteligente,
debido a la propiedad que tiene de responder al estimulo del pH, es decir de solubilizarse
en pH &cido y precipitarse en pH por encima de 7. En un estudio previo se report6 la
conjugacién de la lacasa de Coriolopsis gallica con quitosano, y este conjugado presento
un comportamiento de respuesta al pH. El conjugado fue soluble a un pH de maxima
actividad de la lacasa. Ademas, la conjugacién de la enzima con el quitosano la estabilizé

a pH extremos, tanto pH acidos como a pH basicos [24].

1.4.4. Soportes activados con grupos epéxidos para inmovilizar enzimas

Los soportes activados con grupos epoéxidos son casi ideales para realizar la
inmovilizacion de las proteinas y enzimas a escala tanto de laboratorio como
industrial[25].

Estos soportes activados son capaces de formar enlaces covalentes muy estables con
diferentes grupos de las proteinas (aminos, thioles, fendlicos). Hay reportes de
procedimientos de inmovilizacion sin efectos negativos sobre la estabilidad de algunas
enzimas. Sin embargo, generalmente es aceptado que la estabilizacion deberia ser
alcanzada si la inmovilizaciéon de cada molécula de enzima ocurre a través de varios
residuos, principalmente si los grupos reactivos en el soporte estan apartados de su
superficie a través brazos espaciadores cortos. De esta manera, todos los residuos de la
molécula de enzimas involucradas en la inmovilizacidbn tienen que preservar sus
posiciones relativas casi completamente sin afectarse durante algin cambio
conformacional promovido por calor, solventes orgédnicos o cualquier otro agente

distorsionante [25]. Pero también se considera que la union de las proteinas por muchos
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residuos de aminoacidos al soporte puede generar una inactivaciéon de la misma por

deformaciéon de su estructura.

1.4.5. Modelo propuesto de inmovilizacién “Sistema tricomponente”

Para el desarrollo de este trabajo proponemos el disefio de un sistema tricomponente
compuesto por un soporte hidrofébico, una proteina con actividad peroxidasa y un

compuesto hidrofilico que le aporte al sistema un ambiente hidratado.

|

llustracién 5. Modelo sistema tricomponente
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2. HIPOTESIS

Mediante el disefio y preparacién de un sistema tricomponente, en donde la enzima se
encuentre inmovilizada en un soporte hidrofobico y recubierta por un polimero hidrofilico,

se podra mantener la enzima cataliticamente activa en sistemas de solventes orgénicos.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Disefar y caracterizar biocatalizadores para la oxidaciéon de compuestos organoazufrados

en medios organicos.

3.2. Objetivos especificos

o Disefar tres biocatalizadores, constituidos por un soporte hidrofobico, una proteina
con actividad peroxidasa y un biopolimero hidrofilico.

o Caracterizar los biocatalizadores en términos de actividad y estabilidad en

solventes organicos.

o Estudiar el desempefio del mejor de los biocatalizadores en la oxidaciéon de

compuestos organoazufrados en solventes organicos.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Disefio de un biocatalizador tricomponente para desulfuracion en
medios organicos

A 4

Proteinas con actividad peroxidasa
-Peroxidasa de rabano blanco
-Citocromo c
-Cloroperoxidasa

l

caracter hidrofébico polietilenglicol

Inmovilizacion sobre soportes inertes de Construccion de bioconjugados con quitosano y

1 |

Determinacion de viabilidad

1

-Caracterizacion en términos de actividad en
medios organicos en la oxidacidn de sustratos
organoazufrados
-Estabilidad en medios organicos
-Termoestabilidad
-Caracterizacion cinética

La estrategia experimental estd basada en la construccion de biocatalizadores
tricomponente, es decir una proteina inmovilizada sobre un soporte hidrofébico vy
recubierta por un polimero hidrofilico que le permita mantenerse cataliticamente activa en
presencia de solventes organicos. Para ello se plante6 el uso de un material plastico
inerte de caracter hidrofobico sobre el cual se inmovilizaran covalentemente las proteinas.
Alternamente como parte de la estrategia experimental se construirdn bioconjugados
basados en quitosano los cuales consisten de la unién covalente del quitosano, un
polimero hidrofilico a la enzima. Adicionalmente, el uso de polietilenglicol en los
bioconjugados previamente elaborados con quitosano es con la idea de mantener el

objetivo de tener un biocatalizador tricomponente que presente caracteristicas tanta
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hidrofilicas como hidrofébicas, y partiendo del caracter anfifilico del polietilenglicol se
cumple con este objetivo, Una vez construidos los biocatalizadores se evaluaran en
términos de actividad en solucidon acuosa, y posteriormente su actividad en solventes
organicos usando un sustrato modelo azufrado. También se determinara su estabilidad
en términos de temperatura y su estabilidad en presencia de solventes orgénicos.
Finalmente se determinara los parametros cinéticos del biocatalizador.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos y enzimas

La cloroperoxidasa usada en estos experimentos proviene de la cepa UAMH 11925 del
hongo C. fumago de “The University of Alberta Microfungus Collection and Herbarium”.
Fue purificada de acuerdo a la metodologia reportada [26] hasta un R; de 1.34. La HRP
utilizada para los ensayos (tipo X), asi como el Citocromo ¢ de corazén de caballo fueron
obtenidos de SIGMA-ALDRICH.

Los reactivos monoclorodimedona, guaiacol, cloruro de pinacianol, peréxido de hidrogeno,
hidrocloruro de 1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil) carbodiimida, 1,6- hexandiamina, solucion
de glutaraldehido al 50%, MES (2[N-Morfolino] &cido etanosulfénico), Polimero poli-
(etileno-co-metil acrilato-co-glicidil metacrilato) y quitosano fueron obtenidos de SIGMA-
ALDRICH. El fosfato de sodio dibasico, fosfato de sodio monobésico y acetato de sodio
trinidratado fueron adquiridos de J.T. BAKER. El &cido acético glacial fue obtenido de
MALLINCKRODT vy el Diclorometano de FERMONT. Membranas de nylon de poro de
0.45 ym y 25 mm de diametro fueron obtenidas de WHATMAN.

5.2. Equipos

En los experimentos donde se midié la absorbancia se usaron los espectrofotometros
Beckman modelo DU-650 y Perkin Elmer Precisely Lambda 25 UV/VIS. Las
cromatografias de permeacion en gel se llevaron a cabo, ya sea en un sistema de
cromatografia atmosférica EconoSystem de Bio-Rad® utilizando una columna de
Sephacryl-200 de 40 mL, y un flujo de 1 mL/min, o en un sistema de HPLC Waters
Corporation (MA USA) utilizando dos columnas de permeacion en gel conectadas en
serie Ultrahydrogel linear (7.8 x300 mm) y Ultrahydrogel 500 (7.8 X 300 mm) con un
indice de exclusion de 0.5-10000 KDa. El eluyente usado fue nitrato de sodio 0.1M pH 5.0
y el flujo de 0.8 mL/min; la temperatura del sistema fue de 35°C y los detectores utilizados
fueron: Detector Shodex Differential refractometer y Detector UV Waters (190-300 nm).
La cromatografia en fase reversa se llevo a cabo en un sistema de HPLC, y se usé una
columna Hypersil C;3 ODS 5 pm 2.1 x 100 mm; las condiciones usadas fueron de 0.5

mL/min a una longitud de onda de 255 nm.
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Los lavados y concentracion de las enzimas se llevaron a cabo en una celda de
ultrafiltracion (Amicon, Inc) utilizando membranas con un tamafio de poro 10,000 Da,
30,000 Da y 50,000 Da.

5.3. Construccion de soportes activados con grupos epoxidos.

La construccion de las laminas de polimero se hizo solubilizando las perlas de Poli
(etileno-co-metil acrilato-co-glicidil metacrilato) en diclorometano. Se pesaron cantidades
de aproximadamente 0,8 gramos de polimero y se mezclaron con 10 mL de
diclorometano. Se utilizaron frascos de vidrio de 15 mL y se dejaron en agitacion suave
durante toda la noche, para permitir una disolucion completa y homogénea. Una vez
solubilizado el material se dispenso en una caja de petri de vidrio para la formacion de
una capa delgada de polimero y se dejo secar por 24 horas, finalmente se cortaron

laminas de 1 cm?.

5.4. Inmovilizaciéon directa sobre soportes activados con grupos epéxidos [Poli

(etileno-co-metil acrilato-co-glicidil metacrilato)].

En un frasco de vidrio de 4 mL con tapa se colocé una lamina de polimero y se le agrego
1 mL de solucién de enzima 10 uM, buffer fosfato de potasio 60 mM, pH 6.0. La reaccién
se llevé a cabo durante toda la noche en agitaciébn suave en refrigeracion (cuarto frio).
Pasado el tiempo de incubacién se hicieron lavados de la lamina con 4 mL de buffer de
fosfatos [27, 28]. Antes de la inmovilizacién se midié concentracién de la proteina inicial,
y luego de la inmovilizacion se midié6 concentracion a la soluciéon de enzima residual y a

los lavados para asi determinar la cantidad de enzima inmovilizada.

5.5. Inmovilizaciobn con hexandiamina mediante carbodiimida sobre soportes

activados con grupos epoéxidos.

En un frasco de vidrio con tapa de 4 mL se colocé una lamina de polimero y se le agregé
2 mL de hexandiamina al 10%, esta reaccion se dejé por 24 horas en agitacién suave a
temperatura ambiente [29]. Pasado el tiempo se lavdo con buffer MES pH 5.0.
Posteriormente se prepar6 un 1mL de solucién de cada una de las proteinas en buffer

MES pH 5.0 a una concentracién de 10 uM y que contenia 8 mg de EDC (carbodiimida).
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Esta preparacion se colocé en el frasco con la ldmina previamente activada con
hexandiamina, y se dejé reaccionar por 5 horas a temperatura ambiente en agitacién
suave. Finalmente se hicieron lavados con buffer de fosfatos. Antes de la inmovilizacion
se midio la concentracién de la proteina inicial, y luego de la inmovilizacion se midio
concentracion a la solucion de enzima residual y a los lavados para asi determinar la

cantidad de enzima inmovilizada.
5.6. Inmovilizacién sobre membranas de Nylon mediada por glutaraldehido.

En vasos de precipitado de 10 mL se incubaron las membranas de Nylon (membranas
con un poro de 0.45 um y 25 mm de didmetro Whatman) con 2 mL de HCI 2.9 M por 2
horas a 37°C. Pasado el tiempo de incubacién, cada membrana se lavé profundamente
con agua destilada y luego con buffer de fosfato 60 mM, pH 6.0. Posteriormente, se puso
la lAmina de Nylon en 2 mL de glutaraldehido al 2.5% preparado en buffer de fosfatos pH
8.0 a 20°C por 15 minutos. Se hicieron lavados con agua destilada y buffer de fosfatos,
pH 8.0. Seguido a esto se incubd la ldmina con 2 mL de solucién de enzima HRP 10 uM
a 4°C durante toda la noche en agitacibn suave. Se hicieron lavados con buffer de
fosfatos 60 mM, pH 6.0, y se recogieron para medir concentracion de proteina
posteriormente. Una vez activada la ldmina con la enzima se incub6 por 30 minutos a
temperatura ambiente en 12 mL de NaBH, 0.1 M preparado en buffer de fosfatos 60 mM,
pH 6.0. Finalmente se lavé la lamina de Nylon exhaustivamente con agua destilada,
luego NaCl 1.0 M preparado en buffer de fosfatos 60 mM, pH 6.0 que contenia 0.5% v/v
de Triton x-100. Esta reaccion se dej6é 24 horas a 4°C y en agitacién suave. Pasado este
tiempo se lavé con agua destilada y buffer de fosfatos 60 mM, pH 6.0 [30].

5.7. Determinacién de cantidad de enzima o proteina inmovilizada.

Para determinar la concentracion de proteina en cada una de la inmovilizaciones, se
empled el método de Bradford con una curva estandar de albumina de suero bovino
(BSA). Se preparé la muestra de proteina en 800 uL de buffer de fosfatos 60 mM, pH 6.0
y se afiadieron 200 uL del reactivo de BIO-RAD®. Después de una incubacion de 5
minutos se ley6 la absorbancia a 595 nm. También se midi6é concentracion de acuerdo a
la absorbancia de la banda SORET, 400 nm para la CPO, 409 para la Citocromo c y 403
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para la HRP. Se utilizaron los siguientes coeficientes de extincion molar para cada una de
las proteinas; £€=75.3 mM™cm™ a 403 nm para la CPO [31], €=106.1 mM'cm™ a 410 nm
para el citocromo ¢ [32] y €105 mM™cm™ a 403 nm para la HRP [33].

5.8. Determinacién de actividad enziméatica de los biocatalizadores.

Para la CPO se usaron las siguientes condiciones: La mezcla de reacciébn comprendia
3500 pL de buffer de acetatos 60 mM, pH 3.0, 400 pL de KCI 200 mM, 80 uL de
monoclorodimedona 5 mM y 20 pL de perdxido de hidrogeno 200 mM. La reaccion se
llevd a cabo colocando el biocatalizador en un vial de vidrio de 4 mL, con la mezcla
anteriormente mencionada. La reaccion se inicié con la adicién del peroxido, se determin6
la desaparicion de la monoclorodimedona midiendo la absorbancia a 278 nm, cada
minuto, tomando temporalmente 1 mL de la reaccién, la mezcla de reaccién se mantuvo

en agitacién constante.

Para la citocromo ¢ se usaron las siguientes condiciones: 3500 pL de buffer de fosfatos
60 mM, pH 6.0, acetonitrilo 360 uL, cloruro de pinacianol 40 uL y 20 uL de peréxido de
hidrogeno 200 mM. Se midié la desaparicion del cloruro de pinacianol midiendo la
absorbancia a 603 nm. EIl procedimiento de medicién fue igual al mencionado para la
CPO.

Para la HRP se llevé a cabo la siguiente mezcla: 3855 uL de buffer de fosfatos 60 mM, pH
6.0, 124 pL de guaiacol 160 mM y 20 uL de perdxido de hidrogeno 200 mM. Se midio la
aparicion de producto a una longitud de onda de 470 nm. El procedimiento de medicion
fue igual al mencionado para la CPO.

5.9. Modificacion quimica de la cloroperoxidasa con quitosano mediada por

etilencarbodiimida.

La reaccion de modificacién con quitosano se realiz6 empleando la relacion de excesos
molares de 1000 para quitosano, 500 para carbodiimida y 1 para la enzima. En la
reaccion se colocaron 45 nmoles de CPO (106 pL de una concentracion de 4.25 x 10™ M)
y se adicionaron 22430 nmoles de carbodiimida (0.0043 gramos) y 44981 nmoles de

quitosano (0.8 gramos de una solucion de quitosano al 1% pH 5.0). La reaccién se dejo
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en agitacion suave durante 4 horas a temperatura ambiente y posteriormente se hicieron
3 lavados en el Amicon con una membrana de 50,000 Da con buffer de fosfatos 60 mM,
pH 5.0 [24]. También se realiz6 una preparacion de conjugacién pero previamente se
lavé y concentré la enzima con buffer MES. La concentracion inicial de la enzima para
esta conjugacion fue de 4.67 x 10° M, y se le adicion6 23 pmoles de ECD y 5 mmoles de
una solucién de quitosano al 1% pH 5.0. La reaccién se dejo en agitacion suave durante 4
horas a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de reaccion se realizaron dos lavados
con buffer de fosfatos 60 mM, pH 5.0 en una celda de ultrafiltracion (Amicon) con una
membrana de 50,000 Da.

5.10. Modificacion quimica con quitosano mediada por etilencarbodiimida de

Peroxidasa de rabano blanco.

La reaccion de modificacién con quitosano se realizdé en un volumen de 1 mL de enzima,
utiizando la misma relacion de excesos molares mencionada anteriormente en la
modificacion de la CPO. La proteina fue previamente lavada y concentrada con buffer
MES. La concentracion inicial de la proteina fue de 9.36 x 10 M, a la cual se adicion6 47
pmoles de ECD y 9.3 mmoles de una solucién de quitosano al 1% pH 5.0. La reaccién se
dejé en agitacion constante durante 4 horas a temperatura ambiente. Pasado el tiempo
de reaccién se realizaron dos lavados con buffer de fosfatos 60 mM, pH 6.0, en una celda

de ultrafiltracién (Amicon) con una membrana de 50,000 Da.

5.11. Modificaciéon quimica del citocromo ¢ de corazén de caballo con quitosano

mediada por etilencarbodiimida.

La reaccion de modificacion se llevé a cabo en un volumen de 1 mL de enzima, utilizando
la misma relacion de excesos molares mencionados previamente. La proteina fue
inicialmente lavada y concentrada con buffer MES. La concentracion inicial de la proteina
fue de 1.40 x 1 0" M, a la cual se adicion6 70 pmoles de ECD y 14 mmoles de una
solucion de quitosano al 1% pH 5.0. La reaccion se dejo en agitacion constante durante 4

horas a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de reaccién se realizaron dos lavados
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con buffer fosfato 60 mM, pH 6.0 en una celda de ultrafiltracion (Amicon) con una
membrana de 30,000 Da.

5.12. Modificacién quimica del conjugado con quitosano con polietilén glicol

activado con aldehido.

La modificacion del conjugado se llevd a cabo mediante la adicion de polietilén glicol
activado con aldehido (PEG-CHO) al conjugado con quitosano. Esta reaccion se llevé a
cabo para las tres proteinas previamente conjugadas, CPO, HRP y citocromo c de
corazon de caballo.

5.12.1. Modificacion del conjugado CPO-quitosano (cloroperoxidasa) con polietilén

glicol activado con aldehido.

Para llevar a cabo la modificacion, se puso un exceso molar de 1000 de PEG-CHO
teniendo en cuenta que la relacion seria de 1 molécula de PEG por cada residuo de
glucosamina del quitosano. De esta manera se puso 154 umoles de PEG-CHO con 65%
de pureza a 1 mL de conjugado, y se adicioné 100 umoles de NaBHs;CN. Las reacciones
se llevaron a cabo a pH 5.0 0 a pH 7.0, y se dej6 durante 2 horas en agitacion constante.
Posteriormente se hicieron 3 lavados en una celda de ultrafiltracion con una membrana de
50,000 Da.

5.12.2. Modificacion del conjugado HRP-quitosano (Peroxidasa de rabano blanco)

con polietilén glicol activado con aldehido.

Teniendo en cuenta que el pH inicial era de 6.0, y el volumen de reaccién era de 1 mL, se
colocd 47 uL de NaOH 1M para llevar la reaccion a pH 8.0. Se adicioné 72 umoles de
PEG-CHO con 65% de pureza y 47 umoles de NaBHsCN. La reaccion se llevé a cabo por
dos horas y posteriormente se hicieron lavados con Buffer fosfato pH 6.0 60 mM en una

celda de ultrafiltracion (Amicon) con una membrana de 50,000 Da.

5.12.3. Modificacion del conjugado Citocromo c-quitosano con polietilén glicol

activado con aldehido.

Partiendo de un pH inicial de 6.0 y un volumen inicial de 1.7 mL, se adicion6 80 pL de
NaOH 1M para llevar la reaccion a pH 8.0. Se usaron 108 umoles de PEG-CHO con 65%

de pureza y 70 pmoles de NaBH;CN. La reaccion se llevé a cabo por dos horas y
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posteriormente se hicieron lavados con buffer fosfato 60 mM pH 6.0 en una celda de

ultrafiltracion (Amicon) con una membrana de 30,000 Da.

5.12.4. Modificacién del conjugado cloroperoxidasa-quitosano con polietilen glicol

activado con cloruro ciandrico.

Partiendo de una preparacion de CPO-Q a pH 5.0, se ajusté el pH a 6.0 con buffer
fosfatos de potasio pH 6.0. Posteriormente se adicioné 45 pumoles de PEG activado con
cloruro ciandrico. La reaccion se llevé a cabo por dos horas en agitacién y a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo de reaccion se hicieron lavados con buffer fosfato pH 5.0 60
mM en una celda de ultrafiltracién (Amicon) con una membrana de 50,000 Da.

5.13. Determinacién de actividad enziméatica antes y después de modificacion

quimica de proteinas.

Cloroperoxidasa: Se midi6 la actividad halogenasa espectrofotométricamente utilizando
como sustrato 5 mM de monoclorodimedona en buffer acetatos 60 mM pH 3.0 y KCI 200
mM. La reaccion se inicié con la adicion de 1 mM de H,0O, La actividad se estimo
espectroscopicamente a una longitud de onda de 278 nm y € = 12.2 mM™cm™ [34]. Se
determiné la actividad especifica, la cual esta definida como los umoles de sustrato
transformados por pmoles de enzima en un minuto bajo las condiciones de reaccion

descritas anteriormente.

Peroxidasa de rdbano blanco: Se midi6 la actividad peroxidasa
espectrofotométricamente utilizando como sustrato 160 mM Guaiacol en buffer fosfatos
60mM pH 6.0. La reaccion se inicié con la adicion de 1 mM de H,O, La actividad se
estimé espectroscopicamente a una longitud de onda de 470 nm y £ = 26.6 mMcm™ [35].
Se determiné la actividad especifica, la cual esta definida como los pmoles de sustrato
transformados por umoles de enzima en un minuto bajo las condiciones de reaccién

descritas anteriormente.

Citocromo c: Se midi6 la actividad peroxidasa espectrofotométricamente utilizando como
sustrato cloruro de pinacianol, en buffer fosfatos 60mM pH 6.0. La reaccién se inici6é con
la adicion de 1 mM de H,O,, La actividad se estimé espectroscopicamente a una longitud

de onda de 278 nm y € = 82.35 mM™cm™ [36].Se determiné la actividad especifica , la cual
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esta definida como los umoles de sustrato transformados por pumoles de enzima en un

minuto bajo las condiciones de reaccion descritas anteriormente.
5.14. Ensayos en soluciones ternarias con solventes organicos.

Se probaron diferentes mezclas de solventes, y en diferentes proporciones de cada uno,
para evaluar la estabilidad de la microemulsién y posteriormente la actividad de las

proteinas en las mismas. Los componentes de las mezclas fueron los siguientes.

Sistema | Hexano |Isopropanol| Buffer

1 15.8% 65.3% 18.9%

6 46.0% 47.7% 6.3%
Fuente:[37]

Sistema | Diclorometano| Metanol Buffer

1 65% 35% 5%
Fuente:[38]

El sustrato usado para evaluar la actividad de los conjugados fue tiantreno, el cual fue
preparado en cada una de las mezclas en los solventes diclorometano y hexano, a una

concentracion que llevara a una absorbancia de 1 UA en el espectrofotdmetro.

Cloroperoxidasa: Se us6 una mezcla de reaccidon que contenia 30 uM de tiantreno en
hexano, isopropanol y buffer citrato 100 mM pH 2.8 con 6.7 mM de KCI. Se adicioné la
enzima en sus diferentes formas para cada uno de los ensayos, CPO sin modificar, CPO-
quitosano y CPO-quitosano-PEGcloruro cianarico y se di6 inicio a la reaccion con la
adicién de peroxido de hidrogeno a una concentracion final de 1 mM. Las proporciones

de hexano-isopropanol y buffer se encuentran en la tabla anteriormente referenciada [37]

Cuando se us6 la mezcla de diclorometano-metanol- buffer, la reaccion contenia 30 uM

de tiantreno, buffer de acetatos 60 mM pH 3.0 y 20 mM de KCI. Se adicioné la enzima en
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sus diferentes formas para cada uno de los ensayos, y se dio0 inicio a la reaccion con la

adicion de peroxido de hidrogeno 1 mM.

Citocromo c: Se us6 una mezcla de reaccion que contenia 30 puM de tiantreno en
hexano, isopropanol y buffer de fosfatos 10 mM pH 6.1. Se adiciond la enzima en sus
diferentes formas para cada uno de los ensayos, Citocromo sin modificar, Citocromo-
quitosano y Citocromo-quitosano-PEGaldehido y se dio inicio a la reaccién con la adicién
de peréxido de hidrégeno 1 mM. Las proporciones de hexano-isopropanol-buffer se

encuentran en tabla anterior [37].

Para la mezcla de diclorometano-metanol-buffer, la reaccion contenia 30 uM de tiantreno,
buffer fosfatos 60 mM pH 6.1. Se adicioné la enzima en sus diferentes formas para cada
uno de los ensayos, y se di6 inicio a la reaccion con la adicion de peroxido de hidrogeno 1
mM.

5.15. Determinacion de la estabilidad en sistemas ternarios (Hexano-lsopropanol-
Agua).

Se determind la estabilidad en sistemas ternarios de la enzima CPO libre, CPO-Quitosano
y CPO-Q-PEG. Se evaluaron dos sistemas ternarios con las siguientes proporciones:
Sistema (1) 15.8% de hexano, 65.3% de isopropanol, 18.9% de agua y Sistema (6) 46.6%
de hexano, 47.7% de isopropanol, 6.3% de agua. Cada una de las enzimas fue incubada
en estos medios y se midié su actividad inicial y residual cada 5 minutos durante 1 hora 'y
30 minutos. En el sistema 1 la CPO libre (4.25 x 10 M) se diluy6 1000 veces en el medio
de incubacion, la CPO-Q (7.79 x 10° M) fue diluida 10 veces al igual que la CPO-Q-PEG
(3.93 x 10° M). Todos los medios de incubacion tuvieron un volumen final de 1 mL. Para
medir la actividad halogenasa residual se fue tomando 2 uL cada 5 minutos de la CPO
libre, 2 uL de la CPO-Q vy de 2 uL a 6 pL de la CPO-Q-PEG.

En el Sistema 6, la CPO libre quedd en una dilucion final de 1:1000 en 1 mL de mezcla
ternaria (hexano-isopropanol-agua), y de alli se fueron tomando volimenes desde 2 pL
hasta 20 uL para medir su actividad con monoclorodimedona. Para la CPO-Q se hizo una
dilucion 1:20 en el medio de incubacion (hexano-isopropanol-agua) y de alli se fueron
tomando volimenes desde 5 pL hasta 50 pL para medir su actividad con

monoclorodimedona durante 1 hora y 30 minutos. Para la CPO-Q-PEG se hizo una
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diluciéon 1:20 a 1 mL de medio de incubacion y de alli se fueron tomando volumenes
desde 10 pL hasta 40 pL para medir su actividad halogenasa residual. Cabe anotar que
para las diluciones de las enzimas se tuvo en cuenta usar un volumen de las mismas que
no excediera la proporcion de agua de la mezcla de incubacién para asegurar la
estabilidad de la misma. , con los datos obtenidos se hizo una grafica de las actividades
especificas contra el tiempo y se ajusto a una curva de decaimiento de primer orden y se

determing el tiempo de vida media y la constante de inactivacion.

5.16. Determinacién de la termoestabilidad de la CPO libre y conjugada con

quitosano a 60°C.

Para determinar la termoestabilidad de las enzimas cada una fue incubada en buffer
fosfato 60 mM pH 5.0 a 60°C, en donde la CPO libre quedd a una dilucion final de 1:1000
y la CPO-Q quedd a una dilucién final de 1:10 al igual que la CPO-Q-PEG. Se midié6 la
actividad inicial con monoclorodimedona y actividad residual cada 10 minutos durante 1
hora con cada una de las enzimas, tomando volumenes de 2 yuL a 20 pL. Finalmente con
los datos obtenidos se hizo una gréafica de las actividades especificas contra el tiempo y
se ajusto a una curva de decaimiento y se determind el tiempo de vida media y la

constante de inactivacion.

5.17. Determinacion del coeficiente de extincion molar para el tiantreno en los

sistemas ternarios basados en hexano.

Para realizar el calculo de la actividad especifica de la enzima en la oxidacién del
tiantreno en los sistemas ternarios, se determiné el coeficiente de extincion molar para el
tiantreno en los sistemas con proporciones diferentes de hexano, isopropanol y agua.
Para esto se uso distintas concentraciones de tiantreno partiendo de un stock de 0.6 mM
de tiantreno. Se construy6 la grafica de concentracion de tiantreno vs la absorbancia a

254 nm y se determind la pendiente.
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Sistema 1 determinacion coeficiente de Sistema 6 determinacion coeficiente de
extincion molar para tiantreno extincion molar para tiantreno
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llustracién 6. Determinacion de coeficientes de extincibn molar para tiantreno en el
sistema ly 6.

5.18. Cromatografia en fase reversa.

La transformacion del tiantreno por la HRP se monitoreo mediante una cromatografia en
fase reversa. La reaccion se llevd a cabo en buffer fosfatos pH 6.0, 20% de acetonitrilo y
1 mM H,O, . El sustrato fue preparado en acetonitrilo a una concentracién de 13 mM.
Después de 1 hr de reaccion, la mezcla fue inyectada al HPLC. La columna usada fue
una Hypersil ODS 5 um 2.1 x 100 mm. El eluyente usado fue 50% acetonitrilo/50% agua
y las condiciones de la cromatografia fueron las siguientes: flujo 0.5 mL/min y una longitud

de onda para la deteccién de 255 nm.

5.19. Gel de poliacrilamida.

Las preparaciones enzimaticas fueron analizadas sobre un gel de acrilamida al 12%. Se
cargaron 10 ug de proteina CPO libre, CPO conjugada con quitosano a través de
carbodiimida y un control de CPO con quitosano sin carbodiimida. Ademas se corri6 el

quitosano solo.
5.20. Determinacion del tamafio de los bioconjugados.

Para la determinacién del tamafio de los bioconjugados, se utilizd la tecnologia de
Dynamic Light Scattering (DLS) la cual es una técnica no invasiva para medir el tamafo
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de moléculas y particulas tipicamente en la region submicromica. DLS proporciona el
diametro hidrodindmico de la particula, y se refiere a como una particula difunde dentro de
un liquido. EIl diametro obtenido por esta técnica es el de una esfera que tiene el mismo
coeficiente de difusion traslacional de la particula que se estd midiendo. El principio de la
técnica se base en el movimiento browniano de las particulas en suspension. Si las
particulas o moléculas son iluminadas con un laser, la intensidad de la luz dispersada
fluctia a una velocidad dependiente del tamafio de la particula; las particulas mas
pequefias se mueven mas rapido. Los andlisis de esas fluctuaciones de la intensidad
nos da la velocidad del movimiento browniano y por lo tanto el tamafio de la particula

usando la relacién Stokes-Einstein[39].

En este estudio se usé un equipo de dispersion dinamica de luz Zetasizer nano-ZS
(Malver Instrument Ltda. UK) el cual tiene un laser de 633 nm de longitud de onda. El
equipo se mantuvo a temperatura constante (25 °C) durante las mediciones con un
equilibrio de 5 minutos. Las muestras fueron analizadas en una celda de cuarzo con un
paso oOptico de 3mm (N° de Cat. ZEN2112, Malver Instruments Ltd, U.K). EIl software

usado por el equipo para los analisis fue Zetasizer software 6.01.
Para llevar a cabo la medicion, se tomaron 50 UL de cada una de las preparaciones de

enzima, CPO, CPO-Q Y CPO-Q-PEG, todas fueron ajustadas a una misma concentracion
de proteina (7.66 x10 “.umoles).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Inmovilizacion directa sobre soportes activados con grupos epoxidos (Poli
(etileno-co-metil acrilato-co-glicidil metacrilato)), e inmovilizacion sobre membranas

de Nylon parcialmente hidrolizadas de la enzima peroxidasa de rabano blanco.

Con el propdsito de disefiar un biocatalizador que cumpla con las caracteristicas de tener
un soporte hidr6fobo al cual se acopla la enzima, se hizo la evaluacion de la enzima HRP
inmovilizandola directamente sobre un polimero hidréfobo Poli(etileno-co-metilacrilato-co-
glicidil metacrilato) activado con grupos epoxidos. Para el ensayo donde se hizo la
inmovilizacién directamente sobre el polimero (PEMGM) se usé una cantidad de 328 ug y
352 ug de enzima para el primer triplicado y para el segundo, respectivamente. Después
del proceso de inmovilizacién se obtuvo una carga enzimatica de entre 34 ug de enzima
inmovilizada por 1 cm? de soporte, como se muestra en la Tabla 2. La actividad
especifica para este biocatalizador fue en promedio de 6 min®, lo que representa una
actividad muy baja comparada con la actividad de la enzima soluble la cual es de 32000
1

min~. Es decir la pérdida de actividad de la enzima inmovilizada fue del 99% con

respecto a la enzima soluble.

Teniendo en cuenta otras alternativas, se hizo la evaluacion de otro soporte, en este caso
membranas de Nylon con un poro de 0.45 um y 25 mm de diametro, en donde se hizo
una hidrdlisis parcial del material para generar grupos amino libres los cuales se usaron
para acoplar la proteina por medio de glutaraldehido. Esta evaluacién se realiz6 con la
enzima HRP, y se usaron los residuos aminos de la misma para llevar a cabo la
inmovilizacion. Se usaron 704 pg de enzima, y como se muestra en la Tabla 2, la

cantidad de enzima inmovilizada fue en promedio de 16 pg de proteina por cm?.

La actividad especifica de este biocatalizador fue de 5 min™. Al igual que el anterior

biocatalizador la pérdida de actividad fue del 99% con respecto a la enzima soluble.
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Tabla 2 Inmovilizacion de la peroxidasa de rabano blanco

Soporte de Microgramos de Actividad especifica

inmovilizacion | proteina por soporte

Polimero
(inmovilizacion 34 + 22ug/cm2 6+ 5 min

directa)

Nylon
(inmovilizacién 2 o
con 16 £ 4 pg/cm 512 min

glutaraldehido)

Segun los datos obtenidos no existen diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la cantidad de enzima inmovilizada por soporte debido a la variabilidad en las
muestras (P = 0.309) en las dos metodologias de inmovilizacién. De igual forma no hay
diferencia significativa en cuanto a la actividad enzimatica (P = 0.792), sin embargo es

evidente una inactivacion de la proteina.

El ensayo de inmovilizaciébn sobre membranas de Nylon se hizo basado en un protocolo
evaluado en un estudio previo [30]. En ese estudio se logré inmovilizar la enzima [3-
glucosidasa y tripsina usando como brazo espaciador la polietiienoimina (PEI) vy
quitosano. El Nylon, parcialmente hidrolizado, fue previamente tratado con
glutaraldehido. Los autores lograron obtener un aumento Util de la actividad de la enzima
inmovilizada mediante brazos espaciadores comparado con la omisién del espaciador. El
aumento fue del 47% cuando se usd quitosano y un 82% cuando se us6 PEI [30]. En este
estudio, después de activar con glutaraldehido, se incubd la lamina con la enzima, y se
inmoviliz6 mediante los residuos amino de la misma, sin embargo se obtuvo una pérdida

de la actividad considerable.
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6.2. Inmovilizacién directa sobre soportes activados con grupos epoéxidos (poli
(etileno-co-metil acrilato-co-glicidil metacrilato)) de las enzimas cloroperoxidasa,

citocromo c y peroxidasa de rabano blanco.

CPO, citocromo ¢ y HRP fueron inmovilizadas de forma directa (sin espaciador) sobre
laminas de (poli(etileno-co-metil acrilato-co-glicidil metacrilato)). Para estos ensayos se
prepararon biocatalizadores por triplicado por cada una de las proteinas. Para cada una
de las proteinas se usé la siguiente cantidad: para cloroperoxidasa 302 ug, para citocromo
c 269 pg y para HRP 648 pg. En la Tabla 3, se muestran las cantidades de proteina
inmovilizada por cm®  Estadisticamente no hay diferencias significativas entre la
cantidades de proteina inmovilizada directamente sobre el polimero (P = 0.081), a pesar

de que las proteinas son diferentes entre si.

Tabla 3 Inmovilizacion directa de tres peroxidasas sobre polimero

Inmovilizacion directa sobre
Polimero
Enzima pg/cm? de
proteina
inmovilizada
Cloroperoxidasa 37 £23
Citocromo ¢ 59 +9.6

Peroxidasa de 69 +2.3
raAbano blanco

El procedimiento de inmovilizaciobn directa usando soportes activados con grupos
epoxidos se ha reportado como casi ideales para realizar inmovilizaciones de manera
sencilla, ya que se han caracterizado por ser estables, facilmente manipulables durante el
procedimiento, ademas de formar enlaces covalentes con diferentes grupos de las
proteinas, entre los cuales estan los amino, tioles y fendlicos. Ademas, estas reacciones

se pueden llevar a cabo bajo condiciones suaves [25].

De esta forma la reactividad de una proteina dada, en términos de su habilidad para ser

qguimicamente modificada, serd determinada por su composicion de aminoacidos y en
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este caso, las lisinas usualmente estan localizadas sobre la superficie de la proteina, y
usualmente son abundantes y buenos nucledfilos, por ello son cominmente usadas para
la inmovilizacion. En términos generales no hay diferencias significativas entre la CPO, la
HRP vy el Citocromo ¢ en cuanto a la carga proteica sobre el soporte, Es importante
mencionar que para esta inmovilizacion directa se usaron los residuos aminos de las
proteinas, los cuales son solo 3 en la CPO, 6 en la HRP y 21 en el citocromo c, sin
embargo la reactividad de estos grupos, es decir su nucleofilicidad puede disminuir debido
a la protonacion. Es por esto que se requiere de pH alto para asegurar la desprotonacion
de una poblacién de residuos. El pka de las lisinas esta entre 10.0 -10.2, por lo tanto para
asegurar una mejor reactividad se deben usar un pH de reaccién alrededor del pKa. En
este estudio el pH de la reaccién que se usé fue de 6, el cual pudo no ser suficiente para
garantizar la desprotonacion de la mayoria de los aminos, disminuyéndose asi la
probabilidad de inmovilizacién, pero la razén de intentar a este pH, era asegurar la
estabilidad de la enzima, puesto que las tres proteinas a pH por encima de 7 sufren una

inactivacion.

En estudios previos sobre inmovilizacion de la CPO sobre silica gel derivatizada con
grupos epodxidos se ha obtenido porcentajes de inmovilizacién del 43% vy la cantidad de
enzima inmovilizada ha sido de 2.7 mg de CPO/g de silica gel [40]. Lo importante es
mencionar que, para nuestros fines, es mas importante que la proteina conserve su

actividad que la carga de proteina en el soporte.

6.3. Inmovilizacién sobre soportes de (poli(etileno-co-metil acrilato-co-glicidil
metacrilato)) activados con grupos epoxidos con hexandiamina mediada por N-(3-
Dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida, clorhidrato de las enzimas

cloroperoxidasa, citocromo c y peroxidasa de rdbano blanco.

En estudios previos se ha demostrado que el uso de moléculas espaciadoras puede
reducir los efectos ambientales locales debido a los grupos del soporte y el impedimento
estérico, es decir que la molécula proteica puede obtener mayor flexibilidad y disminuir su
deformacién debido a los efectos de la inmovilizacién. El uso de PEI (polietilenoimina) y
glutaraldehido, llevé a proporciones mas altas de B-glucosidasa inmovilizada, esto
también se confirmé con la inmovilizacién de la tripsina en donde se obtuvo un 82% de

enzima unida activa comparada con la que se inmovilizé sin espaciadores [30]. En
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nuestro ensayo se us6 hexandiamina como molécula espaciadora, es decir que el soporte
fue aminado, al darse la reaccién entre los grupos epéxidos y uno de los extremos amino
de la hexandiamina. Estas aminas primarias no pueden reaccionar directamente con los

grupos funcionales de la enzima, es por esto que se usa la quimica de la carbodiimida.

En presencia de una amina, la carbodiimida promueve la formacién de un enlace amida
en dos pasos. En la reaccién inicial, la carbodiimida reacciona con un grupo carboxilo
para formar un intermediario O-acil-urea. La reaccién subsecuente del intermediario con
una amina produce la correspondiente amida [41]. Con proteinas el pH Optimo de esta
reaccion es cerca de 5.

HN"—R,
7 Rl RZ Protei o) |
Protel’na_</ + \N/\\N/ —_— ro elna—ﬂ—
OH 0 HN—R;
+ H,;N—R,

3
Proteina—l-l—NH—R + Rl—NH—”—NH—RZ

(0] O

llustracién 7. Mecanismo de reaccién de la carbodiimida con grupos carboxilo de las
proteinas

De esta forma se obtuvo la formacién del enlace tipo amida entre el extremo amina de la
hexandiamina y los grupos carboxilo de la enzima. En la Tabla 4 se presentan los datos
de los pg de enzima inmovilizada en este experimento. Las cantidades de proteina inicial

usada fueron las siguientes: 406 pg de CPO, 117 pg de citocromo c y 390 ug de HRP.
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Tabla 4 Inmovilizacion de tres peroxidasas sobre polimero usando hexandiamina

Inmovilizacion sobre Polimero
usando hexandiamina
ug/cm? de
Enzima proteina
inmovilizada
Cloroperoxidasa 48 + 36
Citocromo ¢ 55 +12
P,erOX|dasa de 37 +9
rabano blanco

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las tres proteinas

inmovilizadas (P = 0.634) en cuanto a la carga proteica obtenida en el biocatalizador.

En los datos obtenidos hasta ahora hay una gran variabilidad con la CPO en ambos tipos
de inmovilizacion. Llama la atencién de que a pesar de que en esta ultima inmovilizacién
a través de moléculas espaciadoras se usaron residuos carboxilo, en donde la CPO
cuenta con 24 residuos y no se logra obtener un aumento significativo de la carga
proteica. El citocromo c tiene aproximadamente 24 residuos carboxilos, y tampoco
presenta un cambio significativo. Sin embargo si se encuentra una diferencia
estadisticamente significativa con la HRP (P = <0.001) indicando una mayor carga
proteica en la inmovilizacion directa comparada con la inmovilizacion usando una
molecula espaciadora en donde la carga es menor. Cabe resaltar que en ambos casos
los residuos de inmovilizacién son diferentes, en la directa es por aminos donde la HRP
cuenta con 6 y en la segunda se hace por medio de los carboxilos donde la proteina

cuenta con 15 residuos aproximadamente.
6.4. Evaluacién de la actividad enzimatica de los biocatalizadores

Por otro lado para determinar la actividad de los biocatalizadores construidos se midi6 la
actividad enzimatica de los mismos bajo condiciones estandar, y se calculé la actividad
especifica de cada uno. Las (Tablas 5, 6 y 7) presentan los resultados de actividad
especifica para cada uno de los biocatalizadores construidos tanto por inmovilizacion
directa como a través de moléculas espaciadoras. En estas tablas se recopila la cantidad

de pg de proteina inmovilizada.
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Tabla 5 Inmovilizacion de cloroperoxidasa

CLOROPEROXIDASA

Soporte de pg/cm? de proteina Actividad especifica

inmovilizacion inmovilizada

Polimero
(Inmovilizacién 37+23 3+0.4min*

directa)

Polimero

(Inmovilizacién con 48 + 35 61 +76 min™

hexandiamina)

Para el caso de la CPO, como se habia mencionado anteriormente no existen diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la carga proteica en ambos mecanismos de
inmovilizacion. Sin embargo, el comportamiento general de los biocatalizadores es que
una gran proporcion de moléculas inmovilizadas son inactivas. Ademas no existe una
diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la actividad presentada en ambas
metodologias de inmovilizaciéon (P = 0.260) La perdida de actividad en ambos tipos de
biocatalizadores es del 99% comparada con la enzima soluble.

Tabla 6 Inmovilizaciéon de citocromo ¢

CITOCROMO C
2 ,

. Sopqr_te d_g ug/pm dg_protema Actividad especifica
inmovilizacién inmovilizada

Polimero
(Inmovilizacién 59 + 10 0.085 min™

directa)

Polimero
(Inmovilizacion 55 + 12 0.054 min

con

hexandiamina)
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Los datos presentados en la Tabla 6, nos muestran el comportamiento del biocatalizador
citocromo c. Al igual que en el caso anterior no se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa en cuanto a la carga proteica obtenida en ambos
biocatalizadores (P = 0.632) Por otro lado, hay una inactivacion notable de la proteina.
El porcentaje de inactivacion de la enzima inmovilizada por ambos métodos comparada

con la proteina soluble fue también del 99%.

En el caso de la HRP, se determiné una diferencia estadisticamente significativa entre las
dos metodologias de inmovilizacion en cuanto a la carga proteica, lo cual ya se habia
mencionado. Sin embargo, como en los casos anteriores, hay una inactivacion de las

moléculas enziméaticas adheridas al soporte del 99% comparado con la enzima soluble.

Tabla 7 Inmovilizacion de la peroxidasa de rabano blanco

PEROXIDASA DE RABANO BLANCO

Soporte de pg/cm? de proteina Actividad
Inmovilizacion inmovilizada especifica

Polimero
(Inmovilizacién 69+ 2 7 £ 6 min™
directa)
Polimero
(Inmovilizacién
con
hexandiamina)

37+2 2 +0.2min?

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, claramente se presenta una inactivacion de
la enzima después de ser inmovilizada sobre poli(etileno-co-metil acrilato-co-glicidil
metacrilato), y es un fendbmeno comudn para las tres diferentes proteinas. Pueden existir
diferentes razones para la disminucién de la actividad de la enzima una vez se ha
inmovilizado; entre ellas y quizas una de las principales razones es que solo una parte de
las moléculas de enzimas estd orientada propiamente con su sitio activo expuesto al
solvente para que la reaccién ocurra. Ademas, durante el proceso de inmovilizacién se

pudo haber cambiado la conformacion de algunas moléculas a una forma inactiva [40].
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Se han realizado estudios para el mejor entendimiento entre las relaciones que se
establecen entre las caracteristicas de la superficie de inmovilizacion y la actividad de la
enzima inmovilizada. En un estudio particular de la lipasa CALB se mostré que las
diferentes orientaciones de la enzima, cuando se inmoviliz6 sobre superficies tanto
hidrofébicas como hidrofilicas, lleva a una distribucion heterogénea de las moléculas de
enzima que inevitablemente produciran variaciones en la actividad de la misma [42]. De
esta forma con los resultados obtenidos en la inmovilizacién sobre poli(etileno-co-metil
acrilato-co-glicidil metacrilato) es necesario explorar otras alternativas para mantener las
proteinas activas. Cabe anotar que todas las caracterizaciones de la actividad
enzimaticas de los biocatalizadores fueron medidos en medios acuosos con sustratos
ampliamente usados para cada una de estas enzimas. Debido a la gran pérdida de
actividad, no se exploré su comportamiento en solventes organicos. Sin embargo, podria
ser una alternativa el estudiarlos en un medio organico, esperando que la inmovilizacién

en soportes hidrofébicos mejore su actividad en dichos medios.

6.5. Modificacion con guitosano de las tres proteinas; cloroperoxidasa, peroxidasa

de rabano blanco y citocromo ¢

Usando la quimica de la carbodiimida, se realiz6 la conjugacion de la enzima con
quitosano (biopolimero hidrofilico) y posteriormente se caracterizé la actividad enziméatica
del bioconjugado catalitico. Como se mencion6 en los antecedentes, el quitosano se ha
usado ampliamente en la inmovilizacion de enzimas, debido a su contenido de grupos
amino. Ademas es soluble a pH acido debido a que estos grupos amino se encuentran
protonados. A pH basico estos grupos llegan a desprotonarse y el polimero se vuelve
insoluble [23]. Aprovechando estas caracteristicas se conjugaron las proteinas HRP,
citocromo ¢ y CPO. La conjugacion con el quitosano se basa en la modificacién de las
proteinas a través de los residuos carboxilos, los cuales mediante la quimica de la
carbodiimida pueden formar una unién covalente con los residuos amino del quitosano
[43].

6.6. Modificacion del conjugado con quitosano a través de polietilenglicol aldehido

de las tres proteinas; cloroperoxidasa, peroxidasa de rabano blanco y citocromo ¢

Los procedimientos de modificacion se hicieron de acuerdo a lo descrito en materiales y
métodos. Una vez realizada la conjugacion entre quitosano y proteina, se procedio a
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hacer una modificacion posterior con polietilénglicol aldehido (PEGaldehido), en donde el
grupo funcional del PEG activado (aldehido), reacciona con el grupo amino del quitosano.
El grado cualitativo de modificacion de las proteinas se evalué mediante cromatografia de
permeacion en gel (datos no mostrados) pero no se obtuvieron datos concluyentes. A
continuacién se describen las caracteristicas de los conjugados.

6.6.1. Conjugacion de la Peroxidasa de rabano blanco con quitosano

El proceso de conjugacion de la enzima HRP con quitosano a pH 5.0 mantuvo un 42% de
la actividad inicial (llustracién 10). En la tabla 8 se presenta la cantidad de proteina unida
covalentemente al quitosano, y de acuerdo a esto un 81% de la proteina inicial se
encuentra conjugada con el quitosano. Para evaluar su actividad peroxidasa se utilizd
como sustrato el guaiacol. Los resultados mostraron que se pierde mas del 50% de la
misma. Siendo las condiciones de conjugacién con quitosano suaves (pH 5.0), no puede
considerarse que el pH de la reaccion contribuya a la perdida de actividad, ya que se ha
reportado que la enzima es estable en un rango de pH de 5.0 a 9.0 [44]. Sin embargo,
como en todos los procesos de inmovilizacion y/o modificacién quimica de las proteinas,
se puede dar la inactivacion de cierta poblacion de las mismas, ya sea por obstruccion del
sitio activo o modificacion en la estructura [40].

6.6.2. Conjugacion de la Peroxidasa de rdbano blanco - quitosano con

Polietilenglicol

Cuando se hace la modificacion con PEGaldehido a pH 8.0 de la peroxidasa de rabano

blanco, se conserva un 16% de la actividad inicial (llustracion 8).

Se ha reportado que a pH 8.0 la peroxidasa de rabano blanco es estable [44] y ademas se
favorece la reaccion de pegilacion [45]. Sin embargo, de acuerdo a los resultados hay
una perdida del 84% de actividad, lo que sugiere que las condiciones de reaccién no son

muy favorables para esta proteina.

La HRP cuenta con aproximadamente 18 residuos carboxilos para reaccionar con los
aminos libres del quitosano, por lo tanto del 85% de estos aminos del quitosano, el 15%
aproximadamente se podria estar modificando. De esta forma quedaria libre un 70% de

aminos del quitosano para ser modifcados con el PEGaldehido. Mediante la absorbancia
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de la banda Soret se calculd la cantidad de de proteina obtenidos al final del

procedimiento de modificacion (Tabla 8).

Tabla 8 Modificacion de la peroxidasa de rabano blanco

Preparacion

mg totales de
proteina en la

preparacion
HRP 3.63
HRP-Q pH 5.0 2.94
HRP-Q-PEG pH 8.0 0.79

Después de la modificacion con PEGaldehido, el bioconjugado HRP-Q-PEG mostré una

perdida de actividad del 84% (llustracion 8).

Esto nos sugiere que las condiciones que se usaron para modificar esta proteina no son

adecuadas, ya que no se logra conservar la actividad de la enzima nativa o por lo menos

gque no disminuya a tal proporcion.

Se realiz6 una cromatografia de permeacion en gel, la cual no evidencié la modificacion

realizada ni con quitosano ni con PEGaldehido. Estos resultados no son concluyentes

(datos no mostrados) por lo tanto se considera que la metodologia de detecciéon no es

totalmente adecuada o se requiere implementar otros procesos para evidenciar las

modificaciones.
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HRP HRP-Q HRP-Q-PEG

B Conjugacién con
quitosano a pH5.0MES
y Pegilacion a pH8.0

llustracion 8. Porcentaje de actividad de los conjugados enzimaticos de la Peroxidasa de
Rabano Blanco
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6.6.3. Conjugacion del Citocromo c de corazon de caballo con quitosano

Se determind la concentracion de proteina en las preparaciones mediante absorbancia de
la banda Soret, encontrandose que aproximadamente el 100% de la proteina se unio
covalentemente con quitosano. Como todas las hemoproteinas, incluyendo las
peroxidasas, el citocromo ¢ presenta una banda de absorbancia llamada Soret (de 390
nm a 410 nm), que es debida a la presencia del grupo prostético ferroporfirina. Los datos
obtenidos de esta preparacion se presentan en la tabla 9. El conjugado CITC-Q conservo
el 71% de la actividad inicial de la proteina, determinada mediante la oxidacion del cloruro

de pinacianol como sustrato (llustracion 9).

6.6.4. Conjugacion del Citocromo ¢ de corazén de caballo - quitosano con

Polietilenglicol

El conjugado CITC-Q modificado con PEGaldehido (CITC-Q-PEG) disminuyo su actividad
a un 42% (llustracion 9).

Como se ha mencionado con las otras proteinas, la modificacion con quitosano se hizo
mediante los residuos carboxilo y en el caso de el citocromo ¢ se encuentran
aproximadamente 12 residuos libres que son susceptibles para reaccionar con la
carbodiimida y posteriormente formar un enlace covalente con los aminos libres del
quitosano. En este caso se usO un quitosano con un 85% de grupos aminos libres, se
ocuparon aproximadamente el 10% de estos, y se asume que quedd un 75% para

reaccionar con el PEGaldehido.

Se determind la cantidad de citocromo c¢ de las preparaciones mediante absorbancia de la
banda Soret de cada una de las maodificaciones realizadas (Tabla 9). En estudios previos
donde se realiza la pegilacién directamente sobre la proteina citocromo c, se llegé a
obtener una modificacion del 80% [38], es importante resaltar que la pegilacién realizada
en esta investigacion se hace sobre los grupos aminos del quitosano que a su vez esta

unido a la proteina, y la eficiencia de pegilacion puede verse afectada.
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Tabla 9 Modificacion de Citocromo ¢

mg totales
L, de proteina
Preparacion
enla
preparacion
CITC 1.66
CITC-QpH 5.0 1.76
CITC-Q-PEG pH 8.0 0.57
50 -
45 -
40 -
35
30
25 A M Conjugacion con

quitosano pH 5.0y

20 A Pegilaciéna pH 8.0

15

Actividad Especifica min-!

10

CITC cITc-Q CITC-Q-PEG

llustracion 9. Porcentaje de actividad enzimatica de los conjugados de Citocromo ¢

6.6.5. Conjugacion de la Cloroperoxidasa con quitosano

Como se mencion6 anteriormente, el quitosano es un derivado de la quitina, los pesos
moleculares y el grado de deacetilaciébn estan tipicamente entre 1,000 KDa y 70%
respectivamente [46]. En este trabajo se usé un quitosano con un 85% de deacetilacion,
lo que nos indica que existe un 85% de aminos libres en la molécula, los cuales son
susceptibles de ser modificados. Para el caso de la CPO existen aproximadamente 24
residuos carboxilo, es decir que en promedio se tendria el 20% de los aminos del
quitosano ocupados por la proteina, lo que se considera una alta probabilidad de
conjugacion. Cabe anotar que durante el proceso de lavado de la preparacién después de
la conjugacién, usando una celda de ultrafiltracion equipada con una membrana de
50,000 Da, se elimina la mayor parte de la enzima no conjugada teniendo en cuenta que
esta pesa aproximadamente 42,000 Da. Procedimientos similares se encuentran

reportados en la literatura para este tipo de modificaciones con otras proteinas, un
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ejemplo de ello es la construccién de conjugados con lacasa [43], en donde se realizo la
union covalente de la lacasa al quitosano mediante carbodiimida. En este trabajo y
aprovechando la propiedad de precipitacién del quitosano a pH por encima de 7.0, se
recupero el biocatalizador y separ6 de la enzima que no se conjugdé. Ademas, también en
este trabajo se encontrd6 que al llevar a cabo la reaccién a 4°C se obtenia un mayor
porcentaje de inmovilizacion comparado con la reaccion a temperatura ambiente. En
nuestra investigacion las reacciones se realizaron a temperatura ambiente, y no se evalué

otra temperatura.

La determinacién de la concentracion de proteina al final de la conjugacion con quitosano
se realizo midiendo la absorbancia de la banda Soret. En las Tablas 10 y 11 se presenta
la cantidad de proteina conjugada después de cada una de las modificaciones. Los
resultados sugieren un porcentaje de modificacion para la CPO alrededor del 50% a
temperatura ambiente, modificaciones similares en otras proteinas como la Lacasa han
presentado porcentajes de conjugacion alrededor del 11% a temperatura ambiente y del
50% a 4°C [43].

5.6.3. Conjugacion de la Cloroperoxidasa-quitosano con polietilenglicol

Después de la obtencion del bioconjugado CPO-Q-PEG se evalué su actividad
halogenasa usando la monoclorodimedona como sustrato. En la llustracion 10 se
observa que la modificacion de la CPO, con quitosano y posteriormente con
polietilenglicol no afectd drasticamente la actividad de la misma. Las reacciones en este
primer experimento fueron llevadas a cabo a pH 5.0 para la conjugacién con quitosano y
posteriormente la pegilacion al mismo pH. Esto permite inferir que el procedimiento a éste
pH es bueno para la enzima. Esto fue confirmado llevando a cabo la pegilacién a pH 7.0,
dando como resultado una disminucion en la actividad de la enzima en un 93%
(llustracion 11). La finalidad de evaluar la reaccion de pegilacién a pH 7.0 fue de mejorar
la reactividad de los grupos aldehidos con los aminos. La reaccion con PEGaldehido se
puede llevar a cabo en un pH de 5.5 a 7.5, para formar un intermediario de base Schiff.
Sin embargo si se desea que mas de un sitio amino reaccione, se recomienda usar un pH
de 8.0 y arriba de este, entre 8 y 10 [45].Sin embargo, se sabe que la CPO es inestable a

pH por arriba de 6 y pierde su actividad de manera considerable e irreversible [47].
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Si se hace una comparacién entre las dos preparaciones, puede observarse que cuando
se hizo el procedimiento de pegilacion a pH 7.0, la disminucion de la actividad de la
enzima es notable, comparado a cuando se realizo a pH 5.0, puesto que a pH 5.0
conserva el 92% de la actividad inicial y a pH 7.0 solo conserva el 7%. Por otro lado, si se
considera las eficiencias de la pegilacién a pH 5.0 y 7.0 no se aprecia aparentemente una
diferencia significativa (Tabla 10 y 11). Por lo tanto puede inferirse que la actividad del
conjugado pegilado se favorece a pH 5.0, lo que es coherente con lo reportado
previamente acerca de la estabilidad de la enzima por Park y colaboradores [47].

La determinacién de la cantidad de proteina al final de la pegilacion se llevo a cabo
mediante la absorbancia de la banda Soret (Tabla 10 y 11).

Tabla 10 Modificacién cloroperoxidasa (Pegilaciéon pH 5.0)

Promedio mg
. totales de
Preparacion .
proteina en la
preparacion
CPO 6.26 +2,36
CPO-Q pH5.0 3.41 +0,47
CPO-Q-PEG pH 5.0 0.95 0,63

Tabla 11. Modificacién Cloroperoxidasa (Pegilaciéon pH 7.0)

mg totales de
proteina en
la
preparacion
CPO 1.89
CPO-Q pH5.0 1.11

CPO-Q-PEG pH 7.0 0.23

Preparacion
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70000 -
60000 -
50000 -

40000 -
B Conjugacion con

30000 - quitosano pH5.0 Buffer
fosfato y Pegilacion pH5.0
20000 -

Actividad Especifica min!

10000 -

CPO CPO-Q  CPO-Q-PEG

llustracion 10 . Porcentaje de actividad de los conjugados enziméaticos de
Cloroperoxidasa

60000 -

100%
50000 -

40000 -
61%

30000 - B Conjugados con quitosano
pH5.0 MES y Pegilacion

20000 - pH7.0

Actividad Especifica min!

10000 -
7%

CpPO CPO-Q  CPO-Q-PEG

llustracion 11. Porcentaje de actividad de los conjugados enziméticos de
Cloroperoxidasa (Pegilacién pH 7.0)

Finalmente uno de los objetivos principales de este estudio era poder elaborar un
bioconjugado capaz de realizar oxidaciones de compuestos azufrados, y una de las
enzimas con mayor evidencia de hacerlo es la CPO, es por esto que todo lo anterior
permiti6 definir las condiciones de conjugacion para esta. Los datos obtenidos
permitieron establecer que el uso de buffer fosfato pH 5.0 para la reaccién con el

quitosano y carbodiimida era mejor. Por esto se prepararon distintos bioconjugados con
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quitosano y se caracterizaron en términos de actividad usando como sustrato a la

monoclorodimedona.

Los datos obtenidos nos muestran lo esperado, es decir no se observa una pérdida de
actividad de la enzima después de la conjugacién con quitosano ya que se conserva el
83% de la actividad inicial (llustracion 12). Por otro lado, se explor6 el uso de
polietilenglicol activado con cloruro ciandrico y la reaccion fue llevada a cabo a pH 6.0. Se
encontré que después de la pegilacién la actividad disminuyo a un 35% de la inicial
(llustracion 12). Estos datos si los comparamos con lo obtenido en la pegilacion con
PEGaldehido, nos sugieren dos observaciones importantes: primero cuando se llevo a
cabo la pegilacién a pH 5.0 no se observa una caida de la actividad, pero no se puede
asegurar que haya habido una pegilaciéon ya que el pKa de los aminos del quitosano esta
alrededor de 6.5 y segundo cuando se hizo a pH 7.0 ya se observa una caida drastica de
la actividad, ya que como se mencioné previamente a este pH y por encima del mismo la
CPO sufre una inactivacion irreversible. Sin embargo, a pH 6.0 que se llevd a cabo la
pegilacion con PEG activado con cloruro cianarico se aumenté la probabilidad de
modificacion y se obtuvo una pérdida de la actividad inicial del 65%. Més adelante se
vera que para efectos del uso de este bioconjugado la pérdida de actividad no es tan

negativa puesto que es suficiente para ser activa en presencia de solventes organicos.

40000 -

100%

35000

30000

25000

20000

15000

Actividad Especifica min-1

10000

5000

CPO CPO-Q CPO-Q-PEG

llustracion 12. Porcentaje de actividad de la Cloroperoxidasa después de la modificacion
con quitosano y PEGactivado con cloruro cianurico
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Para complementar estos datos, y poder demostrar de alguna forma que el proceso de
conjugacion con quitosano se estaba dando mediante la formacion de un enlace
covalente entre los aminos del quitosano y los carboxilos de la enzima, se procedié a
realizar un gel de poliacrilamida, en donde se corrieron diferentes muestras, la CPO, el
quitosano, la CPO con quitosano no conjugada covalentemente es decir sin carbodiimida
y la CPO-Q es decir conjugada covalentemente mediante la carbodiimida. En este gel se
evidencia algo importante, ya que el control en donde se puso el quitosano con la enzima
sin carbodiimida, demuestra que sin la presencia de este reactivo la formacion del enlace
no se daba, puesto que se observa la banda correspondiente a la enzima sin conjugar.
Cuando si se usa carbodiimida se observa una migracion aberrante de la proteina lo que

nos indica la conjugacién con el quitosano.
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llustracion 13. Gel de Poliacrilamida 12%

Se determiné un balance de la actividad con el fin de estimar la cantidad de CPO que se
unié covalentemente con el quitosano. Para esto tomamos en cuenta las actividades de
cada uno de los preparados de CPO-Q y las actividades en los lavados que se hicieron
después de la conjugaciéon. En la Tabla 12 podemos observar las unidades de enzima

presentes en la conjugacién y en los lavados.
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Tabla 12 Balance de actividad

Enzima
Iniciales. | covalente. | Lavados
(Unidades)

para la activa
reaccion | (Unidades)

1372 6159+ 30.7 | 8.1+2.6

100% 45% 0.6%

Segun los datos obtenidos, se puede afirmar que el proceso de conjugacién, al menos
evidenciado por unidades de enzima, permite obtener un 45% de la enzima conjugada
activa, y puesto que en los lavados solo se encuentra un 0.6% de la enzima inicial, se
puede sugerir que aproximadamente el 54% de la enzima restante pudo haberse
conjugado también pero sufriendo una inactivacion. La actividad fue medida usando
como sustrato monoclorodimedona. EIl control que se llevé a cabo en el proceso de
conjugacion fue el uso de CPO y quitosano sin carbodiimida, el cual recibié el mismo
tratamiento que la muestra con carbodiimida, incluyendo los lavados. El balance de
actividad realizado en el control di6 como resultado 41 U en el conjugado después de
lavar y 40 U en los lavados, siendo las unidades iniciales puestas en la reaccién de 137U.
Esto indica que aproximadamente el 30% de la enzima inicial interaccion6 con el
qguitosano de manera electrostatica y se mantuvo activa, y un 41% de la enzima se pudo
haber inactivado en el proceso de uniébn no covalente. La unién covalente permite
obtener mayor carga enzimatica puesto que en los lavados solo se recupera un 0.6% de
la enzima inicial activa. Sin embargo, cabe mencionar que de esa carga enzimatica que
es de aproximadamente el 99% el 45% es activa. Si bien el valor de inactivacién es
importante de considerar, la preparacién parece ser buena comparada con los resultados

de inmovilizacién en este mismo trabajo, donde la inactivacion es superior al 90%.

6.7. Determinacion del grado de modificacion de la enzima cloroperoxidasa con

guitosano y polietilenglicol mediante la técnica del “light scattering”

Para evaluar cambios en cuanto a tamafio de la enzima debido a la modificacién con
quitosano y polietilenglicol, se determind mediante la técnica de light scattering el tamafio
de las particulas cataliticas y asi poder establecer algunas diferencias.
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Se midi6 el tamafo de la CPO sin modificar, del quitosano y de la CPO modificada con
quitosano CPO-Q) y doblemente modificada con quitosano y polietilenglicol (CPO-Q-
PEG).

Tabla 13 Tamafios promedio de la enzima CPO y conjugados

L Porcentaje
Muestra Promeoélr:)n?)lametro volumen
(Abundancia)
13.97 + 2.64 94.5%
Quitosano
1239.67 + 158.59 5.5%
Polietilenglicol 3.69+0.88 100%
CPO 6.3 +0.51 99.2%
661.0 + 46.48 93.3%
CPO-Q
118.45 £ 15.68 6.7%
337.08 + 24.87 97.1%
CPO-Q-PEG
5067.4 + 185.66 2.9%

En la Tabla 13 se pueden observar los tamafios promedio determinados por light
scattering. Evidentemente hay un cambio de tamafio de la enzima sola y una vez
conjugada ya sea con quitosano o con quitosano y polietilenglicol. Se hizo la medicion de
los polimeros solos, es decir del quitosano y polietilenglicol para tener una idea de su

tamafio, cabe anotar que estas son moléculas lineales y la metodologia podria no darnos
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una medicion exacta. En la Tabla 13 se presenta el diametro promedio y el porcentaje de
volumen o abundancia de particulas que oscilan en esos tamafios. La enzima conjugada
ya sea CPO-Q o CPO-Q-PEG presenta dos poblaciones con tamafios diferentes. Lo que
nos puede estar mostrando grados diferentes de modificacion.

Por otro lado, la poblacion mayoritaria de la CPO-Q presenta tamafios mas grandes que
los de la CPO-Q-PEG. Es probable que si las moléculas de PEG reaccionan con los
grupos aminos del quitosano, se reduzcan las interacciones entre cadenas de quitosano
conjugada con moléculas de proteina, esto probablemente reduciria el tamafio de las
especies observadas por DSL, explicando la poblacién con menor tamafio en CPO-Q-
PEG. Sin embargo, para tener certeza del fenbmeno molecular que genera esta
reduccién en el tamafio de los conjugados, se necesitaria una caracterizacion mas fina. El
punto importante a resaltar es que es claro que la modificacion con PEG ocurre y tiene un

efecto en las propiedades de los conjugados.

En la llustracién 14 se presenta la distribucion de las diferentes preparaciones en términos
de tamafio. Cada una de las curvas representa una medicién que permite visualizar mejor
el cambio de tamafio. Los datos presentados en la Tabla 13 corresponden al promedio

de todas las mediciones.

Size Distribution by Volume

0.1 1 100 1000 10000
Size (d.nm)

— Record 4: Cloroperoxidasa 1:10 1 Record 36: CPOQ Soluble 1
— Record 60: CPOQPEG 2 SOLUBLE 1

llustracion 14. Distribucion por tamafio de la enzima y sus conjugados
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Con esta metodologia se logra apreciar un cambio reflejado en el aumento de tamafo de
la CPO después de ser modificada. Aproximadamente el diametro de la CPO es de 6 nm,
medido por herramientas informaticas como PYMOL en donde se puede determinar el
diametro cinético basado en la estructura cristalografica de la proteina y asumiendo que
esta es completamente globular. Este diametro de 6 nm es muy cercano al determinado
por el equipo, lo que confirma la veracidad de la técnica. Y tomando en cuenta que
ninguna de las cromatografias de permeacion en gel arroj6 un dato concluyente, estas

mediciones confirman la modificacion de las proteinas.

6.8. Evaluacion de la actividad de los conjugados en soluciones ternarias utilizando

como sustrato tiantreno

Una vez determinadas las caracteristicas de los conjugados se realiz6 la evaluacién de
sus propiedades cataliticas en soluciones ternarias, usando diferentes combinaciones de
solventes. Entre las combinaciones usadas estan, hexano— isopropanol-buffer vy
diclorometano-metanol-buffer. Las proporciones de las mezclas estan indicadas en el
apartado de materiales y métodos. Las proteinas evaluadas en estos sistemas fueron la
CPO y CITC en sus tres formas, sin modificar, modificada con quitosano y modificada con

quitosano y PEG.

6.8.1. Citocromo c de corazén de caballo

La proteina CITC, no presentd actividad en la oxidacién del tiantreno en ninguno de los
dos sistemas, y con ninguna de las tres formas. Ensayos previos con la enzima CITC en
la solucién ternaria diclorometano-metanol-buffer [38] mostraron resultados diferentes a
los obtenidos en esta investigacion. En el trabajo de Garcia-Arellano y colaboradores [38]
se hizo una doble modificacién de la proteina, en donde los grupos aminos libres fueron
covalentemente unidos a un polietilenglicol activado con cloruro ciandrico, la cual resultd
en una proteina conjugada soluble en solventes organicos, y luego realizaron una
segunda modificacién, donde los grupos carboxilos libres, incluyendo los propionatos del
grupo hemo, fueron alquilados para formar esteres de metilo (PEG-Cyt-Met). La proteina
modificada PEG-Cyt-Met presento la actividad mas alta en el sistema que contenia 65%
de CH,CI,, 35% CH3;OH y solo 5% H,O en la oxidacion de porfirinas sintéticas (NiIOEP)

con una actividad de 1085 +104 min™ pmol™ prot; mientras que la proteina sin modificar
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no presentd actividad alguna [38]. En la presente investigacién se usoé la misma mezcla
para evaluar el CITC en su capacidad de oxidar el compuesto tiantreno, y no se encontro
actividad con ninguna de las formas de la proteina, al contrario se presentdé una
precipitacion de la proteina al ponerse en contacto con la mezcla. Es probable que la falta
de actividad pudiera atribuirse a la precipitacion sin duda debida a la presencia del
quitosano en el bioconjugado. Este resultado es contrario a otros ya descritos en cuanto
al uso de esta modificacibn con PEG para obtener una proteina soluble en medios
organicos [48], pero en donde no hay presencia de quitosano.

Se ha reportado que la proteina CITC sin modificar tiene la capacidad de oxidar
compuestos azufrados como el tiantreno, en mezclas que contienen 10% de N,N-
dimetilformamida y buffer de fosfatos 0.06 M, pH 6.1 [49]. Para el caso de la mezcla
usada en la presente investigacion se cuenta solo con un 5% agua, y no se evidencié

actividad alguna para la oxidacién del tiantreno.

Por otro lado, se evalu6 la mezcla hexano-isopropanol-buffer con la proteina CITC, en las
tres formas, y no se observo actividad alguna, sin embargo a diferencia de la mezcla
diclorometano-metanol-buffer, no se present6 precipitacion de la proteina en ninguna de

las formas. Este sistema basado en Hexano se evalu6 previamente en CPO [37].

6.8.2. Peroxidasa de rabano blanco

Considerando que no se encontraron reportes previos de oxidacion del tiantreno
catalizada por esta enzima, se procedi6é a evaluar la HRP en una mezcla de reaccién de 1
mL el cual contenia 20% de acetonitrilo, buffer de fosfatos, pH 6.0 y tiantreno 0.2 mM. Se
adicionaron 5 uL de HRP con una concentracién de 9.3 x10®° My la reaccién se dejé por
una hora a temperatura ambiente tras adicionar peroxido de hidrogeno 1 mM.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se analizé en un HPLC, equipado con una columna
de fase reversa, para determinar si hubo transformacién. Los resultados obtenidos

muestran claramente que no hubo ninguna transformacioén (llustracion 15 Ay B).
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llustracion 15. Cromatografia en fase reversa (Ay B). Reaccion de la peroxidasa de rabano
blanco con tiantreno en un 20% de acetonitrilo

La CPO fue evaluada en sus tres formas en las mezclas, diclorometano-metanol-buffer y
hexano-isopropanol-buffer. En el primer sistema de diclorometano, reportado en el
trabajo realizado con CITC [38], no se encontr6 actividad con ninguna de las
preparaciones enzimaticas, modificada y no modificada. En el trabajo de Tzialla y
colaboradores, se evalué la CPO en su actividad halogenasa con monoclorodimedona y
de epoxidacion con estireno llevada a cabo en sistemas ternarios [37]. En la presente
investigacion se evaluaron todas las mezclas propuestas en el trabajo de Tzialla y
colaboradores (Tabla 14)[37] en la capacidad de oxidacién del tiantreno por parte de la
CPO sin modificar en los diferentes sistemas basados en hexano. Los sistemas
reportados como 1 y 6 (Tabla 14) presentaron las mayores actividades. Dichas
actividades fueron de 232 min™ (sistema 1) para la oxidacién del tiantreno en una mezcla
que contenia 18.9% de agua (Tabla 14) y una actividad cercana a la anterior de 202 min™
(sistema 6) en la mezcla que contenia solo un 6.3% de agua (Tabla 14). En el trabajo de
Tzialla se report6 mayor actividad en el sistema con 6.3% de agua con la
monoclorodimedona como sustrato [37]. Estudios previos han demostrado que la CPO
es eficiente en la oxidacién del tiantreno [50]. No se detectd actividad enzimatica en los

sistemas conteniendo 2.0 y 2.5% de agua.

Las diferentes actividades en la oxidacion de tiantreno, por parte de la CPO, obtenidas en
los diferentes sistemas, no permiten detectar una correlacion entre el contenido de agua o

de isopropanol y la actividad catalitica. Para profundizar el estudio, se realizd la
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determinacion del coeficiente de actividad termodindmica para el tiantreno en cada una de
estas mezclas y asi poder establecer una correlacion. Dicho coeficiente de actividad
termodindmica sugeria que a mayor porcentaje de agua en la mezcla mayor seria el
coeficiente de actividad termodindmica del tiantreno, es decir estaria méas disponible para
su transformacién, sin embargo una vez analizados los resultados, no se encontrd
ninguna correlacion significativa (datos no mostrados). Probablemente esto se deba a
que el coeficiente de actividad termodindmica considera solamente el sustrato y no qué
pasa con la enzima de manera directa. Es probable que existan diferentes factores que
afectan la estabilidad de la enzima en el medio de reaccién, el cual es complejo y
multifactorial. De acuerdo a esto, también se considerd la determinacion de la constante
dieléctrica de cada una de las mezclas y determinar cdmo afecta ésta a la actividad
enzimatica[51, 52]. Se esperaria que a mayor valor de constante dieléctrica la actividad
fuera mayor debido a que hay mayor cantidad de agua favoreciendo el microambiente de
la enzima para realizar la catdlisis. Sin embargo, no se encontré una relacion directa de
que a mayor constante dieléctrica mayor actividad. Lo que si fue claro es que las
constantes dieléctricas de la mezclas se correlacionan directamente con el porcentaje de
agua, es decir a mayor porcentaje de agua mayor constante dieléctrica. Por otro lado se
encontré también que la relacién entre el coeficiente de actividad termodindmica y la
constante dieléctrica también es directa teniendo en cuenta el porcentaje de agua, a
mayor porcentaje de agua mayor constante dieléctrica y actividad termodinamica del
tiantreno. Con el hexano no se encontr6 un comportamiento totalmente lineal, pero si hay
una tendencia de que a mayor porcentaje de hexano la constante dieléctrica de la mezcla

y la actividad termodinamica del tiantreno en la mezcla es menor (datos no mostrados).

También se midi6 la actividad de agua (datos no mostrados) en cada una de las mezclas
pero de igual forma no se encontré una correlacion entre la actividad enzimatica medida y
la actividad de agua medida. Algo importante es que las dos mezclas denominadas como
sistema 1 y 6, las cuales fueron usadas posteriormente en los demas ensayos,
presentaban una actividad de agua similar, a pesar de que en el sistema 1 se tiene un
porcentaje de agua de 18.9% y en el sistema 6 se tiene un porcentaje de agua del 6.3%.
Esto corrobora el hecho de haber obtenido actividades enziméaticas similares, es decir no

habia diferencias significativas entre ellas.
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Tabla 14 Actividad Especifica para la oxidacion de tiantreno por parte de la CPO libre en
sistemas basados en hexano

Actividad
Sistema Hexano % Isopropanol% Agua % Especifica
min-1
1 15.8 65.3 18.9 232 + 40
2 17.2 67.2 15.6 155 + 11
3 11.7 73.7 14.6 100 + 12
4 23.4 64.6 12.0 140 + 7
3) 27.1 64.4 8.5 150 + 17
6 46.0 47.7 6.3 202 + 38
7 19.9 74.6 5.5 18+7
8 37.8 57.2 5.0 93+6
9 55.8 39.6 4.6 128 + 14
10 53.4 43.4 3.2 48 +5
11 34.1 63.4 2.5 ND
12 64.5 33.3 2.2 131 + 11
13 47.3 50.7 2.0 ND

Continuando con el objetivo de uso de estos datos, se tomaron aquellos donde se obtuvo

mayor actividad, los cuales fueron el sistema 1y 6. Se procedié a seguir haciendo las

evaluaciones de caracterizacion del bioconjugado con CPO en estos dos sistemas. Es

decir se evalué la enzima sin modificar, modificada con quitosano y modificada con

quitosano y PEG activado con cloruro ciandrico.

Los resultados presentados

corresponden a tres preparaciones diferentes de cada uno de los bioconjugados CPO-Q y

CPO-Q-PEG. EIl comportamiento de los bioconjugados se presenta en la llustracion 16.
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llustracién 16. Actividad de los bioconjugados en la oxidacién del tiantreno en sistemas
ternarios basados en hexano

Una vez modificada la proteina con quitosano se encontr6 que la actividad en ambos
sistemas es similar, es decir no se encuentran diferencias significativas. Este
comportamiento es similar en la CPO doblemente modificada con quitosano y
polietilenglicol activado con cloruro ciandrico. Si hacemos una comparacion entre los
bioconjugados CPO-Q y CPO-Q-PEG, estas no son diferentes significativamente, sin
embargo si se observa una disminucién en la actividad de las enzimas modificadas con
respecto a la enzima no modificada. Esta disminucion de la actividad puede estar
relacionada al caracter hidrofilico que adquiere la enzima al estar modificada con
quitosano, lo que puede estar aumentando la limitacion de transferencias de masas, es

decir disminuyendo la interaccion entre el sustrato y la enzima.

La modificacion con polietilenglicol le confiere a la enzima una caracteristica anfifilica, sin
embargo como se mencion0 anteriormente no se observa un cambio significativo cuando
la enzima se encuentra solo con quitosano a cuando se encuentra con quitosano y
polietilenglicol. En ensayos realizados previamente en esta investigacion, se evalu6 la
modificacion con polietilenglicol aldehido y se obtuvo una caida drastica de la actividad en
la oxidacion del tiantreno (datos no mostrados), sin embargo algo interesante es que con
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el uso del polietilenglicol activado con cloruro ciandrico no se observa una caida tan
drastica de la actividad en la oxidacion de este sustrato azufrado. Muchos trabajos de
modificacion de proteinas se han enfocado en poder producir enzimas solubles y activas
en medios hidrofébicos, tales como solventes orgénicos. Enzimas tales como lipasa,
quimotripsina, catalasa y peroxidasa se han hecho solubles y activas en solventes
organicos tales como benceno, por la unién covalente de una molécula anfipatica a la
superficie de la enzima. La naturaleza hidrofilica del PEG hace posible la modificaciéon de
las enzimas en soluciobn acuosa y su naturaleza hidrofobica capacita a la enzima
modificada a funcionar en un ambiente hidrofébico [53]. En este trabajo se obtienen
biocatalizadores modificados con quitosano y polietilenglicol los cuales son solubles en el
medio de reaccion que contiene hexano, isopropanol y agua, y estos se mantienen

activos.

En un estudio realizado por Ayala y colaboradores se determiné que la actividad
especifica de la CPO para oxidar el tiantreno en sistemas con un 15% o 20% de
acetonitrilo a pH 3.0 y en presencia de 20 mM de KCI, era 1310 min™ + 132 [50]. Aunque
los valores de actividad especifica obtenidos en este estudio son menores, es importante
resaltar que en nuestro estudio se usaron sistemas de bajo contenido de agua para oxidar
el compuesto modelo tiantreno en una mezcla que contenia isopropanol y hexano y la

enzima (tanto no modificada como modificada) se mantuvo activa.

6.8.4.1. Caracterizacion cinética

Las constantes cinéticas de la enzima libre, y de los conjugados CPO-Q, y CPO-Q-PEG
se determinaron para la oxidacién del tiantreno. Se midieron las velocidades iniciales
para la oxidaciébn de este sustrato azufrado a diferentes concentraciones tanto de
tiantreno como de perdxido de hidrégeno. En la Tabla 15 se presentan las constantes
cinéticas de la CPO libre, conjugada con quitosano y conjugada con quitosano y PEG.
Los parametros cinéticos estan determinados para los dos sistemas evaluados
previamente, en donde se varia el porcentaje de hexano, isopropanol y agua. La Kgy
calculada es mayor en ambos sistemas para la CPO libre comparada con las enzimas
modificadas, tanto con quitosano como con quitosano y PEG. La Ky para el peréxido esta
en el mismo orden de magnitud para la enzima en todas sus formas y en ambos sistemas
exceptuando para la CPO-Q-PEG en el sistema 6 (menor contenido de agua) en donde la
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Ku €s un orden de magnitud menor, y esto probablemente esté relacionado con que el
aumento de hidrofilicidad del bioconjugado permita una mayor afinidad al peréxido
haciendo que se necesiten bajas concentraciones de este en la catalisis. Esto también
puede ser la causa de una inactivacion mas rapida del mismo, puesto que esta expuesto
a una mayor concentracion del peroxido debido a un microambiente hidrofilico que rodea

la enzima, recordando que en ésta mezcla el contenido de agua es muy bajo.

La eficiencia catalitica de manera global para el tiantreno evidentemente es mayor en el
sistema 6 con la enzima en sus tres formas, siendo la méas alta con la enzima libre. Sin
embargo, algo interesante es que la CPO-Q aumenta esa eficiencia catalitica
aproximadamente 4 veces cuando la reaccion se lleva a cabo en el sistema 6 (menor
contenido de agua) comparado a cuando se lleva a cabo en el sistema 1 (mayor
contenido de agua). Se requeriria mejorar la estabilidad de la enzima modificada, puesto
que los resultados indican que el efecto de la modificacion con quitosano esta
favoreciendo de una u otra forma la catalisis, sin embargo el nUmero de recambio es de
solo 41 min™* comparado con 629 min™ en el sistema 1. Esto es consistente con el hecho
de que la constante de inactivacion de la CPO-Q en el sistema 6 es aproximadamente 12
veces mayor a la constante de inactivacién de la CPO-Q en el sistema 1, y por ende su

tiempo de vida media también (Tabla 15).

En estudios previos se han determinado constantes cinéticas para la oxidacion del
tiantreno tales como key ™ 64, Ky (UM) 1.5 y kea/Ky (UM™ s™) 44 [50], en el presente
trabajo, la ke Obtenida en los diferentes sistemas y con la enzima sin modificar y
modificada esta por debajo. Sin embargo es importante resaltar que se tiene actividad en

sistemas con muy poca agua y en presencia de solventes organicos.
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Tabla 15 Constantes cinéticas de la enzima CPO libre y conjugada con quitosano y
polietilenglicol en sistemas ternarios basados en hexano para la oxidacion de tiantreno

Sistema 1| Sistema 6 |Sistema 1 | Sistema 6 | Sistema 1 | Sistema 6

ket media min™ 1115 2238 340 768 607 365
Ky Peroxido puM 78 24 61 111 35.8 6.0
Kwm Tiantreno puM 4.2 6.3 5.4 3.3 16.4 6.5
o1
Kear MIn™/Ky 14.3 93.2 56 6.9 17.0 60.5
Peroxido pM
A
Kear min™/Kyy 265.5 355.2 63.0 232.7 37.1 55.9

Tiantreno uM

K, 0.0085 0.04 00064 | 006 | 0.0128 0.06
Tiempo de vida 82 18 108 11 54 11
media

6.8.5. Estabilidad de los biocatalizadores

6.8.5.1. Almacenamiento en refrigeracién (4-8 °C) de la CPO-Q

Como parte de la caracterizacién del bioconjugado de CPO con quitosano, se determin6
la estabilidad de este al almacenamiento en refrigeracién (4-8°C). Dicho ensayo se llevo
a cabo midiendo la actividad del conjugado con monoclorodimedona cada 10 dias,
durante 70 dias. Los resultados obtenidos nos muestran una caida gradual de la

actividad, con una retencion final de la actividad entre 38 y 42% (llustracién 17)

En la llustracion 17 se presentan los datos de actividad especifica de CPO-Q con

respecto al tiempo, y se puede observar la caida gradual de la actividad enzimética.
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llustracién 17. Estabilidad al almacenamiento en refrigeracion de la CPO-Q durante 70
dias

6.8.5.2. Termoestabilidad

Para determinar la estabilidad de los bioconjugados a altas temperaturas, se incubaron a
60°C en solucion acuosa (buffer de fosfatos, pH 5.0), durante una hora y se midio la
actividad cada 10 minutos. La determinacion del tiempo de vida media para los
bioconjugados y la enzima libre fue de 19 minutos para la CPO, 13 minutos para la CPO-
Q y 7 minutos para la CPO-Q-PEG, es decir que no se observan diferencias significativas

en cuanto al tiempo de estabilidad (Tabla 17).

La llustraciobn 18 muestra las cinéticas de inactivacion de las enzimas en el tiempo
durante la incubacién a 60°C. EIl porcentaje de actividad residual de la CPO, CPO-Q y
CPO-Q-PEG fue de 15%, 11% y 8% llustracion 19) respectivamente, lo que finalmente
permite decir que la inactivacion de la enzima a esa temperatura es inminente y las
modificaciones no le confieren algun tipo de termoestabilidad. La evaluacién se llevé a
cabo para esta temperatura puesto que estudios anteriores han mostrado que la CPO
libre a esa temperatura no es estable, la enzima libre se inactiva rapidamente a
temperaturas mayores a 50°C [54], y lo que se buscaba era determinar si la modificacion

conferia algun tipo de proteccion a la enzima que le permitiera mantenerse estable.
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Algunas modificaciones en la CPO como cristales entrecruzados de CPO mostraron un

mejoramiento en la estabilidad a la temperatura, ya que estos mantuvieron la mayoria de

su actividad catalitica a temperaturas por encima de los 70°C [54].
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llustracion 18. Cinéticas de termoestabilidad de la CPO, CPO-Q y CPO-Q-PEG
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llustracion 19. Actividad residual de la enzima libre y conjugada después de una hora de
incubacién a una temperatura de 60°C

6.8.5.3. Estabilidad al solvente (sistema ternario hexano-isopropanol-agua)

La estabilidad de la enzima libre y conjugada en el medio de reaccién se determind
incubando estas en el sistema ternario y su actividad fue medida cada 5 minutos usando
como sustrato monoclorodimedona. La evaluacion se realiz6 usando los dos sistemas
ternarios que se han venido mencionando durante el trabajo (sistema 1y sistema 6). El
sistema uno se caracteriza por tener un porcentaje de agua de 18.9% vy el sistema 6 solo
un 6.3%. Como se puede observar la composicion del medio afecta drasticamente la
actividad de la enzima puesto que cuando el porcentaje de agua es muy bajo la enzima
libre y conjugada sufren una inactivacion mas rapida, obteniendose un porcentaje de
actividad residual tras una hora y media de incubacién del 5%,1% y 5% para CPO, CPO-
Q y CPO-Q-PEG respectivamente. Sin embargo, algo interesante es que en el sistema
con un contenido de agua del 18.9% se observa un aumento en el porcentaje de actividad
residual de la CPO-Q comparada con la enzima libre, ya que logra mantener el 63% de la
actividad inicial, lo que podria estar indicando que la conjugacién de la enzima con
quitosano bajo estas condiciones de la mezcla le confiere cierta proteccion a la enzima

frente al efecto de los solventes como hexano e isopropanol (llustracion 21).
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El comportamiento de la enzima libre y la CPO-Q-PEG fue muy similar con una actividad

residual del 45% y 41%. La determinacion del tiempo de vida media indica de manera

global que la enzima es mas estable en el sistema 1 en sus tres formas CPO, CPO-Q vy

CPO-Q-PEG, siendo la CPO-Q la mas estable de las tres (Tabla 16) (llustracién 20).

Tabla 16 Estabilidad de la enzima libre y conjugada a solventes y estabilidad de las
mismas a 60 °C

Sistema | Sistema | Sistema | Sistema
1 6 1 6
CPO 82 18 0.0085 | 0.0393 19 0.0373
CPO-Q 108 11 0.0064 | 0.0634 13 0.0540
CPO-Q-PEG 54 11 0.0128 | 0.0611 7 0.1051

64




Actividad Especifica min™

Actividad Especifica min™

Actividad Especifica min™

50000

45000

40000 -

35000 -

30000

25000

20000 -

15000

Estabilidad en el sistema 1 CPO

K;, =0.0085+ 0.0009
t,, =82 minutos

26000

0 20 40 60 80 100

Minutos

24000 -

22000

20000 -

18000 -

16000

14000 -

12000 A

10000

Estabilidad en el sistema 1 CPOQ

K;, =0.0064 +0.0005
t,, =108 minutos

14000

0 20 40 60 80 100

Minutos

10000 -

8000 -

6000 -

4000 -

2000

Estabilidad en el sistema 1 CPOQPEG

Kin =0.0128+0.0016
t,, =54 minutos

llustracién 20

Minutos

Actividad Especifica min™ Actividad Especifica min™

Actividad Especifica min*

40000 -

30000

20000

Estabilidad en el sistema 6 CPO

K, =0.0393 £0.0013
t,, =18 minutos

80000

Minutos

100

60000 4

40000

20000 -

Estabilidad en el sistema 6 CPOQ

Ki» =0.0634 £0.0030
t,, =11 minutos

0 20 40 60 80

Minutos

100

14000

12000

10000

8000 -

6000 -

4000 -

2000 -

Estabilidad en el sistema 6 CPOQPEG

K, =0.0611 £ 0.0068
ty, =11 minutos

Minutos

. Cinéticas de estabilidad en el medio de reaccién para la CPO,
CPO-Q y CPO-Q-PEG

65



120 -
100 -
(]
-
=
- 20 - . ..
2 W Actividad Inicial en
v sistemaly 6
E 60 -
,'g W Actividad Residual
s en sistema 1
< 40 o )
2 Actividad Residual
= en sistema 6
20
0 -
CPO CPOQ CPOQPEG

llustracién 21. Actividad residual de la enzima libre y conjugada después de una hora y
media de incubacién en un medio compuesto por tres solventes (hexano-isopropanol-
agua)

Cabe anotar que la estabilidad no solo depende del contenido de agua, puesto que cada
mezcla tiene una variacion del contenido de hexano y de isopropanol, es decir que son
varios factores los que afectan la estabilidad de la enzima. En el sistema 1 hay 3 veces
menos hexano que en el sistema 6 y en contraste en el sistema 6 hay 3 veces menos
agua que en el sistema 1. Viendolo desde este punto de vista se podria sugerir que la
enzima libre y conjugados presentan una mayor estabilidad al medio donde hay mas agua

y menos hexano (llustracién 21).

Finalmente con estos sistemas se aproxima al objetivo de poder simular un ambiente de
baja polaridad para la enzima y evaluar cdmo se comporta. Las modificaciones fueron
disefiadas con el objetivo de lograr una enzima cataliticamente estable bajo estas
condiciones agresivas, y se puede seguir trabajando en lo mismo, ya que es evidente la
capacidad de la CPO de transformar compuestos azufrados como el tiantreno el cual es

del tipo que se encuentran en los combustibles.
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7. CONCLUSIONES

El proceso de inmovilizacion de las enzimas CPO, HRP y citocromo ¢ sobre Nylon y poli-
(etileno-co-metil acrilato-co-glicidil metacrilato) generd una inactivacion de casi el 100% de
las mismas. Una de las desventajas del proceso de inmovilizacion es precisamente que
no se puede controlar especificamente los residuos de aminoacidos mediante los cuales
se hace la inmovilizacién y por esto pueden verse afectados aquellos que son importantes
para la catdlisis o aquellos que distorsionan la estructura tridimensional, ocasionando asi

la disminucion de la actividad o su inactivacion.

La conjugaciéon de las proteinas con el biopolimero quitosano, permiti6 mantener la
actividad de las enzimas. Esta estrategia es una alternativa interesante para inmovilizar o
bioconjugar proteinas que no genera una inactivacion tan drastica. Ademas ha sido
ampliamente usada con otras proteinas para el disefio de biocatalizadores inteligentes
debido a las propiedades que tiene éste biopolimero de responder al pH, permitiendo asi
recuperar el biocatalizador mediante precipitacién al aumentar el pH de la solucién en
donde se encuentre. Para este trabajo en particular no se pudo hacer uso de esta
propiedad puesto que las proteinas usadas, especialmente la CPO no son estables a pH

alcalinos.

Con la idea de poder construir un biocatalizador tricomponente que mantuviera
caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas, se decidié conjugar la CPO-Q con PEG. Esta
modificacion generd que la enzima conservara un 35% de la actividad inicial. A pesar de
esta caida de actividad, fue suficiente y se mantuvo activa en presencia de solventes
organicos y en la oxidacion del sustrato modelo tiantreno. La conjugacién de proteinas
con polietilenglicol es ampliamente usada en la biocatalisis en solventes organicos para

permitir una mejor solubilidad de la proteina en el solvente y que esta se mantenga activa.

El sistema ternario hexano, isopropanol y agua fue adecuado para permitir que la CPO
fuera activa para la oxidacion del tiantreno. La CPO presenté la mayor actividad en dos
mezclas, una donde el contenido de agua es de 18.9% y otra donde es de 6.3%. Estos
resultados se consideran de gran interés puesto que encontrar actividad en bajo
contenido de agua, permite seguir explorando este tipo de sistemas en donde la enzima

se mantiene cataliticamente activa en presencia de solventes organicos, lo que permitiria

67



realizar reacciones con sustratos que sean solubles en ciertos solventes y asi disminuir el

problema de transferencia de masas

De manera global la eficiencia catalitica para la oxidacion del tiantreno es mayor en el
sistema con menor contenido de agua (sistema 6) con la enzima en sus tres formas CPO,
CPO-Q y CPO-Q-PEG. Entre las tres preparaciones la CPO libre es la que presenta una
mayor eficiencia. Sin embargo, es importante resaltar que la eficiencia catalitica de la
CPO-Q aumenta aproximadamente 4 veces en el sistema 6 comparado con el sistema 1.
Sin ser el nimero mas alto, esta relacion de aumento de un sistema a otro y sobre todo al
de menos agua, podria indicar un efecto positivo del quitosano sobre la enzima, sin
embargo se requiere de mas estudios y de mejorar la estabilidad de las proteinas
modificadas para optimizar el proceso.

La CPO modificada con quitosano y con quitosano y PEG, no result6 ser mas
termoestable que la enzima libre cuando se midié su estabilidad a 60°C, de hecho no hay
diferencias significativas entre las tres. La CPO libre ha mostrado que a temperaturas
mayores a 50°C se inactiva, es por esto importante que se puedan construir
biocatalizadores que sean estables a temperaturas mayores a 50°C.

El tiempo de vida media de la CPO-Q almacenada en refrigeracion es de 55 dias, lo que
es mucho menor comparado con la enzima libre que puede estar por lo menos un afio en
refrigeracion y mantiene su actividad. Sin embargo, este dato es importante para efectos
de estudios posteriores tener en cuenta la estabilidad del bioconjugado para realizar los
respectivos andlisis. Por otro lado, seria importante evaluar su estabilidad cuando se

almacena en congelacion, ya que en este estudio esa evaluacion no se hizo.

La CPO-Q logré mantener una actividad residual del 63% tras una hora y media de
incubacién en el sistema ternario que contenia 15.8% de hexano, 65.3% Isopropanol y
18.9% de agua, comparado con la CPO libre la cual mantuvo una actividad residual del
45%. Esto podria sugerir que para estas condiciones la modificacion con quitosano si

ejerce una funcién de mayor proteccion para la enzima en solventes organicos
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8. PERSPECTIVAS

Debido a la dificultad que se presenta para inmovilizar la CPO la cual es una proteina de
interés para uso a nivel industrial, se hace necesario seguir explorando estrategias que
permitan mantener la enzima cataliticamente activa una vez ha sido inmovilizada. Una
alternativa es poder manipular ciertos grupos reactivos de la superficie de la proteina que

permita una orientacién correcta en la inmovilizacion.

Una herramienta importante seria la ingenieria genética de la proteina, y previo a eso
poder lograr su expresion para asi modificar residuos que permitan mejorar la estabilidad

de la enzima.

Dentro de la ingenieria quimica de proteinas sigue siendo de interés explorar el uso de
polimeros tanto naturales como sintéticos que le confieran propiedades interesantes a la

proteina para su uso en medios no convencionales.

El uso de sistemas ternarios de solventes organicos, en los cuales se mantenga la enzima
cataliticamente activa hace que sea un campo en el que se debe seguir trabajando para
mejorar la tasa de reaccion y ademas en un futuro poder llevar a cabo su aplicacion a

nivel industrial, como en el caso de refinamiento de combustibles.
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