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Resumen

En este trabajo se inmovilizd covalentemente la enzima lacasa del hongo Coriolopsis
gallica en nanoestructuras magnéticas y se evalud el efecto en su actividad y en su
estabilidad. Se funcionalizé a las nanoestructuras con alcoxisilanos organofuncionales, a

saber, 3-aminopropil-, 3-glicidoxipropil- y 3-cloropropiltrimetoxisilano.

Las nanoestructuras utilizadas como soporte para la inmovilizacién fueron nanoparticulas
de magnetita (Fe;O.) sintetizadas por el método de coprecipitacion, y nanotubos de
magnetita sintetizados por el método hidrotermal seguido de tratamiento térmico con flujo
de hidrégeno. Las nanoestructuras se caracterizaron por difraccion de rayos X (XRD) y
microscopia electronica de transmision (TEM). Las nanoestructuras funcionalizadas se

caracterizaron por espectroscopia FTIR y UV-vis.

La inmovilizacion de la enzima se evaludé por el método de Bradford, midiendo la
concentracion de enzima del medio de reaccion luego de haber precipitado los soportes, y
sustrayendo el valor de la concentracion original del medio. Se determiné que los soportes

funcionalizados con el aminosilano inmovilizan mayor cantidad de enzima por miligramo.

La actividad de la enzima se evalud por espectroscopia UV-vis, midiendo la oxidacién de la
siringaldazina utilizada como sustrato. Por medio de la construccion de graficos de
Lineweaver-Burk se calculd la constante catalitica de la enzima libre y de la enzima
inmovilizada. Se encontrd que la enzima inmovilizada en nanoparticulas funcionalizadas
con el clorosilano presentd la mayor actividad, a pesar de tener la menor cantidad de

enzima por miligramo de soporte.

Se midio la caida en la velocidad de reaccion de la enzima inmovilizada luego de multiples
usos. Se encontrd que la velocidad se conserva mejor (80%) en la enzima inmovilizada en
nanotubos funcionalizados con el aminosilano y que para la enzima inmovilizada en
nanoparticulas, la velocidad cae hasta un 40% de la velocidad original, independientemente

del agente de acoplamiento utilizado.
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Capitulo 1

1.1 Introduccion

En el mundo contemporaneo existe una amplia variedad de industrias, de las cuales, la
mayoria dependen de la industria quimica. Esta industria se consolidé como tal a mediados
del siglo XVIII, a la par de la revolucion industrial y, desde entonces, se ha adaptado,
especializado y ampliado continuamente en diversos campos hasta volverse indispensable

para la sociedad'. Uno de estos campos es el de los compuestos fendlicos.

Los compuestos fenolicos, también llamados fenoles, son una familia de compuestos
organicos cuya estructura contiene un grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico. El fenol
es la molécula més simple de esta familia y fue identificado en 1834 por Friedlieb
Ferdinand Runde (1795-1896). Los fenoles son compuestos bien estudiados y son
utilizados en la fabricacion de productos variados, desde plasticos, colorantes y detergentes,

hasta insecticidas y medicamentos?.

Debido al extenso uso de los fenoles en la industria, inevitablemente se generan enormes
cantidades de residuos y derivados. De acuerdo a la Comision para la cooperacion
ambiental (CEC, por sus siglas en inglés), los fenoles figuran entre los compuestos
quimicos que generan mas desechos en Norteamérica’. Estos residuos son generados
principalmente por la industria petroquimica. Otras industrias contribuyentes son la
metalurgica, la del plastico, la farmacéutica y la textil®. La mayoria de los fenoles son
altamente solubles, por lo que migran a otros ambientes facilmente. Por esta razon, se
pueden encontrar fenoles y sus derivados en distintos cuerpos de agua, incluyendo cuerpos

de consumo humano’.

El efecto de los fenoles en la salud es diverso debido a que es un grupo muy extenso. En ¢l
existen compuestos que actian como antioxidantes y como anticancerigenos®. En cambio,
también existen compuestos de toxicidad conocida. Los fenoles simples, por ejemplo, no
son bioacumulables y suelen ser biodegradados en cuestion de dias. En cambio, los fenoles
halogenados son toxicos y resistentes a la biodegradacion®. Se sabe que algunos fenoles

pueden provocar dainos al ADN, mutaciones y otros efectos genotdxicos, motivo por el cual



la contencion y eliminacion de dichos compuestos es un tema de interés para la sociedad.

Algunas organizaciones se han encargado de identificar y regular diferentes tipos de
residuos que puedan poner en riesgo la salud humana, incluidos los fenoles. Una de estas
organizaciones es la Agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos (US EPA, por sus
siglas en inglés). Esta y otras organizaciones han decretado limites para las concentraciones
de sustancias y residuos quimicos en el ambiente y en medios a los que estén expuestos los
humanos. La eliminacion de sustancias y residuos es una de las estrategias utilizadas para

permanecer debajo de los limites establecidos.

Existen varios métodos para eliminar compuestos fenolicos en agua. En general, se pueden
dividir en dos grupos: métodos de recuperacion y meétodos de inertizacion, aunque
comunmente se usan en conjunto. Desafortunadamente, los primeros resultan muy costosos
o implican procedimientos adicionales. Por su parte, los segundos se vuelven complejos

cuando se quiere conseguir cierto grado de pureza en grandes volimenes®.

En 1976 se propuso el tratamiento enzimatico como alternativa para la eliminaciéon de
compuestos fendlicos. Con esta idea se pretendia tener las ventajas de los tratamientos
biologicos, evitando sus dificultades. Adicionalmente, se mostr6 que los métodos
enzimaticos son mas rdpidos que los métodos quimicos convencionales, ademds de

funcionar en condiciones ambientales’.

Las enzimas ofrecen otra importante ventaja, su selectividad, por lo que con el tratamiento
enzimatico no se generan productos secundarios. Por desgracia, el uso de enzimas para
eliminacion de residuos también tiene sus complicaciones. Debido a su origen, es
complicado usarlas en actividades de escala industrial. Asimismo, las enzimas no suelen
soportar temperaturas o presiones relativamente altas. Finalmente, las enzimas pueden ser

inactivadas por una variedad de sustratos y productos, disminuyendo asi su eficiencia®.

La inmovilizacion enzimatica surgid como una propuesta para compensar las
vulnerabilidades de las enzimas sin perder sus cualidades. La inmovilizaciéon enzimatica

transforma al catalizador soluble en uno insoluble. De esta forma se simplifica su



recuperacion y permite que puedan ser utilizadas repetidamente. También se aumenta la

estabilidad de la enzima, prolongando su vida media’.

Existen grupos de enzimas capaces de oxidar compuestos fenolicos haciendo uso de
peroxido de hidrogeno o de oxigeno molecular. Las lacasas son uno de estos grupos. Son
enzimas de la familia de las oxidasas multicobre y se identificaron por primera vez en la
savia del arbol de la laca japonés Rhus vernicifera, en 1883 por el cientifico japonés H.

Yoshida'’.

La mayoria de las lacasas estudiadas y reportadas se han aislado de hongos superiores. A
este grupo pertenecen los hongos de la podredumbre blanca, los cuales son los productores
de lacasa mas comunmente estudiados''. Estas enzimas se caracterizan por su sitio activo,
el cual esta constituido por cuatro atomos de cobre y no por alguna secuencia de

aminoacidos.

Otra caracteristica de estas enzimas es su amplio repertorio de sustratos posibles, el cual
incluye polifenoles, fenoles sustituidos, diaminas aromaticas y mas'?. Por esta razon, se ha
propuesto el uso de lacasas para el disefio de biosensores y eliminacidon de sustancias y
residuos quimicos''. Debido a la naturaleza de dichas aplicaciones, su inmovilizacion suele
ser tratada como algo esencial para asegurar su estabilidad operacional y facilitar su uso

masivo y repetitivo.

Actualmente se cuentan con varios métodos de inmovilizacion, que se pueden englobar en
dos tipos: fisicos y quimicos. Cada método tiene ventajas y desventajas respecto a los otros,
por lo que es necesario tomar en consideracion la aplicacion que se desea para la enzima,

antes de seleccionar el método adecuado.

El uso de nanomateriales magnéticos para inmovilizacion de enzimas resulta
particularmente atractivo. Estos nanomateriales se alinean a campos magnéticos externos
de la misma forma que lo hace un iman convencional, por lo que es sencillo separarlos de
un medio de reaccion. Ademas, se dispersan muy bien en varios solventes debido a su

tamafio y son muy estables en suspension, ya que no tienden a alinearse entre si, a



diferencia de los imanes de mayor tamafio, por lo que no se forman aglomerados'. Por
estas cualidades, se piensa que su uso como soporte en inmovilizacion enzimatica podria
permitir el desarrollo de un tratamiento enzimatico de aguas residuales a nivel industrial y

con costos reducidos.



1.2 Antecedentes

1.2.1 Lacasa

Las lacasas (bencenodiol oxigeno oxidoreductasa, EC 1.10.3.2) constituyen el mayor
subgrupo de las enzimas oxidasas multicobre. Este grupo de enzimas ha sido ampliamente
estudiado desde su descubrimiento, mientras se estudiaba la savia del arbol Rhus
vernicifera'. A grandes rasgos, las lacasas pueden dividirse en dos grandes grupos: lacasas
fingicas y vegetales, aunque también se han identificado variedades de lacasa en insectos y

bacterias'®. De estos grupos, las lacasas fungicas son el grupo mas estudiado.

Estas enzimas cumplen diferentes funciones, dependiendo del organismo del que se
originaron. Las lacasas fungicas, por ejemplo, estan involucradas en el entrecruzamiento de
las paredes hifales (morfogénesis), en la polimerizacion de fenoles para el fortalecimiento
de las paredes celulares (proteccion contra el estrés), en la degradacion de la lignina y en la
biosintesis de pigmentos'®. Por su parte, las lacasas vegetales participan en la biosintesis de

lignina.

Aunque se conocen varias lacasas producidas por plantas y bacterias, las lacasas fingicas
son las que reciben mayor atencion. Una de las razones es porque la mayoria de las lacasas
fingicas suelen ser proteinas extracelulares, por lo que su proceso de purificacion es
relativamente sencillo, ademéds de ser proteinas naturalmente estables en ambiente

extracelular'>'¢.

La mayoria de lacasas fingicas son proteinas globulares monoméricas, con una masa
molecular de entre 60 y 70kDa. Por lo general son proteinas glicosiladas entre un 10 y 25%,
aunque en algunos casos el grado de glicosilacion llega a mas de 30%". Las lacasas
provenientes de plantas tienen mayor porcentaje de glicosilacion, por lo que su masa
molecular es mayor. Las lacasas fungicas suelen tener un punto isoeléctrico de 4 y pH
optimo acido, de entre 3 y 5. En cambio, el punto isoeléctrico de las lacasas vegetales es de
alrededor de 9, y su pH optimo es neutro (7). Respecto a la temperatura 6ptima de trabajo,

para la mayoria de las lacasas es de entre 20 y 80°C, aunque las de origen bacteriano son



las mas estables!®!’.

Estas enzimas se distinguen por la conformacion de su sitio activo, el cual estd constituido
por cuatro dtomos de cobre. Estos atomos se clasifican en tres tipos, segiin sus propiedades
espectroscopicas. El cobre tipo 1 (T1) se caracteriza por un fuerte pico de absorcion en los
600nm, aproximadamente. El cobre tipo 2 (T2) no muestra picos de absorbancia.
Finalmente, el cobre tipo 3 (T3), es un tipo de cobre binuclear con un pico de absorbancia
en los 330nm; ademads, sus dtomos estan ligados antiferromagnéticamente'®. En la Figura 1
se muestra la estructura de la lacasa del hongo Coriolopsis gallica, con los atomos de cobre

resaltados.

Figura 1. Estructura tridimensional de la lacasa de Coriolopsis gallica(Imagen tomada de
de la Mora et al”))
Es por medio de los atomos de cobre en su estructura que la enzima cataliza la oxidacion de
una variedad de sustratos junto con la reduccion de oxigeno molecular a agua. De acuerdo a
los modelos propuestos, los grupos funcionales del sustrato, grupos hidroxilo o amino, son
dirigidos por fuerzas electrostaticas hacia el cobre T1, en donde el sustrato es oxidado y
desprotonado. Este es el paso limitante de la velocidad de reaccion, pues un ciclo catalitico
requiere la sustraccion de cuatro electrones, que es lo mismo que la oxidacion de cuatro
sustratos. Los electrones sustraidos son transferidos al grupo trinuclear de 4&tomos de cobre

T2/T3, por el tripéptido His-Cys-His, facilitando la reduccion de los cuatro atomos y



haciendo posible la reduccion del oxigeno!”'*%,

La estructura de la enzima tiene dos canales que conducen al grupo trinuclear T2/T3. Uno
de ellos se dirige a los cobres T3 y se piensa que permite el acceso del oxigeno a la enzima.
Por su parte, se cree que el segundo canal permite la salida de las moléculas de agua'’. Se
piensa que el oxigeno se reduce en dos pasos: primero con la formacion de peréxido como
intermedio y luego su reduccion final a agua. Se ha sugerido que los protones necesarios
para la reduccion se consiguen del medio de reaccion. El transporte de protones propuesto
involucra la formacién de una red de enlaces de hidrégeno entre un par de aminoacidos
18,20

bien conservados y moléculas de agua, la cual actlia como un distribuidor de protones

En la Figura 2 se muestra un esquema simplificado del mecanismo de accion de la lacasa.

Totalmente reducida  Perdxido intermedio

@@@ ! 3@@
NG
@~ @~

H-0

H,0
Hz0 'jLento Répido l
4e’, 2H* =higd
@ 4e’, 2H* @
Hzo Ej)
@8@ L. @(o@
HO HO
Oxidada en reposo  Nativa intermedia

o

Figura 2. Mecanismo de reduccion de oxigeno en el sitio activo de la lacasa'®.
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Las lacasas disponen de un amplio repertorio de sustratos, en el que se incluyen varios
compuestos aromaticos, como fenoles sustituidos, polifenoles, aminas aromaticas y otros.
Ademas, las lacasas tienen la capacidad de oxidar algunos compuestos inorganicos, como
yodo e iones de ferrocianuro. Esta cualidad se debe, en parte, al potencial rédox de la
enzima el cual oscila entre 0.4 y 0.8V, dependiendo del organismo de procedencia. Se cree
que la eficiencia catalitica de la lacasa es directamente proporcional a su potencial rédox,
por lo que usualmente se prefieren las de mayor potencial. Adicionalmente, es posible
expandir el repertorio de sustratos de las lacasas utilizando compuestos de baja masa

molecular como mediadores de transferencia de electrones'.
1.2.2 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos (fenoles) son un grupo abundante de moléculas con una
estructura general constituida por al menos un grupo hidroxilo enlazado a un anillo
aromatico, tal como se muestra en la Figura 3. La estructura general conforma una
molécula por si misma, el fenol, que es el mas simple de los fenoles®'. Pese a que existen
diferentes clasificaciones para los fenoles, la mas extendida es la propuesta por Harborne y

Simmonds, en 1964, que divide a los fenoles de acuerdo al nimero de carbonos con los que

4 N

HO R

- /

Figura 3. Estructura general de los fenoles.

cuenta la molécula®’.

Los fenoles tienen origen natural y antropogénico. En plantas, por ejemplo, los fenoles
estan considerados como uno de los metabolitos secundarios mas comunes, con funciones

variadas que abarcan desde las propiedades sensoriales y estructurales de las plantas, hasta
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procesos de polinizacion, defensa contra depredadores, desarrollo y reproduccion, entre
otros®. Los fenoles encontrados en la naturaleza pueden clasificarse de forma alternativa en
tres grupos. Fenoles poco distribuidos, como fenoles simples, hidroquinona y resorcinol.
Fenoles ampliamente distribuidos, como flavonoides, cumarina y acidos fenolicos. Y

fenoles poliméricos, como taninos y lignina®?>,

En cuanto a los fenoles de origen antropogénico, la lista incluye varias industrias. Son
utilizados para la sintesis de plasticos, explosivos, detergentes, colorantes, pesticidas e
incluso medicamentos. Asimismo, tienen fuerte presencia en la industria petroquimica y
son un producto de la combustién de materia organica y combustibles***. Es debido al
extenso uso de los fenoles que su presencia en el medio ambiente es de preocupacion para
la sociedad. Ademas, se sabe que algunos grupos de fenoles son téxicos, lo que aumenta el

interés sobre ellos.

El efecto de los fenoles sobre el agua de consumo humano abarca desde afectar su sabor u
olor, hasta volver su consumo riesgoso. La toxicidad de los fenoles es un tema complicado
de estudiar debido a que sus efectos sobre los organismos son tan variados como el grupo
mismo. Sin embargo, si se centra la atencion sobre el fenol y sus derivados, que ademas son

los fenoles mas utilizados, es mas sencillo hablar de su toxicidad**.

En el caso del fenol, su toxicidad esta relacionada a su solubilidad y a la formacion de
radicales libres. En cuanto a los fenoles sustituidos, su efectos son diversos y de severidad
variable. Su grado de toxicidad es dependiente de la posicion en la que se encuentran los
sustituyentes (orto, meta o para)®. Los efectos relacionados a su consumo van desde

fatigas, dolor de cabeza e irritacion, hasta alteraciones enddcrinas y cancer®.

La concentracion y el tiempo al que se esta expuesto también son un factor importante para
determinar el impacto que tienen en la salud. El fenol, por ejemplo, se ha encontrado en el
agua para consumo y en alimentos, como carne de cerdo, en concentraciones de 1ug/L y de

hasta 28.6ug/kg, respectivamente®.

Los clorofenoles son los fenoles sustituidos con mayor presencia en cuerpos de agua. Se ha



identificado policlorofenoles en agua para consumo y otros cuerpos de agua, en
concentraciones de hasta 0.3pg/L, incluso después de haberse sometido a procesos de
purificacion. También se han detectado rastros de clorofenoles en algunos vegetales y en
carne de pollo. Se asume que estos rastros son consecuencia del uso y degradacion de
reguladores de crecimiento y pesticidas. Todos estos factores resultan en una exposicion a
clorofenoles hasta cuatro veces mayor en zonas con mayor urbanizacidén respecto a las

zonas rurales®.

Casos semejantes existen para otros fenoles sustituidos, incluyendo catecoles, nitrofenoles,
metilfenoles, alquilfenoles, bisfenoles y aminofenoles. Naturalmente, las concentraciones
de los diferentes fenoles son mayores en zonas cercanas a instalaciones industriales o
expuestas a sistemas de drenaje. Igualmente, las concentraciones suelen ser mayores cerca

de terrenos dedicados a la agricultura.

1.2.3 Pesticidas

Un pesticida, por definicion, es una sustancia quimica que resulta muy téxica para algunas
formas de vida, mientras que es poco toxica o no toxica para el resto. Los pesticidas son
introducidos al ambiente por varias vias, por ejemplo, durante su produccién, como
desecho luego de su uso, en derrames accidentales o negligentes e, incluso, introducidos en

cuerpos de agua intencionalmente para eliminar organismos acuaticos no deseados®’.

Parte importante de los pesticidas utilizados estan constituidos por compuestos aromaticos
halogenados, principalmente compuestos clorados. Los compuestos utilizados incluyen a

los fenoles, los acidos fenoxi alcandicos, derivados de 4cidos benzoicos, entre otros.

El fenol por si mismo puede funcionar como insecticida, fungicida, bactericida o herbicida;
sin embargo, su potencial como pesticida se incrementa cuando tiene sustituyentes,
tipicamente halogenos. Como caso general, su actividad alcanza su maximo con la adicion

de un segundo sustituyente. La alquilacién de los fenoles también contribuye al aumento de
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sus actividad, tanto insecticida como herbicida®.

Los pesticidas en general constituyen un problema ecologico, no solo los pesticidas
fenolicos. Los pesticidas suelen estar compuestos por moléculas recalcitrantes a la
biodegradacion. Ademas, en determinados casos, la degradacion natural de pesticidas da

como resultado compuestos toxicos para los organismos responsables de su degradacion®.

Caracteristicas como la volatilidad o la solubilidad de los pesticidas son factores que
determinan la facilidad con la que se pueden mover por el ecosistema, asi como la
exposicion a la que estan sujetos diferentes organismos, entre ellos los humanos. La
persistencia es otra de las caracteristicas cruciales de los pesticidas para entender su destino
en el medio ambiente. Esta caracteristica se refiere a la duracién que pueden tener en el
medio ambiente sin ser degradados. Por lo tanto, un organismo tendrd mas oportunidad de

interactuar con un pesticida con alta persistencia®'.

Una caracteristica mas, igualmente relevante y relacionada a las mencionadas
anteriormente es la bioacumulacion. Esta caracteristica se refiere a la cantidad de material,
en este caso de pesticidas, que se acumula en los organismos expuestos y a la tendencia de
sumarse esa cantidad conforme progresa la cadena alimenticia, como se esquematiza en la
Figura 4. Esto es de particular interés para la sociedad debido a la posicion de los humanos

en la cadena alimenticia®'.

T > S
Bioacumulacion

ﬁi —

. . Tiempo
Nivel de contaminant
\. de contaminantes )

Figura 4. Esquema del proceso de bioacumulacion de contaminantes en la cadena
alimenticia®.
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Por estas razones, es de interés general la comprension e innovacion de técnicas y

estrategias para la eliminacion de esta clase de contaminantes.

1.2.4 Técnicas de eliminacion de contaminantes
1.2.4.1 Eliminacion de fenoles

Debido a que se posee un profundo conocimiento sobre las propiedades del fenol y de sus
derivados, es natural que exista una amplia cantidad de informacién respecto a su
eliminacion. Sin embargo, aun resulta complicado lidiar con los fenoles residuales en las

industrias con los métodos convencionales?”.

En términos generales, los métodos de eliminacion de fenoles en liquidos se pueden separar

en dos clases: métodos de separacion y métodos de destruccion.

Los métodos de separacion son todos métodos fisicos. Algunos de los métodos aprovechan
las propiedades fisicas del fenol y sus derivados. Otros métodos aprovechan fendémenos

fisicos, particularmente la adsorcion y la permeabilidad®.

Casi todos los métodos de destruccion de fenoles implican su oxidacion. Algunos de los
métodos utilizan al oxigeno en el aire para realizar la oxidacion de los fenoles. Otros
métodos utilizan peroxido de hidrogeno como agente oxidante. En ambos casos, se ha
integrado el uso de catalizadores®. Otros métodos de eliminacidén, son la oxidacion
electroquimica, electrocoagulacion, oxidacion fotocatalitica, oxidacion con ozono, etc*°.

Ademas de los métodos fisicos y quimicos ya mencionados, también se han desarrollado
procesos bioquimicos para eliminacion de fenoles. Estos procesos se involucran el uso de

microorganismo, hongos o enzimas.

La biodegradacion de los fenoles no es trivial debido a que su toxicidad inhibe el

crecimiento de la mayoria de microrganismos. Sin embargo, se conoce un conjunto de
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organismos, bacterias y hongos filamentosos, capaces de asimilar fenoles como fuente de
carbono. Estos organismos mantienen su actividad en concentraciones de fenol de hasta 3 o

4 g/’

La degradacion de los fenoles se puede realizar por las vias aerdbica y anaerdbica. La ruta
aerdbica es bien conocida, y sus primeros reportes datan desde los 1900s. Los organismos
emplean un conjunto de enzimas para metabolizar a los fenoles”’. El mecanismo para la

degradacion del fenol y de los fenoles sustituidos puede estudiarse en la literatura®®.

La ruta anaerdbica fue dilucidada mas recientemente. El modelo propuesto para este
mecanismo esta basado en la ruta de degradacion anaerdbica del benzoato propuesta para la
bacteria Paracoccus denitrificans. El mecanismo detallado puede consultarse en la

literatura®®*°.

Otro de los métodos bioquimicos de eliminacion estudiados es la polimerizacion. Este
método implica el uso de enzimas oxidorreductasas, entre ellas las peroxidasas y lacasas.
Estas enzimas catalizan la sintesis de polifenoles por medio de reacciones de acoplamiento

oxidativo. Los detalles del mecanismo de la reaccion pueden estudiarse en la literatura**'.

1.2.4.2 Eliminacion de pesticidas

Al igual que para la eliminacion de fenoles, existen métodos fisicos, quimicos y bioldgicos
de eliminaciéon de pesticidas. Sin embargo, debido a que idealmente los métodos de
eliminacion de pesticidas deben de ser accesibles para quienes los consumidores, la lista de

métodos comunmente utilizados es menor.

Los métodos fisicos generalmente consisten en la adsorcién de los pesticidas, ya sea
utilizando adsorbentes organicos o inorganicos. Aunque son métodos simples y accesibles,
tienen como desventaja que los pesticidas no son eliminados, por lo que el adsorbente debe
recibir un tratamiento posterior. Tipicamente, estos métodos son acompanados de

tratamientos biologicos para completar la degradacion de los contaminantes**,
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Los métodos quimicos pueden categorizarse en tres grupos, métodos de hidrdlisis, de
deshalogenacion y de oxidacion. En los métodos de hidrolisis se usan soluciones con pH
elevado para hidrolizar enlaces éster, y se tiene la posibilidad de usar 6xidos y iones
metalicos como catalizadores®. Los métodos de deshalogenacion consisten en eliminar los
halégenos de las moléculas. El método mas popular es el tratamiento con KPEG;

desgraciadamente, este es un método mejor utilizado en pequefia escala**.

Respecto a los métodos de oxidacion, los tratamientos disponibles son semejantes a los
disponibles para la oxidacion de fenoles. Entre estos métodos se cuentan la oxidacion con
peroxido de hidrégeno y con ozono, asi como tratamientos hibridos con el uso de luz UV y
catalizadores metalicos*. En algunas fuentes, la fotodegradacion es una clasificacién mas
dentro de los métodos quimicos. En estos métodos se aprovecha la luz solar para degradar

las moléculas de los pesticidas, generalmente por la formacion de radicales®.

Los métodos bioldgicos de eliminacion de pesticidas han recibido mucha atencion debido a
su menor costo, a la facilidad del transporte, a su simpleza técnica y a su impacto social
favorable. Estos métodos estan ideados para ser utilizados en in situ. Los métodos
bioldgicos incluyen el compostaje, bioestimulacion, fitorremediacion, “landfarming” y
bioaumentaciéon (uso de microorganismos o enzimas)**. Los mecanismos de
biodegradacion dependeran de la naturaleza fisica, quimica y bioldgica de la tierra tratada y
de las propiedades quimicas del pesticida a degradar. Algunos ejemplos y detalles pueden

consultarse en la literatura®.

1.2.5 Tratamiento enzimatico

Para profundizar en los detalles del tratamiento enzimatico, es pertinente definir lo que es
una enzima. Las enzimas son moléculas proteicas, salvo algunas excepciones, que facilitan
la conversion de sustratos en productos al generar condiciones que disminuyen la energia
de activacion de la reaccion; por lo que se consideran catalizadores biologicos®.

Actualmente sabemos que una infinidad de enzimas son las responsables de las
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transformaciones bioquimicas que ocurren en la naturaleza.

El uso de enzimas para la eliminacion de contaminantes es una tecnologia reciente en
comparacion a las técnicas convencionales. Sin embargo, hay motivos para darle
continuidad al desarrollo de esta tecnologia. Algunos motivos estdn relacionados a
dificultades técnicas intrinsecas al uso de microorganismos, como disponibilidad de

oxigeno y otros nutrientes o vulnerabilidad ante la poblacion nativa de organismos*®*.

Por su parte, las enzimas muestran varias cualidades atractivas: poseen diferentes grados de
especificidad, mantienen su actividad en presencia de inhibidores del metabolismo
microbiano y de poblaciones de microorganismos, resisten una variedad de condiciones
ambientales, incluso algunas que sus organismos de origen no toleran, catalizan
transformaciones quimicas para los cuales no existen otros procesos eficientes, etc***. Por
estas y otras caracteristicas, el uso de enzimas es un campo prometedor para el desarrollo

sostenible y la quimica verde.

La totalidad de enzimas conocidas estan clasificadas en seis categorias principales, de
acuerdo al tipo de reaccion que catalizan. De estas categorias, son tres las mas comunes
para su uso en biorremediacion: transferasas y, especialmente, hidrolasas y
oxidorreductasas. Una subclasificacion de enzimas también recibe especial atencion, las
deshalogenasas*’*’.

El papel de las oxidorreductasas en el medio ambiente, la detoxificacion, las hace
candidatas loégicas para su uso en biorremediacion. Estas enzimas contribuyen a la
humificacion de compuestos fendlicos de origen natural. Més aln, su caracteristica mas
llamativa es su capacidad de detoxificar xenobidticos toxicos por medio de mecanismos de
polimerizacion*’*. Algunas enzimas incluidas en este grupo son las monooxigenasas, las

peroxidasas y las lacasas.

La especificidad de este grupo de enzimas es mas bien amplia, por lo que tienen la cualidad
de usar diferentes moléculas como sustrato. Estd propiedad suele estar ligada, mayormente,

a la magnitud del potencial rédox de las enzimas. La lista de sustratos posibles incluye
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fenoles, polifenoles, fenoles sustituidos, bifenilos policlorados, hidrocarburos aromaticos

policiclicos, colorantes y colorantes azoicos**".

El subgrupo de las lacasas pertenece a las oxidorreductasas. Este grupo recibe mucha
atencion en el campo de la biorremediacion por su habilidad para catalizar la oxidacioén de
sustratos en concomitancia a la reduccion de oxigeno molecular. Al dia de hoy, existe una
amplia lista de reportes sobre la degradacion de moléculas xenobidticas, desde fenoles
sustituidos y pesticidas, hasta hidrocarburos aromaticos y colorantes. Ademas, es posible
expandir la lista de sustratos posibles mediante el uso de mediadores de radicales

libres49,51,52

Los mediadores de radicales libres, o rédox, son compuestos de baja masa molecular que
facilitan algunas reacciones de oxidaciéon al conducir electrones del donador primario al
aceptor de electrones. A grandes rasgos, esto se consigue con su oxidacion, lo que genera
especies radicales de mayor potencial rédox que el de las enzimas, y que son capaces de
oxidar a los sustratos mas resistentes a la vez que vuelven a su estado reducido®. Existe una
enorme cantidad de compuestos que pueden funcionar como mediadores rédox; entre ellos

se puede enlistar: siringaldehido, acetosiringona, 4cido cinamico, ABTS, entre otros™.

1.2.6 Inmovilizacion enzimatica

Ya se han mencionado muchas caracteristicas de las enzimas que las hacen muy atractivas
para su uso como biocatalizadores y otras tecnologias. Estas caracteristicas vienen ligadas a
su origen bioldgico, sin embargo, este mismo origen trae consigo una serie de dificultades
para su uso en actividades industriales. Entre estas dificultades se incluyen su dificil
recuperacion, su baja estabilidad operacional y su tendencia a ser inhibidas por altas

concentraciones de ciertos componentes de las reacciones™.

Existen muchas propuestas y estrategias para lidiar con las dificultades inherentes al uso

industrial de enzimas. Entre ellas destaca la inmovilizacion enzimatica por ser una de las
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estrategias mejor estudiadas. Bésicamente, la inmovilizacién consiste en convertir a la
enzima soluble en un biocatalizador insoluble, usualmente, al unirla a un soporte insoluble
en el medio de reaccion. Para profundizar en la inmovilizacion, se deben de considerar dos
tipos de funciones. Primero, las funciones no cataliticas, especificamente la separacion y
reutilizacion del biocatalizador. Segundo, las funciones cataliticas, que involucran el

impacto sobre la actividad y estabilidad enzimatica™.

Al dia de hoy se han desarrollado diferentes métodos para la inmovilizacion de enzimas,
que pueden ser clasificados en dos grupos: métodos fisicos y métodos quimicos. En los
métodos fisicos, la enzima es inmovilizada por medio de interacciones no covalentes,
principalmente enlaces de hidrogeno y/o fuerzas electrostaticas; o bien, por contencion
mecanica dentro del soporte. En los métodos quimicos se busca la formacion de enlaces

covalentes entre la enzima y el soporte®>,

Las cuatro técnicas de inmovilizacién mds comunes son: adsorcion fisica, atrapamiento,
entrecruzamiento ¢ inmovilizacién covalente, ilustradas en la Figura 5. Los métodos de
adsorcion y atrapamiento son fisicos. El primero tiene como ventaja su simplicidad y bajo
costo, y como desventaja tiene la pérdida de enzima por diferentes cambios en las
condiciones del medio. El segundo soluciona parcialmente el problema de la pérdida de

enzima, sin embargo se presenta transferencias de masa limitadas del sustrato®.

Los métodos de entrecruzamiento e inmovilizacion covalente son métodos quimicos. En el
método de entrecruzamiento no se utilizan soportes para la inmovilizacidon, sino que se
forman enlaces covalentes entre las enzimas por medio de reactivos bi o multifuncionales,
lo que aumenta la masa molecular del conjunto y lo vuelve insoluble. Por su parte, en el
método de inmovilizacién covalente, se forman enlaces entre los grupos funcionales en la
superficie de un soporte y los de los aminoacidos de la enzima. Este método mejora
significativamente la estabilidad de las enzimas, sin embargo, hay muchos factores durante

la formacion de enlaces que pueden llegar a volver al método contraproducente®.
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Figura 5. Métodos fisicos y quimicos de inmovilizacién enzimatica mas comunes.

La naturaleza del efecto que tienen los soportes sobre la estabilidad de la enzima varia de
acuerdo al método utilizado. Los métodos fisicos de atrapamiento o encapsulamiento
aumentan la estabilidad de la enzima al confinarla en un microambiente que la protege de
interacciones no deseadas con otras moléculas. En algunos casos, incluso es posible
mejorar la actividad de la enzima, al proveerla de un microambiente con condiciones

dptimas de reaccion’’.

El efecto de los métodos quimicos sobre la estabilidad en muy diferente. Con estos métodos
lo que se consigue es darle rigidez a la enzima por medio de la formacion de varios enlaces

covalente en distintos puntos de su superficie. Este aumento en su rigidez evita que la
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enzima experimente cambios conformacionales ante cambios fisicos o quimicos en el

medio de suspension”’.

1.2.7 Soportes

La eleccion de un soporte adecuado para la inmovilizacion de una enzima no es un proceso
trivial, particularmente cuando se pretende inmovilizar covalentemente a la enzima. Un
buen soporte debe tener algunas cualidades utiles, entre ellas, tener una alta densidad de
grupos reactivos y que sean suficientemente estables en el tiempo y en el medio de
reaccion. Asi mismo, es preferible que un soporte cuente con grupos funcionales que

reaccionen facilmente con los grupos presentes en la superficie de la enzima®.

Por otra parte, al considerar la posible aplicacion tecnologica de las enzimas inmovilizadas,
la lista de requerimientos del soporte se expande. Como regla general, un soporte debe ser
hidrofilico, inerte para las enzimas, biocompatible, resistente al ataque microbiano,

resistente a la compresion mecanica y, ademas, de bajo costo™.

Recientemente, se ha explorado el uso de diversas nanoestructuras como soporte para la
inmovilizacion de enzimas. Debido a las cualidades de las nanoestructuras, como elevada
area superficial y propiedades mecanicas sobresalientes, se consideran soportes atractivos y
se cree que podrian mejorar la eficiencia de los biocatalizadores. Ademas, con el uso de
nanoestructuras se simplifica la separacion y reutilizacion de los biocatalizadores, ya sea
por simple filtracion o, por precipitacion con campo magnético, en el caso de

nanoparticulas magnéticas™.

1.2.8 Nanoestructuras magnéticas.

El magnetismo es un fendmeno fisico generalmente interpretado como la interaccion entre

polos magnéticos separados cierta distancia y que guarda un alto parecido con la
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electroestatica. La respuesta de la materia a los campos magnéticos varia de acuerdo a sus
. . . ’ I3 . 58 .« .
propiedades magnéticas, las cuales tienen origenes atomicos>. Esto ha permitido su

distincion en varios grupos.

Existen cinco clases principales de materiales de acuerdo a su interaccion con los campos
magnéticos, representados en la Figura 6. Los materiales diamagnéticos y paramagnéticos
se caracterizan porque al aplicarseles un campo magnético, se les induce un momento
magnético. La direccion del momento es opuesta en diamagnéticos y paralela en
paramagnéticos. El resto de las clases estan determinadas de acuerdo a la alineacion de los

iones del material o, mas precisamente, de los momentos magnéticos de espin®**’.

En los materiales antiferromagnéticos, la alineaciéon de los momentos es tal que los se
anulan entre si, generando un momento magnético neto de cero. En los ferrimagnéticos, los
momentos se anulan parcialmente, de modo que los momentos no anulados contribuyen al
momento magnético neto diferente de cero. Finalmente, en los ferromagnéticos, los
momentos se alinean paralelamente entre si, contribuyendo a momentos magnéticos netos
mayores que en los otros tipos de materiales. Cabe destacar que este comportamiento es

dependiente de la temperatura™>’.

/

Diamagnéticos

Paramagnéticos

\_

Figura 6. Esquema de los tipos de materiales magnéticos de acuerdo a su respuesta antes
campos externos.
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Tanto los materiales ferromagnéticos como los ferrimagnéticos pueden ser
desmagnetizados, o bien, presentar momento magnético neto de magnitud cero. Esto se
debe a la existencia de dominios magnéticos, que son regiones espaciales con
magnetizacion total (momento magnético diferente de cero). Se originan como
consecuencia de fendmenos de anisotropia, cristalinidad y minimizacioén de la energia del
material®*®, Una de las consecuencias mds representativas de su existencia son las curvas

de histéresis que describen la magnetizacion de los materiales ferro- y ferrimagnéticos®'.

Al cambiar el tamafio del material, cambian también las contribuciones energéticas que
influyen en la formacién de dominios. Si las particulas de un material magnético son
suficientemente pequefias, presentan un dominio magnético unico debido a la proporcion
entre la energia magnetoestatica (Ems) y la energia de pared de dominio (E.). El tamafio
para que esto suceda depende tanto del material como de la forma de las particulas. Para
particulas esféricas de magnetita (Fe;Os), el didmetro debe ser menor de 120nm,

aproximadamente®.

El superparamagnetismo es un fendémeno observado unicamente en nanoparticulas
magnéticas de un solo dominio y que se observa en la forma en la que se comportan antes
campos magnéticos externos. En ellas, su magnetizacion se alinea a lo largo de un “eje de
facil magnetizacion”, energéticamente favorable, fenémeno denominado anisotropia
magnética uniaxial. Ambas direcciones del eje son direcciones de alineacion favorables, y
estan separadas por una barrera energética dependiente del volumen de las particulas. Para
nanoparticulas, la energia térmica suele ser suficiente para superar la barrera e inducir
cambios aleatorios en su direccion de magnetizacion en un tiempo determinado (tiempo de
relajacion)**. En la Figura 7 se representa la respuesta de los materiales magnéticos ante

campos magnéticos.
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Figura 7. Comportamiento de los materiales magnéticos y sus respuestas a los campos
magnéticos externos.

El tiempo de medicion de la magnetizacion determina si un material se percibird como
superparamagnético o no. Si el tiempo de mediciéon es menor al tiempo de relajacion, las
particulas se perciben en un “estado bloqueado” con orientacion bien definida, y su
magnetizacion se describe con una curva de histéresis, como en un ferromagnético. En
cambio, si el tiempo de medicion es mayor, la magnetizacion se describe con una curva
sigmoidea, correspondiente al estado superparamagnético. En este estado, las particulas
estan en equilibrio termodindmico y su momento magnético neto es cero. Al ser expuestas a
un campo magnético externo, se comportan como un material paramagnético, con

susceptibilidad magnética significativamente mayor®®,

Debido a este conjunto de caracteristicas, las nanoparticulas magnéticas son de interés para
la biotecnologia y las ciencias ambientales, especificamente en el campo de Ia
biorremediacion. La combinacién de su reducido tamafio y su alta susceptibilidad
magnética a temperatura ambiente las hacen candidatas ideales para la inmovilizacién de

enzimas, aprovechando su alta dispersabilidad y facil separacion de medios acuosos.
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1.3 Hipotesis

La inmovilizacion covalente de la lacasa en nanoparticulas y nanotubos de magnetita

aumentard su estabilidad operacional.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Inmovilizar lacasa covalentemente en nanoparticulas y nanotubos de magnetita y evaluar su

actividad enzimatica.

1.4.2 Objetivos particulares

- Sintetizar y caracterizar nanoparticulas y nanotubos de magnetita.

- Funcionalizar a las nanoparticulas y a los nanotubos con amino, glicidoxi y clorosilanos.
- Inmovilizar lacasa covalentemente en las nanoparticulas y los nanotubos funcionalizadas.

- Evaluar la actividad de la enzima inmovilizada en términos de su constante catalitica y

compararla con la de la enzima libre.

- Evaluar la estabilidad operacional de la enzima inmovilizada en nanoparticulas y

nanotubos de magnetita.
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Capitulo 2

2.1 Metodologia

2.1.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas de magnetita (FezOy)

Las nanoparticulas de magnetita (Fe3O4) se sintetizaron por el método de coprecipitacion
con atmosfera inerte a 80°C. Se prepar6 una solucion de cloruro ferroso (FeCl,) y cloruro
férrico (FeCls) en agua destilada con una relacion molar de 1:2 y se agitd la solucion. La
agitacion se mantuvo constante durante toda la reaccion. Después de treinta minutos, se
agregd solucion de hidréxido de amonio al 26% como agente precipitante. Pasados treinta
minutos mas se dejo enfriar el sistema. Las nanoparticulas se precipitaron con un campo

magnético y se lavaron con agua y etanol. Se secaron las nanoparticulas y se almacenaron.

2.1.2 Sintesis de nanotubos de magnetita (Fe3Oa)

Los nanotubos de magnetita se sintetizaron por el método hidrotermal seguido de su
reduccioén por tratamiento térmico con flujo de hidrogeno. Se prepard una solucién de
cloruro férrico, fosfato de amonio y sulfato de sodio en agua destilada con concentraciones
de 0.02molL", 6.0x10*molL" y 5.5x10*molL", respectivamente. Se vertieron 80ml de esta
solucion en un vaso recubierto de teflon y se agit6é por 10 minutos. Se coloco el vaso dentro
de un autoclave y se calent6 a 220°C durante 48 horas. El s6lido obtenido se recuperd y se
lavd con agua destilada y etanol. Se hizo pasa un flujo de hidrégeno de 50ml/min sobre el
solido seco durante cinco horas, con un gradiente de calentamiento de 2°C/min, hasta los

360°C. Se dejo enfriar el sistema.

2.1.3 Caracterizacion por difraccion de rayos X (XRD)

Los nanotubos y las nanoparticulas se caracterizaron por difraccion de rayos X (XRD, por
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sus siglas en inglés) para verificar que su patron de difraccion corresponde al de la
magnetita. El andlisis se realiz6 en el equipo Philips X'pert MPD, dentro del rango de 26 de
10° a 80°, en modo de adquisicion continuo. Los difractogramas obtenidos con el analisis

se compararon con referencias tomadas de otras fuentes.

2.1.4 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las nanoestructuras se analizaron por microscopia electronica de transmision (TEM, por
sus siglas en inglés) en el equipo JEOL JEM-2010. Las muestras se prepararon en rejillas
de cobre con peliculas de carbono lacey. Se generaron multiples micrografias para
determinar morfologia y distribucion de tamafio. Se compararon las imagenes obtenidas de

los materiales funcionalizados, sin funcionalizar y con enzima inmovilizada.

2.1.5 Funcionalizacion de nanoestructuras

Se agreg6 60mg del agente de acoplamiento por cada 100mg de solido en 50mL de
agua/etanol (razén de volumen 1:1). El sistema se mantuvo con calentamiento entre 80 y
90°C y a reflujo por 3 horas, con agitacion constante. Durante la primera hora se ajusto el
pH de la solucidén entre 2 y 3 agregando acido clorhidrico (HCI) y en las dos horas restantes
se llevo a entre 8 y 9 agregando hidroxido de sodio (NaOH). Al terminar las 3 horas se
detuvo la reaccion y se dejo enfriar la mezcla. Se separ6 el sélido con un campo magnético
y se lavo con agua destilada y etanol varias veces. Finalmente el material se secé en horno a
60°C por una noche. En la Figura 8 se muestra el mecanismo de funcionalizacionde las

nanoestructuras.
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Figura 8. Mecanismo de funcionalizacion de las nanopairtculas y nanotubos de magnetita
con alcoxisilanos.

2.1.6 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Se analizaron las nanoestructuras por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR, por sus siglas en inglés) en la modalidad de transmision para verificar su correcta
funcionalizacién. El andlisis se realizo en el equipo Bruker Tensor 27, en el rango de 400 a
4000cm™. Las muestras se prepararon por el método de la pastilla de KBr. Los

espectrogramas generados en cada caso se analizaron y compararon.

Alternativamente, se realizo el analisis en la modalidad de reflectancia difusa. Para el
analisis solo se instald el accesorio correspondiente en el equipo. Las muestras no

necesitaron de ningun método de preparacion.

2.1.7 Inmovilizacion de lacasa en nanoestructuras funcionalizadas

Se coloc6 una masa determinada de nanoparticulas o nanotubos funcionalizados en un vial
de 4mL y se suspendieron en buffer fosfato (PBS) 60mM, de pH6.0 y se resuspendieron
con bafio de ultrasonido por 15 minutos. Se agregd un volumen de solucion de enzima al
vial y se homogeneiz6 la mezcla. El vial se mantuvo en agitacion durante 4 horas a
temperatura ambiente. Para detener la reaccion, se separd el solido y se lavo repetidas
veces. Finalmente, se resuspendio el sélido en el buffer para almacenaje. En la Figura 9 se

esquematiza las reacciones de inmovilizacion para los alcoxisilanos utilizados.
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Alternativamente, se realizd6 la reaccion de inmovilizacion enzimatica asistida por
carbodiimida. En este método se afiadi6 a la mezcla una masa de 1-Etil-3-(3-
Dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) y de N-Hidroxisuccinimida (NHS) equivalente
a la de las nanoestructuras. Este método estd limitado para las nanoestructuras
funcionalizadas con 3-APTMS. El mecanismo detallado de este método puede consultarse

en la literatura®.
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Figura 9. Mecanismo de inmovilizacioén de lacasa con el uso de alcoxisilanos como agentes
de acoplamiento.

2.1.8 Cuantificacion de proteina

La cuantificaciéon de proteina se realizd por espectroscopia UV-Vis, por el método de
Bradford, usando una referencia de albumina de suero bovino (BSA). Para la cuantificacion
de enzima inmovilizada se siguié el método de microensayo sugerido por el proveedor del
colorante (reactivo Bradford: Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate). Se midio
la concentracion a alicuotas tomadas del medio de inmovilizacion en intervalos de tiempo

definidos para evaluar el progreso de la inmovilizacion. La cantidad de enzima
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inmovilizada se determind indirectamente a partir de la resta de la concentracion de enzima

original y de la del sobrenadante de la reaccion de inmovilizacion.

2.1.9 Ensayo de actividad enzimatica

La actividad enzimética de la lacasa se evalud por espectroscopia UV-Vis. Se midio la
oxidacion de siringaldazina (sustrato) a temperatura ambiente (Figura 10). Se prepararon
soluciones del sustrato en buffer fosfato y se agregd la enzima libre o la enzima
inmovilizada. La oxidacion del sustrato se determind midiendo el aumento en la
absorbancia de la solucion a 525nm, longitud de onda a la que el producto oxidado de la
siringaldazina tiene su maxima absorbancia. La concentracion del sustrato en las soluciones
se vario para determinar el valor de la constante catalitica k.., con la construccidon de curvas

de velocidad de reaccion.

Para la enzima libre, se midi6 el cambio de la absorbancia de la solucion de forma continua
por dos minutos. Para la enzima inmovilizada se midi6 a diferentes tiempos de la reaccion
por 4 minutos, siendo el tiempo cero la solucion sin enzima. Para los siguientes puntos, se
detuvo la reaccion precipitando las enzimas con un campo magnético y se midio la

absorbancia a la solucion.

' ™\
H,CQ
HO O O OH
H,C-O
Abs: 525nm
(N _/

Figura 10. Mecanismo de oxidacion de la siringaldazina catalizado por la lacasa.

2.1.10 Evaluacion de la estabilidad

Se evaluo la estabilidad de las enzimas inmovilizadas midiendo la velocidad de reaccion
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inicial de la oxidacion de siringaldazina y la velocidad remanente al reutilizar la enzima. La
oxidacion del sustrato se midi6 por espectroscopia UV-Vis a 525nm. La concentracion de
enzima y de sustrato fue la misma para cada reaccidon. Las reacciones se prepararon en
celdas de plastico para espectrofotdmetro y luego de cada reaccion, se precipitd el solido

con un iman y se lavé con agua destilada.
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Capitulo 3

3.1 Resultados y discusion

3.1.1 Sintesis de nanoestructuras

La primera parte de este trabajo consistio6 en la sintesis y caracterizacion de las
nanoestructuras que se utilizaron como soporte. Las nanoestructuras sintetizadas fueron
nanoparticulas y nanotubos de magnetita (Fe*'Fe*,04), uno de los 6xidos de hierro que

pueden ser magnetizados.

Para la sintesis de las nanoparticulas se utiliz6 el método de coprecipitacion, que se destaca
por su simplicidad. Este se basa en la preparacion de mezclas muy finas, mezclas atomicas,
de los constituyentes del material y su condensaciéon por medio del uso de agentes
precipitantes. Para la sintesis de nanoparticulas de magnetita, los constituyentes son los
iones de hierro 2+ y 3+, los cuales se piensa que forman complejos acuosos de hierro
hidroxilado®®’. Los agentes precipitantes usualmente utilizados son hidroxido de sodio y de
amonio, los cuales cambian el pH de la solucion e inducen la condensacion de los
complejos mencionados. El tamafio de las nanoestructuras resultantes es fuertemente
dependiente del pH de la solucion. Para nanoparticulas de magnetita se ha observado que

entre mayor es el pH de la solucion, menor es su didametro®.

La sintesis de nanotubos se realizo siguiendo una metodologia de dos pasos descrita por Jia
et al®. El primer paso consta de la sintesis de nanotubos de hematita por el método de
sintesis hidrotermal. En este método se somete a los precursores a altas temperaturas y
presiones, afecto su solubilidad y el transporte de solidos en el medio. Los diferentes
métodos hidrotermales disponibles son utilizados para diferentes funciones, entre ellas el
crecimiento de cristales y nanoestructuras de oxidos metalicos. La formacion de las
nanoestructuras sigue un mecanismo simple, los iones metalicos de la solucion reaccionan
con iones precipitantes para formar un precipitado, luego el precipitado se deshidrata y
forma la nanoestructura cristalina del 6xido metdlico. También es posible agregar

“aditivos” a la solucion, los cuales son usados para controlar la morfologia y otras
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propiedades de la nanoestructura®. En la Figura 11 se esquematiza el mecanismo de

formacion de los nanotubos.
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Figura 11. Mecanismo de formacion de nanotubos de hematita por el método hidrotermal

(Imagen adaptada de Jia el al®®.).

El segundo paso consistio en un tratamiento térmico con flujo de gas reductor con el que se
reducen los nanotubos de hematita a magnetita. Usualmente, el gas reductor utilizado para
este proceso es una mezcla de CO y CO,; sin embargo, al utilizar esta mezcla de gases se
suele contaminar el material con impurezas de carbono, ademds de emitir CO, como
residuo. Con el uso de hidrogeno como gas reductor se evita la contaminacion del material
y se tiene la ventaja adicional de que el residuo del proceso es agua. Durante la reduccion
de la hematita, uno de sus oxigenos es “arrancado” por el hidrégeno, lo que cambia la
proporcidén de seis dtomos de hierro por nueve de oxigeno a seis de hierro por ocho de
oxigeno, lo que provoca el cambio de la estructura cristalina junto con un incremento en el

volumen del material™.

Los materiales obtenidos de ambas sintesis fueron caracterizados por XRD. En esta técnica
se hace incidir un haz de rayos X sobre una muestra y, si la muestra es cristalina, se
detectan los rayos X difractados por su estructura cristalina. Esta difraccion se da cuando se
satisface la ley de Bragg (ec. 1), ley que relaciona la longitud de onda de la radiacion

electromagnética con el angulo de difraccion y la distancia de separacion interplanar. Esta
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técnica es util para identificar materiales cristalinos debido a que este tipo de materiales

produce patrones de difraccion caracteristicos de su estructura.
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.Figura 12. Difractogramas de las nanoparticulas (arriba) y de los nanotubos (abajo). En
azul esta graficada la referencia y se indicaron los planos asociados a los picos de

difraccion.

En la Figura 12 se muestran los difractogramas obtenidos para las nanoparticulas y los
nanotubos, en conjunto con la referencia que tomada de la base de datos del proyecto
RRUFF (ID: R061111.9). En primera instancia se nota que la forma de los difractogramas
es semejante entre si. Asimismo, se ve claramente que los picos de los difractogramas se

corresponden con los picos mas intensos de la referencia (en 30°, 35.5°, 43°, 57° y 62°), y
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menos claramente con los picos menos intensos. Estos picos son asociados a la estructura
de espinela de la magnetita (JCPDS 19-0629)". Cabe mencionar que la maghemita (y-
Fe,0s) tiene un patron de difraccion muy parecido y hasta casi idéntico al de la magnetita,
ya que esta fase del 6xido de hierro también tiene una estructura de espinela. Sin embargo,
aunque comparten esta caracteristica es sencillo diferenciar ambos materiales, pues la
magnetita es de color negro, mientras que la maghemita es de color rojo. En la Figura 13 se

muestra un esquema de la estructura cristalina de la magnetita.
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Figura 13. Diagrama de la estructura cristalina tipo espinela de la magnetita’.

Otra de las técnicas de caracterizacion empleadas fue la microscopia electrénica de
transmision (TEM). Esta técnica permitié determinar el tamafo de las nanoestructuras y
verificar su morfologia. Al analizar las micrografias de la Figura 14 se determiné que las
nanoparticulas sintetizadas tienen un didmetro de entre 10 y 20nm. Ademads, se encontrd
que las nanoparticulas tienden a agruparse en cimulos. Estas agrupaciones de particulas
podrian formarse al momento de preparar las muestras en las rejillas de cobre; sin embargo,
de acuerdo a la literatura”, lo mas probable es que las nanoparticulas tiendan a agruparse

mientras estan en suspension.
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Figura 14. Micrografias de las nanoparticulas de magntita sintetizadas por el método de
coprecipitacion.
Por su parte, analizando la Figura 15, se verificd la forma tubular de los nanotubos de
magnetita y se pudo determinar sus dimensiones, con lo que se construyd un par de
histogramas representativos de su distribucion de tamafio (Figura 16). La longitud de los
nanotubos se centrd en los 400nm, con variaciones importantes de £50nm. Por su parte, la
distribucion de su diametro externo se centrd en los 175nm y la de su didmetro interno en
los 140nm, aproximadamente. Otra caracteristica observada fue que, aunque se observan
grupos de nanotubos, estos no forman cimulos como lo hacen las nanoparticulas, por lo
que el uso de surfactantes seria innecesario para lograr una buena dispersion de las

nanoestructuras.
3.1.2 Funcionalizacion de nanoestructuras

Se funcionalizaron las nanoparticulas de magnetita con tres alcoxisilanos
organofuncionales, los cuales cumplieron el papel de agentes de acoplamiento para la
inmovilizacion enzimdtica. Los silanos utilizados fueron el 3-aminopropiltrimetoxisilano
(APTMS), 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS) y 3-cloropropiltrimetoxisilano
(CPTMYS).
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Figura 16. Histograma de la distribucion de tamafios de los nanotubos de magnetita. (a)
Corresponde a su longitud, (b) a su didmetro externo y (c) a su didmetro interno.
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Los alcoxisilanos son moléculas bastante comunes en el mercado y son utilizadas para
recubrir distintas superficies, por lo que la metodologia de recubrimiento con silanos es
bien conocida. En este trabajo se tom6 como referencia la metodologia descrita por Palimi
et al™. En este método se promueve la hidrolisis de los silanos al ajustar el pH a 3,
transformandolos en silanoles. Al ajustar el pH de la soluciéon a 8 se favorece la
condensacion de los silanoles, los cuales forman oligdmeros, a la par que se promueve su
uniéon con la superficie hidroxilada de los soportes por medio de reacciones de

deshidratacion.

Las nanoestructuras funcionalizadas se analizaron por espectroscopia FTIR, técnica que
sirve para identificar a las moléculas en los analitos. La identificacion de moléculas es
posible debido a que los espectros de absorcion infrarroja describen los estados energéticos
vibracionales y rotacionales en términos de bandas de absorcién”. Generalmente, los
espectros IR son considerados “huellas digitales” de las moléculas, lo que es especialmente

util para identificar grupos funcionales en la estructura de un compuesto analizado.

En esta técnica se hace incidir un haz de radiacion IR sobre la muestra, en el intervalo de
nimero de onda (el inverso de la longitud de onda) de 400 a 4000cm™. La energia asociada
a este intervalo suele ser la necesaria para provocar la transiciéon de estados rotacionales y
vibracionales de baja energia a estados de mayor energia’. Cuando la energia coincide, se
da un fenomeno de absorcion por parte del material analizado y del haz tiene una caida en
su intensidad. Esta caida de intensidad es lo que se detecta en el equipo y lo que permite
identificar rasgos estructurales de los materiales analizados. Los datos obtenidos por esta
técnica presentan en un plano xy, llamado espectrograma, con el nimero de onda en el eje
horizontal y la intensidad en el eje vertical. También es comun presentar los resultados en
términos de absorbancia o transmitancia, ya que en este formato es posible obtener
informacion sobre la concentracion del material por medio de la ley de Beer-Lambert (ec.
2). En la Figura 17, se muestran los espectrogramas de las nanoparticulas funcionalizadas y

de las nanoparticulas sin funcionalizar.
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Figura 17. Espectro infrarrojo por transmitancia de las nanoparticulas de magnetita sin
funcionalizar y funcionalizadas con alcoxisilanos.
En la Figura 17 se pueden observar algunas diferencias entre el espectrograma de las
nanoparticulas sin funcionalizar (en azul) y las nanoparticulas funcionalizadas. En el
extremo derecho de la Figura 17, entre los 500 y 600cm™, esta el pico de mayor tamafio del
espectrograma, correspondiente a los enlaces hierro-oxigeno-silicio que deberian haber
resultado de la formacion de enlaces entre los alcoxisilanos y las nanoparticulas. Sin
embargo, también existe un pico asociado a la vibracion de enlaces hierro-oxigeno que se
traslapa en la misma posicion, por lo que es dificil utilizarlo para confirmar la
funcionalizacion de las nanoparticulas. La diferencia mds notoria entre las nanoparticulas
funcionalizadas y sin funcionalizar es la aparicion de un pico entre los 900 y los 1200cm™.
Este pico esta relacionado a las vibraciones de enlaces silicio-oxigeno-silicio, como los que
cabria esperar encontrar en nuestro material debido al proceso de formacion de oligdémeros
durante la reaccion de funcionalizacion. Otro pico de interés es el que aparece entre los
2800 y 3000cm™, que corresponde al grupo CH, presente en la estructura de los

alcoxisilanos utilizados. Un caso semejante al de los enlaces Fe-O-Si es el del pico en los
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3400-3500cm™. Este pico estd asociado a los enlaces Si-OH y N-H, ademds de estar
asociados a los enlaces Fe-OH, por lo que podrian asociarse tanto a la estructura de los
silanos como a las nanoparticulas. Al considerar todos los picos mencionados, se puede

afirmar que las nanoparticulas fueron funcionalizadas.

La funcionalizacion de los nanotubos de magnetita sigui6é el mismo protocolo que el de las
nanoparticulas. Sin embargo, para los nanotubos solo se utilizé uno de los silanos, el que
mostro el mejor desempefio en la inmovilizacion enzimatica, el 3-APTMS. Igualmente, los
nanotubos fueron funcionalizados por espectroscopia FTIR y se construyeron los

espectrogramas correspondientes, mostrados en la Figura 18.
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Figura 18. Espectro infrarrojo por reflectancia difusa de los nanotubos de magnetita sin
funcionalizar y funcionalizados con el 3-APTMS.
Los nanotubos de magnetita fueron analizados en la modalidad de reflectancia difusa. En
esta modalidad se obtiene informacion tanto de la absorbancia como de la dispersion del
haz IR. Por esta razon la informacion obtenida en esta modalidad se maneja de acuerdo a la
funcion Kubelka-Munk (ec. 2), la cual contempla una proporcion entre los coeficientes de

absorcion y de dispersion. Al usar la funcion Kubelka-Munk la posicion y grosor de las
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bandas de absorcidn aportan informacién mads fiable que la intensidad de los picos’. Este
método suele ser sensible al tamafio de grano, a la homogeneidad y a la anisotropia del

material.

) = LRl - K G

OR,

La interpretacion de los espectrogramas de la Figura 18 es menos clara que la de los
espectrogramas de la Figura 17. Sin embargo, en esta también es posible ver el pico
correspondiente a los enlaces silicio-oxigeno-silicio entre los 1100 y 1200cm™. En estos
espectrogramas no es claro si se detect6 el pico correspondiente a los grupos CH,. Al igual
que en la Figura 17, el pico correspondiente a los enlaces Fe-O-Si esta traslapado con el
correspondiente a los enlaces Fe-O. En el caso de los nanotubos, la funcionalizacion
efectiva no es muy clara; sin embargo, en conjunto con la informacidon obtenida en la
evaluacion de la inmovilizacion y de actividad de enzima se puede confirmar que se dio la

reaccion de funcionalizacidn en cierto grado.

3.1.3 Inmovilizacion de lacasa

La metodologia para la inmovilizacion de la enzima fue bastante simple, ya que solo
implicé la agitacion de la mezcla preparada. Ademas, el protocolo se simplificé aun mas
debido a la robustez de la lacasa del hongo Coriolopsis gallica, ya que elimin6 la necesidad

de mantener la reaccion a bajas temperaturas.

La inmovilizacién de enzima se evalué midiendo concentracion de proteina por el método
de Bradford, de acuerdo al protocolo del fabricante del colorante. En esta técnica la
absorbancia maxima del colorante cambia de 465 a 595nm cuando se forman enlaces con
proteinas. La absorbancia de la solucidon en la nueva longitud de onda depende de la
concentracion de proteina, por lo que, haciendo uso de una referencia, permite medir la

concentracion de soluciones de proteina.
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La enzima inmovilizada no se puede cuantificar directamente por espectroscopia UV-Vis
debido a que las nanoparticulas en la suspensidon no permiten el paso del haz
electromagnético. Por esta razén, para cuantificar la proteina inmovilizada se midio la
concentracion del medio de suspension y se restd el valor a la concentracion inicial del
medio. La diferencia en las concentraciones de proteina corresponde a la enzima

inmovilizada.

Se realizaron varias reacciones de inmovilizacion, en las que se variaron las cantidades de
enzima y/o de soporte agregado y el tiempo de reaccion. Se comenzo trabajando con 10mg
de soporte (nanoparticulas) y 1.5nmol de enzima. La reacciéon de inmovilizacién se
mantuvo durante 90 minutos. La inmovilizacion se evalud en varios puntos de tiempo, con
lo que se construy6 la grafica de la Figura 19, el cual muestra la cantidad de enzima
inmovilizada por unidad de masa del soporte. Tomando estos datos como base, se evalud la

actividad de las enzimas inmovilizadas.
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Figura 19. Curva de inmovilizacion de lacasa en nanoparticulas de magnetita
funcionalizadas con alcoxisilanos (Informacion suplementaria en Anexo I).
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Segun lo observado en las pruebas de inmovilizacidon preliminares, en las nanoparticulas
funcionalizadas con el aminosilano hubo mayor inmovilizaciéon de enzima. Cuando se
sigui6 el método de inmovilizacion asistido por EDAC con las particulas con el
aminosilano se consiguidé menor inmovilizacion que con el método convencional y
semejante a la obtenida con el uso de las particulas con el glicidoxisilano. Las particulas

funcionalizadas con el clorosilano tuvieron la menor inmovilizacién de todos los soportes.

De acuerdo con lo observado durante los ensayos de actividad, se descartd el uso del
glicidoxisilano como agente de acoplamiento ya que la enzima no mostrd actividad. A su
vez, se selecciond al aminosilano para su uso como agente de acoplamiento para los
nanotubos de magnetita, debido a que fue el agente con el que hubo mayor inmovilizacion
de enzima. Asimismo, se determiné usar el método asistido por EDAC con los nanotubos y
las nanoparticulas con aminosilanos, ya que hubo menor pérdida de actividad que con el

método convencional.

Se cambid la cantidad de enzima utilizada a 4.5nmol y 20mg de soporte. Se utilizaron
nanoparticulas y nanotubos funcionalizados con el aminosilano y nanoparticulas
funcionalizadas con el clorosilano. La reaccion de inmovilizaciéon se mantuvo durante 4

horas. En la Figura 20 muestra el progreso de la inmovilizacion.

En la Figura 20 se puede observar que la inmovilizacién en nanoparticulas funcionalizadas
con el clorosilano tiene un comportamiento diferente al de los otros soportes. Durante la
primera media hora parece haber un aumento en la cantidad de enzima inmovilizada, pero
luego de este punto da la impresion de haber una caida en esta cantidad. Este
comportamiento mas bien indicaria que el soporte llegd a la cantidad maxima de enzima

que puede inmovilizar durante la primera hora.
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Figura 20. Curva de inmovilizacién de lacasa en soportes magnéticos funcionalizados con
alcoxisilanos (Informacion suplementaria en Anexo II).
Respecto a los soportes funcionalizados con aminosilanos, mostraron un comportamiento
muy parecido entre si. Debido a la similitud entre ambos casos, se asume que la adsorcion
en el interior de los nanotubos no tuvo una contribucion importante en el proceso de
inmovilizaciéon. Sin embargo, ya que las nanoparticulas tienden a agruparse, también es
posible que una fraccion de enzima haya quedado atrapada en estos grupos de particulas y,
por lo tanto, tener una contribucion en el proceso de inmovilizacion semejante al de la

adsorcion en los nanotubos. Esta posibilidad es mera especulacion y se necesitaria disefiar

metodologias que permitan verificar esta posibilidad.

3.1.4 Ensayos de actividad enzimatica

Para le evaluacion de la actividad se midid la oxidacion de siringaldazina por

espectroscopia UV-Vis, midiendo el cambio de absorbancia en los 525nm, longitud de onda
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a la que el producto oxidado de la siringaldazina tiene absorbancia maxima.

El pardmetro que se buscO obtener al medir actividad de la enzima inmovilizada es la
constante catalitica (k...). Esta constante indica el nimero maximo de moléculas de sustrato
que pueden ser convertidas por enzima por unidad de tiempo. Para determinar el valor de
esta constante es necesario evaluar la oxidacién de multiples concentraciones de sustrato
respecto al tiempo, manteniendo la concentracion de enzima constante. La velocidad de
reaccion para cada concentracion de sustrato evaluada fue utilizada para construir un
grafico de velocidad especifica, en el cual se asume que la enzima sigue el modelo de
cinética enzimatica de Michaelis-Menten. Las curvas de velocidad especifica construidas

para la lacasa libre y para la lacasa inmovilizada se muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Curvas de velocidad especifica de la oxidacion de siringaldazina por lacasa de
C.G. libre e inmovilizada (Informacion suplementaria en Anexo I1I).
Para la construccién de las curvas de velocidad es necesario trabajar en unidades de
concentracion sobre tiempo en lugar de las unidades de absorbancia sobre tiempo que nos

proporciona el espectrofotometro. Para hacer esta conversion recurrimos a la ley de Beer-
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Lambert (ec. 3), la cual relaciona la atenuacion de la luz con las propiedades del material

que atraviesa. La ley se expresa como sigue:
A = ecl 3)

Donde A es la absorbancia, € es el coeficiente de extincion molar, ¢ es la concentracion del
material en moles por litro y I es la distancia que atraviesa la luz. Al trabajar con celdas de
lcm, el factor 1 se mantiene constante. El valor del coeficiente de extincidn molar esta bien
reportado, por lo que se tomo de la literatura”™. Por lo tanto, no se necesita mas que un

simple calculo para convertir los datos a las unidades necesarias.

El siguiente paso para determinar el valor de la constante catalitica es transformar las
curvas de velocidad especifica en diagramas de Lineweaver-Burk, que solo es una
linealizacion de las mismas. Este tipo de diagramas permiten encontrar de una forma
sencilla y grafica el valor de la constante catalitica, o de la velocidad méxima, si no se
trabaja con velocidad especifica. Al linealizar las curvas de la Figura 21, se generaron los

diagramas de la Figura 22.
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Figura 22. Diagramas de Lineweaver-Burk de la oxidacion de siringaldazina por lacasa de
C.G. libre e inmovilizada.
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En la Figura 22 se muestra como con el uso de diagramas de Lineweaver-Burk se puede
determinar el valor de la constante catalitica (k..). De esta forma se determinaron los

valores de las constantes para la enzima libre y para la enzima inmovilizada, enlistadas en

la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de la constante catalitica para la enzima libre y la enzima inmovilizada.

E. Libre NP-CPTMS NP-APTMS NT-CPTMS

NT-APTMS

Kear (5) 4.65 5.46 1.37 * 2.08

* Dato no obtenido.

Como se establece en la Tabla 1, la enzima inmovilizada en nanoparticulas funcionalizadas
con el clorosilano mostraron la mayor constante catalitica, ligeramente mayor que la de la
enzima libre. Este hecho es interesante debido a que tipicamente uno espera encontrar
pérdida de actividad en las enzimas inmovilizadas covalentemente y en este caso la
actividad se mantuvo a la par de la enzima libre. Ademas, este soporte fue el que menor
cantidad de enzima inmovilizé. En primera instancia, este valor de actividad significa que
la enzima inmovilizada no formd enlaces en las zonas cercanas al sitio activo,
particularmente cerca del cobre T1, que bloquearan el acceso de los sustratos. De igual
forma, se puede intuir que no hubo formacion de enlaces cerca de los canales que conducen

al grupo trinuclear de cobre T2/T3.

Por su parte, la enzima inmovilizada en nanoparticulas y nanotubos funcionalizados con el
aminosilano conservaron actividad, pero el valor de la constante catalitica se redujo a
menos de la mitad. A diferencia de lo observado con las nanoparticulas funcionalizadas con
el clorosilano, la caida en el valor de la constante catalitica podria atribuirse a una
orientacion poco favorable en la inmovilizacion, de modo que se ha obstruido el acceso del
sitio activo al sustrato. Para determinar la veracidad de esta explicacion es necesario
profundizar en el mecanismo de inmovilizacion y en la estructura superficial de la enzima,
para asi identificar los sitios de la enzima en los que es mas probable que se hayan formado

enlaces, teniendo en consideracion las condiciones de reaccion.

45



También existieron diferencias entre la pérdida de actividad de acuerdo al soporte utilizado.
El valor de la constante catalitica de la enzima en nanoparticulas cayé mas que el de la
enzima en nanotubos. Esta diferencia en la actividad puede atribuirse a la morfologia del
soporte, debido a que se utilizd el mismo agente de acoplamiento (3-APTMS). La
morfologia del soporte puede tener un efecto importante en la funcionalizacidn, teniendo en
cuenta la formacion de oligdmeros durante el proceso. De la misma forma, la aglomeracion
de las nanoparticulas puede tener importantes efectos negativos sobre la actividad de las
enzimas, por ejemplo si una fraccion de las enzimas queda atrapada dentro de los grupos de
particulas. Para determinar los origenes de esta diferencia es necesario profundizar en el

mecanismo de inmovilizacion.

3.1.5 Evaluacion de la estabilidad

Para evaluar la estabilidad de las enzimas inmovilizadas se midi6 la velocidad de reaccion
de la enzima en cinco ciclos de uso. Para todas las reacciones se mantuvo fija la cantidad de
sustrato utilizada. La velocidad medida para cada numero de reaccién se expresd en
términos de porcentaje, tomando la velocidad de la reaccion inicial como el 100%. La caida

de la velocidad para cada soporte se muestra en la Figura 23.

De acuerdo a lo observado en la Figura 23, la velocidad de reaccion de la enzima
inmovilizada en nanotubos funcionalizados con el aminosilano se conserva en mayor
porcentaje, hasta un 80% aproximadamente. Por su parte, la enzima inmovilizada en
nanoparticulas bajo hasta cerca del 40% para ambos agentes de acoplamiento, aunque se
conservo ligeramente mejor en las particulas funcionalizadas con el aminosilano. Esta
diferencia en la conservacion de la velocidad puede ser debido a la forma alargada de los
nanotubos, lo cual podria permitir la formacion de mas enlaces con la enzima, dindole mas
rigidez a su estructura e incrementando su estabilidad. Por lo tanto, la inmovilizacion de

lacasa en nanotubos magnéticos parece ser mejor opcion para la inmovilizacion de lacasa.
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Figura 23. Estabilidad operacional de la enzima inmovilizada en diferentes soportes
(Informacion suplementaria en Anexo IV).

Es necesario verificar cudl es el mejor agente de acoplamiento en términos de actividad

enzimatica y estabilidad.
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Capitulo 4

4.1 Conclusiones

El métodos de sintesis por coprecipitacion dio como resultado la produccion de
nanoparticulas de 15nm de didmetro con una distribucioén de tamafio estrecha. Sin embargo,
las nanoparticulas tienden a agruparse en cimulos. El método de sintesis hidrotermal en
conjunto con la reduccidn por tratamiento térmico permitid obtener nanotubos de 400nm

longitud con una distribucion de tamafio relativamente amplia.

El uso de alcoxisilanos como agentes de acoplamiento en la inmovilizacion enzimatica es
una estrategia efectiva. Las nanoestructuras funcionalizadas con 3-APTMS inmovilizaron
mayor cantidad de enzimas por unidad de masa, mientras que las nanoparticulas

funcionalizadas con 3-CPTMS inmovilizaron la menor cantidad.

A pesar de la baja cantidad de enzima inmovilizada en las nanoparticulas funcionalizadas
con el clorosilano, éstas tuvieron la mayor constante catalitica. Para la enzima inmovilizada
en nanoestructuras funcionalizadas con el aminosilano este valor fue menor a la mitad que
el de la enzima libre. Por su parte, el 3-GPTMS no es util como agente de acoplamiento
para la inmovilizacién de la lacasa, ya que la enzima inmovilizada con este agente de

acoplamiento perdio su actividad.

La enzima inmovilizada en nanotubos conservdé mayor actividad en comparacion a la
enzima inmovilizada en nanoparticulas, hecho reflejado en el valor de la constante

catalitica.

El uso de nanotubos como soporte para la inmovilizacién mantuvo el 80% de la actividad
enzimatica después de cinco ciclos de medicién de actividad, mientras que la enzima
inmovilizada en nanoparticulas solo mantuvo el 40% de la actividad luego del mismo

numero de ciclos.
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Anexo [

Analisis estadistico de la inmovilizacion de lacasa en nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con alcoxisilanos.
(Analisis realizado en el software SigmaPlot*)

Ecuacion: Union de ligando, saturacion de un sitio en frumkin.JFL
f = Bmax*abs(x)/(Kd + abs(x))

Parametros globales:

Grado de ajuste global:
R R? Adj R? Error estandar del estimado
0.863 0.745 0.626 0.730

Analisis de la Varianza:

DF SS MS
Regresion 8 53.762 6.720
Residual 15 7.989 0.533
Total 23 61.750 2.685

Corregida para la media de las observaciones:

DF SS MS F P
Regresion 7 23.356 3.337 6.265 0.0015
Residual 15 7.989 0.533

Total 22 31.344 1.425

Pruebas estadisticas:

Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk) Fallada (P = 0.0279)
Estadistica W= 0.9020 Nivel de relevancia = 0.0500
Prueba de varianza constante Fallada (P = 0.0249)

Inmovilizacion en nanoparticulas funcionalizadas con 3-CPTMS:

Numero de observaciones = 6
R? =0.321
Suma de cuadrados residual = 2.940

Parametros estimados:
Coeficiente  Error std. t P
E.. 2.491 4.666 0.534 0.6218

Carga maxima de enzima

Tearga 44.828 157.130 0.285 0.7896
Tiempo para llegar a la mitad de la carga maxima
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Inmovilizacion en nanoparticulas funcionalizadas con 3-APTMS:
Numero de observaciones = 6
R* =0.908

Suma de cuadrados residual = 0.856

Parametros estimados:

Coeficiente  Error std. t P
Enex  5.397 2.023 2.668 0.0559
Tearga  36.976 27.996 1.321 0.2571

Inmovilizacion en nanoparticulas funcionalizadas con 3-GPTMS:
Numero de observaciones = 6
R? =0.609

Suma de cuadrados residual = 3.363

Parametros estimados:

Coeficiente  Error std. t P
E... 19.587 173.474 0.113 0.9155
Tearga 427.223 4203.648 0.102 0.9239

Inmovilizacion en nanoparticulas funcionalizadas con 3-APTMS por el método

asistido por EDAC:
Numero de observaciones = 5
R? =0.789

Suma de cuadrados residual = 0.830

Parametros estimados:

Coeficiente Error std. t P
E,... 8766612.848 4.146E+013 2.114E-007 1.0000
Tearga  213515691.748 1.010E+015 2.114E-007 1.0000
95% Certidumbre:

Es necesario generar un mayor nimero de puntos para la inmovilizaciéon en nanoparticulas

funcionalizadas con 3-GPTMS y con 3-APTMS con el método asistido por EDAC para

obtener valores mas realistas.
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Anexo I1

Analisis estadistico de la inmovilizacion de lacasa en nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas 3-APTMS y 3-CPTMS y nanotubos magnéticos funcionalizados con 3-
APTMS.

(Analisis realizado en el software SigmaPlot*)

Ecuacion: Union de ligando, saturacion de un sitio en frumkin.JFL
f = Bmax*abs(x)/(Kd + abs(x))

Parametros globales:

Grado de ajuste global:
R R? Adj R? Error estandar del estimado
0.997 0.993 0.991 0.217

Analisis de la Varianza:

DF SS MS
Regresion 6 309.521 51.587
Residual 12 0.564 0.047
Total 18 310.085 17.227

Corregida para la media de las observaciones:

DF SS MS F P
Regresion 5) 83.852 16.770 356.843 <0.0001
Residual 12 0.564 0.047
Total 17 84.415 4.966

Pruebas estadisticas:

Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk) Fallada (P = 0.0008)
Estadistica W= 0.7801 Nivel de relevancia = 0.0500
Prueba de varianza constante Aprobada (P = 0.1097)

Inmovilizacion en nanoparticulas funcionalizadas con 3-CPTMS:
Numero de observaciones = 6
R? =0.874
Suma de cuadrados residual = 0.514
Parametros estimados:
Coeficiente  Error std. t P

Enex  2.072 0.258 8.017 0.0013
Carga maxima de enzima
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Tearga 4.531E-015 7.186 6.306E-016  1.0000
Tiempo para llegar a la mitad de la carga maxima

Inmovilizacion en nanoparticulas funcionalizadas con 3-APTMS por el método

asistido por EDAC:
Numero de observaciones = 6
R? =0.998

Suma de cuadrados residual = 0.038

Parametros estimados:

Coeficiente  Error std. t P
Eno  6.219 0.090 68.897 <0.0001
Tearga  13.325 1.302 10.234 0.0005

Inmovilizacion en nanotubos funcionalizados con 3-APTMS por el método asistido

por EDAC:
Numero de observaciones = 6
R? =1.000

Suma de cuadrados residual = 0.011

Parametros estimados:

Coeficiente  Error std. t P
E,.. 6.155 0.048 128.969 <0.0001
Tearga 12197 0.675 18.064 <0.0001
95% Certidumbre:

Es necesario profundizar en el proceso de inmovilizacién en nanoparticulas funcionalizadas

con 3-CPTMS para obtener datos mas realistas.
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Anexo 111

Analisis estadistico de las actividades cataliticas de lacasa libre e inmovilizada
(Analisis realizado en el software SigmaPlot*)

Ecuacion: Union de ligando, saturacion de un sitio en frumkin.JFL
f = Bmax*abs(x)/(Kd + abs(x))

Parametros globales:

Grado de ajuste global:
R R? Adj R? Error estandar del estimado
0.998 0.997 0.996 0.077

Analisis de la Varianza:

DF SS MS
Regresion 8 86.419 10.802
Residual 15 0.088 0.006
Total 23 86.508 3.761

Corregida para la media de las observaciones:

DF SS MS F P
Regresion 7 28.8364.119 699.824 <0.0001
Residual 15 0.088 0.006
Total 22 28.9251.315

Pruebas estadisticas:

Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk) Fallada (P =0.0097)
Estadistica W= 0.8793 Nivel de relevancia = 0.0500
Prueba de varianza constante Fallada (P =<0.0001)

Lacasa inmovilizada en nanoparticulas funcionalizadas con 3-APTMS:
Numero de observaciones = 6
R? =0.993
Suma de cuadrados residual = 0.004
Parametros estimados:
Coeficiente  Error std. t P
kea 1.180 0.091 12.965 0.0002

Constante catalitica

kv 7.044E-006 1.605E-006 4.388 0.0118
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Constante de disociacion
Lacasa libre:
Numero de observaciones = 7
R? =0.992
Suma de cuadrados residual = 0.062
Parametros estimados:
Coeficiente  Error std. t P

ko 4.690 0.312 15.022 <0.0001
ke 1.054E-005  1.798E-006 5.863 0.0020

Lacasa inmovilizada en nanotubos funcionalizados con 3-APTMS:
Numero de observaciones = 5
R? =1.000
Suma de cuadrados residual = 1.324E-004
Parametros estimados:
Coeficiente  Error std. t P

ke 2.071 0.014 147.847<0.0001
ket 6.388E-006 1.524E-007 41.918 <0.0001

Lacasa inmovilizada en nanoparticulas funcionalizadas con 3-CPTMS:
Numero de observaciones = 5
R? =0.997
Suma de cuadrados residual = 0.023
Parametros estimados:
Coeficiente  Error std. t P

ke 4.929 0.347 14.200 0.0008
ke 1.423E-005 2.312E-006 6.157 0.0086

95% Certidumbre:
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Anexo IV

Analisis estadistico de la estabilidad operacional de lacasa inmovilizada en
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con 3-CPTMS y 3-APTMS y en nanotubos
magnéticos funcionalizados con 3-APTMS.

(Analisis realizado en el software SigmaPlot*)

Ecuacién: Decaimiento exponencial, Sencillo modificado, 3 Parametros en frumkin.JFL
f = a*exp(b/(x+c))

Parametros globales:

Grado de ajuste global:
R R? Adj R? Error estandar del estimado
0.794 0.631 0.138 21.093

Analisis de la Varianza:

DF SS MS
Regresion 9 73180.893 8131.210
Residual 6 2669.397 444.899
Total 15 75850.289 5056.686

Corregida para la media de las observaciones:

DF SS MS F P
Regresion 8 4556.940 569.617 1.280 0.3924
Residual 6 2669.397 444.899
Total 14 7226.336 516.167
Pruebas estadisticas:
Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk) Fallada (P = 0.0002)
Estadistica W= 0.6835 Nivel de relevancia = 0.0500
Prueba de varianza constante Aprobada (P =0.3955)

Estabilidad de la actividad de la enzima inmovilizada en nanotubos magnéticos
funcionalizados con 3-APTMS:

Numero de observaciones = 5
R? =0.885
Suma de cuadrados residual = 40.368
Parametros estimados:
Coeficiente  Error std. t P

Viina  75.085 7.159 10.488 0.0090
Porcentaje de la velocidad remanente respecto a la velocidad inicial.
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b 0.219 41.226 0.005 0.9962

C -0.238 9.079 -0.026 0.9815

Estabilidad de la actividad de la enzima inmovilizada en nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con 3-CPTMS:

Numero de observaciones = 5
R? =*

Suma de cuadrados residual = *

Parametros estimados:

Coeficiente  Error std. t P
Vfina  32.985 1.380 23.899 0.0017
b 0.776 0.138 5.609 0.0303
C -0.300 0.100 -2.992 0.0959

Estabilidad de la actividad de la enzima inmovilizada en nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con 3-APTMS:

Numero de observaciones = 5
R? =0.995

Suma de cuadrados residual = 8.630

Parametros estimados:

Coeficiente  Error std. t P
Vina  39.120 7.810 5.009 0.0376
b 0.980 214.425 0.005 0.9968
C 0.045 189.355 2.374E-004 0.9998
95% Certidumbre:

* Dato no obtenido.
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