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Introduccién

INTRODUCCION

La utilizacién de enzimas con fines comerciales se ha venido extendiendo
en una gran variedad de campos tales como; industria alimentaria, industria
textil, industria quimica, medicina, industria farmacéutica, entre otras. Sin
embargo, no siempre han resultado ser catalizadores ideales de aplicacién
industrial, debido a su inestabilidad y su elevado costo.

Tradicionalmente las reacciones enziméticas se han llevado a cabo en
procesos por lote incubando e! sustrato con la enzima soluble, lo cual provoca
que sean empleadas solo una vez y, debido a la dificultad técnica que representa
el recuperar la enzima activa de la mezcla de reaccién, sus restos son
daesechados sin tratar de recuperarlos. Por esta razén se ha tratado de darles un
uso més econdmico y eficiente, asl se ha recurrido a técnicas de inmovilizacién.

Por otro lado, estudios realizados con anterioridad han puesto de
manifiesto que algunas enzimas, como son las pertenecientes al grupo de las
oxidasas (alcohol oxidasa, glucosa oxidasa, colesterol oxidasa, etc.} y algunas
cinasas entre las que se encuentran la adenilato cinasa y acetato cinasa,
presentan elevada sensibilidad al peréxido de hidrégeno (H,0;} y al oxigeno (02),
lo cual sugiere la presencia de grupos cisteicos sensibles a la oxidacién y
esenclales para la actividad. Es por ello que se ha tratado de evaluar el efecto
del oxigeno sobre estas enzimas, tomando como pardmetros de estudio la
actividad enzimatica y la cuantificacién de grupos sulfhidrilo libres (-SH). Sin

embargo, los métodos para cuantificar grupos -SH reportados en la bibliografia
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sélo permiten realizar la determinacion partiendo de una enzima o proteina en
solucién,

La importancia econémica que representa el uso de enzimas inmovilizadas
y la necesidad de conocer el mecanismo de Inactivacién de algunas enzimas por
efecto de agentes oxidantes, llevé a la necesidad de buscar métodos para
cuantificar grupos -SH, partiendo de fa idea de hacerlo directamente en la enzima
inmovilizada, sin necesidad de liberar ésta del soporte. Esto es particularmente
critico para enzimas inmovilizadas por interacclones de tipo covalente, en cuyo
caso la particién de la enzima a solucién resulta imposible. Es por ello que el
presente trabajo estd orientado a la busqueda de las condiciones de trabajo
necesarlas para cuantificar los grupos sulfhidrilo de una enzima inmovilizada.

Los objetivos del presente estudio son: 1} Seleccionar las condiciones de
reaccién adecuadas para |la determinacién de grupos sulfhidrilo, 2) Eleccién de
soportes adecuados para inmovilizar enzimas, que no interfiera con |la

determinacién de grupos sulfhidrilo,
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CAMTULO |

|. GENERALIDADES
1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ENZIMAS

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que catalizan procesos
biolégicos. Estas son nombradas y clasificadas de acuerdo al tipo de reaccién
que catalizan:

a) Oxidoreductasas:

Comprende todas las enzimas que catalizan reacciones de oxido-reduccion
{deshidrogenasas, oxidasas, oxigenasas, peroxidasas).

b) Transferasas:

Catalizan la transferencia de un grupo quimico, de un sustrato a otro, a
excepci6n del hidrégeno vy del agua.

¢) Hidrolasas:

Poseen la capacidad de llevar a cabo reacciones de hidrélisis de enlaces C-
0, C-N, C-C entre otros.

d) Liasas:

Catalizan la escision reversible de enlaces quimicos, que son desprendidos
de sus sustratos, por mecanismos en los que no interviene 1a hidrélisis (C-C, C-
0, C-N y otros enlaces).

e} Isomerasas:

Catalizan el rearreglo estructural o geométrico dentro de la molécula

{racemasa, epimerasa, isomerasa, tautomerasa, mutasa o cicloisomerasa).
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f) Ligasas:

Catalizan la union de dos moléculas con hidrélisis de ATP, el cual

proporciona la energla necesaria para levar a cabo la unién de los primeros.,

En general se puede decir que las enzimas presentan las siguientes

caracteristicas generales (Quintero,1987):

1.
2,
3.

Son muy especificas,

Funcionan en condiciones moderadas de presién, pH y temperatura.
La velocidad de reaccién puede ser controlada al ajustar el pH, la
temperatura y la concentracién de la enzima.

Son facilmente inactivadas después de haber alcanzado el cambio
deseado.

La velocidad de reaccién es de dos a tres 6rdenes de magnitud mayor
que la de los catalizadores inorgénicos.

Las condiciones de reaccién. temperatura y presién relativamente
bajas, hacen que su uso sea menos Costoso.

Se pueden producir facilmente y en gran cantidad mediante técnicas

genéticas y de fermentacién.

Sin embargo, a pesar de tan notables propiedades, las enzimas no han

sido ampliamente usadas debido a que presentan aigunas desventajas como son;

1.
2,

Su inestabilidad en condiciones de operacidn.

Su solubilidad en agua dificultando con ello su separacién de lés
sustratos y productos, por lo que no pueden ser usadas
repetidamente.

Su costo.
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Es por ello que intentando superar estos inconvenientes se ha observado
un gran impulso a la aplicacién de las enzimas en forma inmovilizada.

La aplicacién de las enzimas dentro de los procesos industriales se
fundamenta en la evaluacién de las siguientes propiedades:

1. Especifici/dad. Uno de los atributos més sobresalientes de las enzimas
es su especificidad, ya que solo ciertos sustratos experimentan su accién y
dUnicamente tiene lugar un tipo de reaccién sin que se produzcan reacciones
laterales. Su grado de especificidad puede ser muy variado; algunas poseen una
especificidad casi absoluta respecto a un sustrato determinado, y no actuarén
sobre otras moléculas aunque estén muy relacionadas; mientras que otras
atacardn un grupo de moléculas que poseen una estructura comin, aunque lo
hagan a velocidades diferentes.

2. Estabilidad. La estabilidad de las enzimas ya sea durante su
almacenamiento o en uso, es esencial para su aplicacién industrial. Las enzimas
en soluci6n acuosa son generalmente inestables y pueden perder actividad
durante la reaccién, ademas de que su recuperacién resulta costosa. Asi mismo,
los métodos usualmente empleados pueden causar su desnaturalizacién, dando
como consecuencia que las enzimas no sean re-utilizadas en los procesos por
lote o en los continuos.

3. Actividad. La actividad que presenta una enzima se encuentra
determinada por su concentracién, por la concentracién del sustrato asl como
por la disponibilidad del mismo, la concentracién de cofactores, efectos
alostéricos, la presencia y concentracién de sustancias inhibidoras, la fuerza

iénica, el pH y la temperatura.
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4. Disponibllidad. La disponibilidad depende de varios factores; a pesar de
que las enzimas son producidas por todos los organismos vivos, las provenientes
de fuentes microbianas resultan ser las mas practicas para ser usadas con fines
industriales. Su obtencién resulta mas econdmica ya que no estd sujeta a
factores de localizacién de fa fuente 6 a cambios de las condiciones
climatolégicas. En la célula se pueden encontrar ya sea en el citoplasma, en el
espacio peripldsmico, o ser liberada al medio de cuitivo de donde son faciimente
recuperadas; adicionalmente e! tiempo de produccion es en general méas corto en

relacién a las de origen animal o vegetal {Gould,1978).

1.2 INMOVILIZACION DE ENZIMAS
1.2.1. PERSPECTIVA HISTORICA

La inmovilizacién de enzimas se inicié desde 1916, afio en que Nelson y
Griffin encontraron que un extracto de invertasa era adsorbido sobre carbén
activado y que la enzima adsorbida mostraba la misma actividad que la enzima
nativa.

En 1948, Summer report6 la inmovilizacién de ureasa por tratamiento ¢on
alcohol y cloruro de sodio. En 1949, 1a inmovilizacibn de proteinas
fisiologicamente activas fue realizada por Micheel y Ewers. Posteriormente, en
1951, Campbell et al., prepararon antfgeno inmovilizado por la unidn de albdmina
con p-aminobenzil celulosa. Subsecuentemente un numero de reportes en fa
preparacién y aplicacion de antigenos y-anticuerpos aparecieron.

En 1953, Grobhofer y Schieith inmovilizaron enzimas tales como;

carboxipeptidasa, diastasa, pepsina y ribonucleasa utilizando como soporte una




Ganeralidades

resina  de poliaminopoliestireno  diazotado, mediante unién covalente
{Chibata,1978).

Durante los afios de 1954 a 1861, Mc, Laren y Zittle se preocuparon por
{a adsorcién de las enzimas empleando soportss inorgédnicos; mientras que
Katchalski {1960} se interesd por la inmaovilizacién de enzimas mediante uniones
covalentes a copolimeros orgdnicos; a su vez Mitz se dedicd a unir
covalentemente las enzimas a soportes de tipo celulésico (Katchalski, 1960},

En 1969, con base en las investigaciones realizadas por I. Chibata, la
compaiifa japonesa Tanabe Seiyaku introdujé un método para producir L-
amino4cidos a partir de una mezcla racémica usando L-aminoacilasa ionicamente
inmovitizada en un soporte de DEAE-Sephadex (Chibata, 1978).

Mattiason y Mosbach, en 1971, realizaron estudios en los que observan
que diferentas enzimas presentan mayor eficiencla en su forms inmovilizada que
en su forma libre para un proceso particular.

A mediados de la década da los ochentas, C. Wandrey vy M.A. Kula
lograron a nivel industrial la produccién de L-aminoicidos en reactores de
membrana {Winfried, 1988).

En general se puade docir que se cuenta con un considerable nimero de
métodos reportados para la inmovilizacién de enzimas, y que ésto se debe en
gran parte a que las preparaciones enziméaticas en su forma soluble, presentan
una serie de limitaciones en cuanto a su baja estabilidad operacional y a su

capacidad de regeneracidn.




Genegralidades

1.2,2. PROPIEDADES DE LAS ENZIMAS INMOVILIZADAS

Una enzima inmovilizada es definida como una enzima flfsicamente
confinada o localizada en una cierta regién de espacio definida, con retencién de
su actividad catalitica, lo cual puede ser utilizada repetida y continuamente
{Chibata,1978).

Las enzimas al ser inmovilizadas sufren apreciables cambios tanto fisicos
como quimicos. Estos cambios se observan principalmente en su estabilidad y en
sus constantes cinéticas, todo ésto debido al nuevo microambiente al cual se
encuentran sometidas y efectos causados por productos propios de la reaccidn.
Las ventajas generales que ofrecen las enzimas inmovilizadas se enumeran a
continuacién {Quintero,1987) :

1. Capacidad de reuso.
Son facilmente separables de los reactantes al finalizar la reaccién.

3. Permiten un control més preciso de la reaccién.

4. Generalmente presentan un Incremento en la estabilidad de
operacion.

5. Reducen la inhfblcién por producto,

6. No ocurre autodigestién de enzimas proteoliticas.

7. Sereducen las posibilidades de reacciones inmunolégicas.

8. Permite el uso de enzimas de organismos patégenos.

9. Permite la operacién al alterar el pH dptimo por modificacién
caracteristica de la carga del sopaorte.

10. Se previene que los productos finales no se encuentren
contaminados por sustancias proteicas que pueden causar

reacciones inmunolégicas.
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1.2.3. DESVENTAJAS EN LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Una de las desventajas mas importantes en la inmovilizacién de enzimas,

corresponde a los cambios en sus propiedades cinéticas. A continuacién se

mencionan algunos de los efectos mas importantes que pueden ocurrir:

a)

b}

c}

d)

e)

1

Cambios conformacionales causados por modificaciones de las
enzimas durante 1a inmovilizacién.

Efectos estéricos, debido a la orientacidn de las enzimas después de
la inmovilizacién, '

Particién del sustrato, productos o de los iones entre el volumen de
la solucién y e! soporte emplaado en la inmovilizacién, debido a las
interacciones hidrofflicas y electrostaticas que se originan en el
medio de reaccién.

Efectos microambientales; esto se refleja principalmente en la
interaccidn de la enzima y el sustrato, ya que ésta se encuentra en
un ambiente modificado en el que prevalecen en gran parte las
prapiedades flsicas y qufmicas del material empleado como soporte,
Restricciones difusionales externas en |a transferencia del sustrato o
de los productos alrededor de las capas circundantes que envuelven
a las partlculas de las enzimas.

Restricciones difusionales internas en la transferencia del sustrato o

del producto dentro del material usado como soporte.

Los tres primeros incisos permiten explicar el decremento que se observa

en la actividad especlfica de las enzimas inmovilizadas en comparacién con las

enzimas que se encuentran en solucion.
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Los efectos difusionales son los inconvenientes més importantes de las
enzimas inmovilizadas, especialmente cuando las reacciones deben efectuarse
con gran rapidez debido a que las concentraciones del sustrato son muy bajas;
ésto implica la necesidad de emplear particulas altamente porosas como

soportes.

1.3 METODOS DE INMOVILIZACION
1.3.1 CLASIFICACION
Los métodos para Inmovilizar enzimas pueden ser clasificados en dos
principales grupos:
1. Métodos de inmovilizacion fisica
2. Métodos de inmovifizacién quimica

Estos a su vez pueden ser subdivldldo_s en Ja sigufente forma:




., Enzimas
inmovilizadas

ili

H

Fisica

Enzimas
atrapadas

J_]_L

|

1

Inmovilizacién
mica

i__l_'_"l

Enzimas
ligadas

Enface .

[ utr E

Matriz

Microcipsula

Cada uno de los anteriores casos se ejemplifican en la Figura 1.1.
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INMOVILIZACION FiSICA

Atrapamiento

en
Adsorcién electrostitica  Microcapsulas

INMOVILIZACION QUIMICA

CE)
VS SR
g

Enlace covalente Entrecruzamiento

Atrapamiento

m-
Matriz

Enzima

Matriz
polimérica

Fig. 1.1 Representaci6én esquemdtica de las diferentes técnicas de

inmovilizacién,

10
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En fa inmovilizacién de enzimas pueden Intervenir diferentes tipos de
enlace {Monsan, 1987}
4+ Fuerzas de Van der Waals
interacciones hidréfobas
Puentes de hidrégeno
Fuerzas slectrostdaticas

Quimnisorcién

LR - -

Enlaces covalentes

Es evidente que cada sistema enzima-soporte no estd exclusivamente
sujeto a un sélo tipo de interacci6n, sino a la intervencién de upa combinacién

de diferentes fuerzas entre las mencionadas.

1.3.2. METODOS DE INMOVILIZACION FiStCA
1.3.2.1. EN2IMAS LIGADAS POR ADSORCION

Existen una serie de pardmetros que pueden infiuir en la adsorcién de
enzimas, dentro de los cuales se pueden enumerar los sigulientes
{Monsan, 1987}

- CONCENTRACION DE ENZIMA. Efecto descrita por isotermas de saturacién det
tipo de Langmulr y de Freunlich, en donde al aumentar la concentracion de la
enzima en solucidn se aumenta la masa adsorbida en ef soporte hasta llegar a un
méximo donde ya no se adsorbe mds,

- TIEMPO DE CONTACTO. La velocidad de adsorcidn dependerd de las
caracterfsticas fisicoquimicas del soporte y de la enzima; de las dimensiones de

las moléculas, ias cargas eléctricas presentes, etc., y aumentard con la

11
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temperatura. En las condiciones habituales de inmovilizacién este tiempo no
excede de algunas horas.

- PH. El efecto del pH estd orientado hacia la medificacién de cargas
naturales tanto de! soporte como de la enzima, segin el valor del pH de los
grupos ionizables.

- COMPOSICION DEL MEDIO, A este respecto se ha visto que la presencia de
determinadas concentraciones de solventes orgénicos y de sales produce un
efecto favorable a la adsorcidn.

- CANTIDAD DE SOPORTE. En una solucién dada es posible ajustar la cantidad
de soporte hasta lograr la adsorcién de casi la totalidad de la enzima.

- ARea esPeciFica DEL SOPORTE. El &rea especifica es un pardmetro
fundamental que puede decidir el que un soporte dado sea adecuado para
adsorber una enzima. Los posibles fenémenos de impedimento estérico, asf
como los gradientes de concentracidn intraparticular pueden disminuir la
actividad enzimética observada, a pesar de adsorber una cantidad considerable

de enzima,

a) METODO DE ADSORCION FiSICA

Este método estd basado en la inmovitizacion de una enzima sobre la
superficie de un soporte insoluble en agua, interviniendo fuerzas fisicas como
son las de Van der Waals y puentes de hidrégeno (Winfried,1988). Algunas
enzimas inmovilizadas por adsorcion fisica son mencionadas en la Tabla 1.7.

Existe una gran variedad de soportes utilizados en este método entre los
cuales se pueden mencionan algunos soportes inorgénicos como son carbén

* activado, vidrio poroso, Kaolinita, alimina, silica gel, bentonita, entre otros.

12
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TABLA 1.1. Enzimas inmovilizadas por adsorcién fisica
(Chibata, 1978)

SOPORTE

ENZIMA

Concanavalina A

Arilsulfatasa

Butil-sefarosa

Lipoamida
deshidrogenasa

Carbén activado

Glucosa oxidasa
a-amilasa
B-amilasa
Glucoamilasa
Invertasa

Alimina

Glucosa oxidasa
Glucoamilasa

Bentonita

Invertasa

Kaolinita

Lisozima
Invertasa

Vidrio poroso

Glucosa oxidasa
Ribonucleasa

Lipasa
Silica gel Fosfolipasa

Aspartasa
Oxido de titanio Lactasa

b} METODO DE ADSORCION IONICA (ELECTROSTATICA)
Este método se fundamenta en la atraccién electrostética que se presenta

entre la enzima y el soporte, el cual contiene algin grupo de intercambio iénico
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(Winfried,1988) . Entre los soportes empleados para este fin se encuentran los
polisacdridos y los polimeros sintéticos que contienen residuos ionicos, por
ejemplo, DEAE-Celulosa, CM-Celulosa, Amberlita, Duolita, Dowex, etc.

La unién de la enzima al soporte es faciimente realizada utilizando
condiciones suaves de operacién por lo que Jos cambios conformaciones que se
provocan son minimos o casi nulos.

Debido a que las fuerzas de uni6n entre la enzima y e! soporte son mds
débiles que cuando se tiene unién covalente, la enzima puede separarse del
soporte al encontrarse en soluciones de elevada fuerza i6nica o bien debido a
variaciones de pH,

Algunas enzimas inmovilizadas por el método de adsorcién idnica son

listadas enla Tabla 1.2.
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TABLA 1.2, Enzimas inmovilizadas por adsorci6n iénica.
{Chibata, 1978)

SOPORTE

ENZIMA

DEAE-Celulosa

Catalasa
Invertasa
Glucoamilasa
Pepsina
Proteasa
Aspartasa

ECTEOLA-Celulosa

Aminoacilasa
D-oxinitrilasa
Aminoacilasa

DEAE-Sephadex

Aminoacilasa

Aspartasa

Glucosa fosfato
jsomerasa

n-Octilamino-Sephadex

Lactato
deshidrogenasa
Xantino oxidasa
Ribonucleasa

Ureasa
Ambarlita IR-45 Invertasa
Glucoamilasa
Amberlita IRA-93 Invertasa
Amberlita IRA-410 Invertasa
CM-Celulosa Tripsina
a-Quimotripsina
Asparaginasa
Dowex-50 Ribonucleasa
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Algunas ventajas y desventajas de los métodos de inmovilizacién por

adsorci6n son listadas a continuacién {Monsan,1887}):

1.

El método experimental es extremadamente sencillo; basta con poner
en contacto el soporte con la enzima a un pH, una fuerza iénica y una
temperatura adecuados y lavar enseguida el complejo para eliminar la
enzima débilmente ligada.

La desorci6n de la enzima puede ocurrir con relativa facilidad {lo que
quizd pueda considerarse como inconveniente}, al modificar el pH o [a
fuerza idnica; sin embarge, la adsorcién puede ser lo suficientemente
fuerte como para evitar el lavado de la enzima en condiciones adversas.
El soporte puede regenerarse cuando plerde parte de su actividad.

La masa de enzimas adsorbidas depende del tamafio de particula;
ciertos soportes presentan problemas de utilizacién en columna
empacada por problemas de calda de presidn y taponamiento.

Toda enzima es adsorbible, aunque varfa la afinidad entre los diferentes
soportes.

La molécula de enzima no es modificada sensiblemente por la
adsorcidn, bero la actividad del complejo no es proporcional a la
cantidad de enzima adsorbida, ya que puede existir la adsorcién en
multicapas que limita ef acceso del sustrato a las capas internas.

El empleo de este método queda excluido para sistemas en los que es
imperativo evitar la fiberacién de enzimas al medio de reaccién. Es
fundamentaimente aplicable a Ja inmovilizacién de enzimas de bajo

precio.
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8. Existe la posibilidad de aplicar métodos mixtos que consisten en
inmovilizar por adsorci6n, seguidos de una reticulacién de las moléculas
adsorbidas mediante un agente  bifuncional, generalmente

glutaraldehido.

1.3.2.2, ENZIMAS ATRAPADAS

Este método esta basado en restringir a fa enzima, ya sea en la matriz de
un polimero o en una microcdpsula para lo cual se suele preparar una solucidn
de monémero-enzima, y se procede a efectuar la reaccion de polimerizacién en
condiciones lo menos desnaturafizantes que sea posible. Este método difiere de
la unién covalente y el método de entrecruzamiento en que la enzima no se une

por st misma a la matriz o membrana.

a) ATRAPAMIENTO EN UNA MATRIZ.

Este método incluye el atrapamiento de la enzima dentro del espacio
intersticial de un polimero insoluble en agua, es decir, dentro de la matriz de un
gel. Es importante considerar que ef sustrato y los productos deben ser capaces
de atravesar la matriz. Asl mismo los poros de la matriz no deben ser tan
grandes que permitan que el biocatalizador escape del soporte.

La forma externa de la matriz que contiene la enzima puede variar dentro
de un amplio limite dependiendo de la aplicacién que se le vaya a dar. Asl se
tiene forma esférica, cilfndrica, en fibras, entre otras (Winfried, 1988},

Varios son los polimeros naturaies y sintéticos empleados para el
atrapamiento de enzimas. Algunos polimeros naturales empleados son alginato,

carragenina, pectina, agar y gelatina, los cuales presentan [a ventaja de no ser
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téxicos y la metodologla empleada para ia gelificacién de éstos es bajo
" condiciones suaves gor lo que son ampliamente utilizades para la inmovilizaciGn
de células completas y componentes celuiares activos (organefos}. Dentro de los
polimeros sintéticos se pueden mencionar poliacrilamida, alcohol pofivinilico
entre otros. No obstante, estos materiales sintétices son altamente téxicos por
lo que generaimente no son empleados para el atrapamiento de células vivas vy si

para enzimas libres.

ATRAPAMIENTO EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

El polfmero mds comunmente empleado para el atrapamiento de enzimas
es poliacrilamida. La reaccién de polimerizacién es llevada a cabo por la
acrilamida en presencia de N,N'-metilén-bisacrilamida como agente
polimerizante. Esta reaccién es iniciada con persulfato de potasio (K2520g) o
riboflavina y acelerada con P-dimetil-amino propionitriio (DMAPN), N,N,N',N'-

tetrametitén diamina {TEMED)} o aluminio (Fig. 7.2.).
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Fig. 1.2. Atrapamiento de enzimas en poliacrilamida (Winfried,1988).

ATRAPAMIENTO EN ALGINATOS.

Los alginatos constituyen una familia de copolimeros binarios no
ramificados de &c. B-D-manurénico {M) y &c. a-L-gulurénico (G} unidos por
enlaces a y B (1-»4) glucosldicos. La proporcién y el arreglo secuencial de estos

&cidos varia dependiendo del organismo y tejido de donde es aislado.
{Bucke, 1987).
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Se ha demostrado que los alginatos presentan una alta afinidad a iones
divalentes como son Ca2*, $r2+ y Ba?* los cuales se unen principalmente a
bloques de &c. gulurénico formando asi los geles. A continuacién se escribe la
serie de afinidad para varios cationes divalentes {Smidsred y Skjak-Braek, 1990).

Pb2+> Cu2* > Cd?* > Ba2* » Sr2* » Ca?* > Co?* = NiZ* =Zn?* > Mn?*

El atrapamiento en perias de alginato de calcio es uno de los métodos de
inmovilizacién méas empleado bajo condiciones muy suaves, la suspensién de
enzima es mezclada con la solucién de alginato de sodio y la mezcla es goteada
en una solucién de cationes divalentes {generalmente Ca2+*}, las gotitas forman
esferas de gel Instantaneamente, atrapando [a enzima en un enrejado

tridimensionat de alginato {(Fig. 1.3.}) (Martinsen et al.,1989).

© Ca®

Fig. 1.3. Atrapamiento en perlas de alginato {Martinsen, A. et al. ,1990}

El gel de alginato de calcio es una red polimérica inerte tridimensional con
espacios intersticiales interconectados. La dimensién de esos espacios varia con
el tipo de alginatos y con las interacciones electrostéticas entre la matriz de
alginato cargada negativamente y las protefnas u otras especies cargadas. Las
propiedades mecénicas de las perlas dependen principalmente de la composicién

monomérica y tamaiio de la molecula de alginato. Se tienen evidencias que
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sugieren una correlacion entre la resistencia mecéanica del gel y (2 afinidad para
los cationes. En general, la rigidez del gel se incrementa con la afinidad excepto
para Cd2* y Ni2+,

Pb2+> Cu?+ = Ba?t > 52+ > Cd2+ > Ca2+* > Ni2+ > Zn2+ »Col*

El tamafio y esfericidad de las perlas depende principalmente de Ia
viscosidad de la solucién de alginato de sodio y la distancia entre la jeringa con
que se forman las gotas y la solucién de cloruro de calcio en que se reciben
éstas. la turbidez de los geles de alginato de calcio es generalmente inversa a la
fuerza del gel, por lo que alta transparencia en geles son alcanzadas utilizando
alginato con un alto contenido de G (mayor a 60%).

Los geles de alginato de calcio, en constraste con otros hidrogeles, son
estables en un rango de solventes orgénicos y tienen potencial de uso como
matrices de inmovilizacién para enzimas en sistemas no acuosos (Smidsrad, 0. y
Skjak-Breek, G., 1990}

En general se puede decir que las perlas de alginato presentan las
siguientes propiedades generales:

© Alta estabilidad mecéanica

©® Estabilidad qulmica

© Baja toxicidad pirogénica e inmunogénica
© Tamafio de poro definido

© Estrecha distribucién de poro

Esto puede ser logrado por la seleccién y purificacion de alginatos,
seleccién y control delf proceso de gelificacién, combinacién con otros pollmeros

{Smidsrad, O. y Skjak-Breek, G., 1990).
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Entre las limitaciones que’presenta el atrapariento en geles de alginato se
pueden mencionar:

Baja estabilidad: Sustancias como el fosfato o citrato, las cuales tienen
una alta afinidad por calcio, pueden secuestrar los iones Ca?* y por lo tanto
desestabilizar el gel. Debido a que el Ca2+ puede ser intercambiado por otros
cationes, el gel puede ser desestabilizado por altas concentraciones de iones que
no inducen la gelatinizacién, por ejemplo el Na*t,

Alta porosidad: la estructura abierta de! entrecruzamiento del gel,
conduce a perdida de protefnas por lo que limita el uso a células completas u
organelos celulares. Sin embargo, la alta porosidad es una ventaja que permite
una alta velocidad de difusién de sustancias y productos.

Toxicidad de algunos cationes: La elevada toxicidad en el uso de algunos
cationes como el Pb2*: Cu?* y Cd2*, limita el uso de estos, por lo que solo

Sr2+ Y Ba?+ pueden ser utilizados para atrapar células vivas, ademés del Ca?*,

b) ATRAPAMIENTO EN UNA MICROCAPSULA

El método de microencapsulacion  consiste en rodear la solucién
enziméatica con una membrana polimérica que permite el libre paso de productos
y sustratos (Chang,1964). ‘

Uno de los reactivos es parcialmente soluble en fase acuosa y orgénica y
el segundo componente del copolimero es soluble sélo en fase orgénica. Las
proporciones de la membrana dependerdn del coeficiente de particién entre la
fase orgénica y acuosa del reactivo soluble en agua (Monsan,1987}. En este
método la enzima y el monémero hidrofflico son emulsificados en forma de

capsulas en el solvente orgédnico que no es soluble en agua {(ciclohexano y
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cloroformo}. El tamaiio de las cépsulas puede ser influenclado por la intensidad
de la emulsificacién y por la adicién de reactivos de superficie. Los mondmeros
. hidrofébico e hidrofilico reaccionan en el sitio de contacto (polimerizacién
interfacial) para formar un polimero. Como paso final las cdpsulas pueden ser
lavadas repetidamente para remover las trazas de mondmero.

Algunos monémeros hidrofflicos empleados son: poliamidas, glicoles y
polifenoles. Entre los mondmeros hidrofébicos se pueden mencionar formiato di-
halogenado y di- y poli-isocianato. Los pollmeros formados en la interfase son:
poliamidas, poliuretanos, poliesteres y poliureas dependiendo del monémero

utilizado (Winfried, 1988},

1.3.3. METODOS DE INMOVILIZACION QuiMicOS
1.3.3.1. ENLACE COVALENTE

La inmovilizacién de enzimas por enlace covalente as de particular
atractivo dada la menor tendencia a que la enzima se pierda con el tiempo. Se
trata de efectuar una reaccién quimica entre grupos funcionales de la enzima y
del soporte. Estos grupos funcionales no suelen ser suficientemente reactivos
por lo que requieren de una activacién. Teéricamente podrfan activarse tanto los
grupos funcionales del soporte como de la enzima; sin embargo, activar estas
uitimas podria acarrear su desnaturalizacién. Por lo tanto, los esfuerzos se han
centrado en la activacién de soportes.

A pesar de existir varios grupos, funcionales en las enzimas que podrian
reaccionar con soportes activados, en la practica sélo se han explotado cuatro:

%+ Funciones aminadas a y ¢ (lisina y amino4cidos terminales).
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% Funciones &cidas carboxflicas a, P y y (4cido aspdrtico, 4cido
glutdmico y aminodcidos terminales).
% Funciones tiol {cisteina),
< Anitlos fendlicos (tirosina).
Los principales soportes usados en la inmovilizacién de enzimas por enlace

covalente se muestran en la Tabla 7.3. (Monsan,1987).

Tabla 1.3. Soportes utilizados en la inmovilizacién por enface covalente.
{Monsan,1987)

Grupo activable
Sustancias Celulosa -OH
orgéanicas CM Celulosa -COOH
DEAE Celulosa -NH2
pAB Celulosa -D-NH2
Dextranas -OH
Agarosa -OH
Almidén (dialdehfdo) |.CH = O
Pactina -CO0OH
Protefnas Coldgena -NH3z
-COOH
Polimeros sintéticos | Polivinflicos Anhfdridos
{etileno/anhidrido
maleico)
Poliacrilicos
Poliacrilamida -NHz
Poliacrilatos -COOH
Acido metacrflico | -COQH
Sustancias minerales } Vidrio poroso -OH
Silicatos de aluminio }-OH
Oxidos de aluminio |-OH
Soportes mixtos Magnéticos Variable
Organominerales Variable
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Dentro de las ventajas y desventajas de los métodos de inmovilizacion por

enlace covalente podemos mencionar {Monsan, 1987}

1.

3.

La preparacién de complejos es més delicada que otros métodos, ya
que las condiciones de reaccibn son, en ocasiones,
desnaturalizantes para la enzima.

Las cantidades de enzima inmovilizada son menores, fo que da
como resultado bajos rendimientos de inmovilizacién.

Se establece una sélida unién enzima-soporte, por lo que el método
es adecuado para enzimas de elevado precio, o para sistemas en los
que es fundamental evitar la presencia de enzima en el medio de
reaccién.

La inmovilizacién por enlace covalente se traduce en un cambio en
las propiedades de la enzima lo que, en muchos casos, produce un
aumento en la estabilidad tanto operacionali como de
almacenamiento de la enzima.

La seleccion de! soporte depender& de la aplicacién prevista, 1o que
hasta el momento es relativamente empirico, sobre todo porque un
mismo método de activacion puede dar buenos resultados con una
enzima y pésimos con otra.

Los soportes organicos pueden ser atacados por microorganismos,
de lo que resulta una disminucién de la vida media del sistema. Sus
propiedades mecénicas son de fundamental importancia, asl como la

densidad de los sitios activos.
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1.3.3.2. ENTRECRUZAMIENTO (UNION COVALENTE)

El principio de esta técnica consiste en la inmovilizacién de las enzimas
por formacién intermolecular de enlaces covalentes, por accién de reactivos bi o
multifuncionales, sin utilizar soportes,

Los grupos funcionales de las enzimas que participan en Ia reaccién
incluyen los grupos a-amino terminales, los grupos e-amino de las lisinas, los
grupos fendlicos de [a tirosina, fos grupos sulfhidrilo de la cistelna y el grupo
imidazol de la histidina. También se emplean agentes bifuncionales simétricos
que pueden reaccionar con funciones idénticas en la misma molécula resuitando
un entrecruzamiento intramolecular o bien con diferentes moléculas, formandose
asf agregados moleculares (Broun,1976).

La reaccién de entrecruzamiento se ha realizado bajo condiciones
relativamente severas, por [o que en ocasiones se ve afectada la conformacién
del centro activo de la enzima, provocando una perdida significativa de la
actividad.

El reactivo bifuncional mas comunmente utilizado para el entrecruzamiento
es el glutaraldehido. Los aldehfdos terminales del glutaraldehido reaccionan con
los grupos amino libres de las enzimas formando sustancias del tipo bases de

Schiff's {Fig. 1.4.) (Chibata,1978).
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CHO CH==N _@
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2 CH
[ Vad |2
Owe » o o we@© L
| 2
CH (IZH
| 2 |2
CHOo @"'—N ==CH
Enzima Glutaraldehido Enzima Entrecruzamiento
Fig. 1.4. R I6n de entrecruzami con glutaraldehido {Chibata,1978)
Otros reactivos empleados son: diisoci s { enlaces peptidicos -CO-

NH-}, bis-diazobencidina (acoplamlento diazo), N,N'-polimetilén-bis-
iodoacetoamida (alquilacién) y N,N'-etilen bis-maleimida (enlace peptidicol, entre
otros (Chibata,1978). Algunas enzimas inmovilizadas por entrecruzamiento son

menclonanadas en la Tabla 1.4.
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TABLA 1.4. Enzimas inmovilizadas por entrecruzamiento
{Chibata,1978)

REACTIVO

ENZIMA

Bisdiazobenzidina

Papalna

N,N'-Etilen bismaleimida

o-amilasa

Hexametilén-diisocianato

Ribonucleasa
a-amilasa
Tripsina

Toluen diisocianato

Aminoacilasa

Glutaraldehido

Alcohol deshidrogenasa
Glucosa oxidasa
Tirosinasa

Catalasa

Peroxidasa
Carboxipeptidasa A
Lisozima

Papaina

Aminoacilasa
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1.4 SOPORTES
1.4.1 CONSIDERACIONES GENERALES

En la actualidad se han reportado una gran cantidad de soportes
empleados en las técnicas de inmovilizacién. Sin embargo, no todos cumplen
con las necesidades que se requieren para un determinado objetivo, por lo que
es necesario tener una serie de criterios que nos permitan efectuar una adecuada
eleccién o en dltima instancia utilizar aquel material que cumpla con las
necesidades més criticas para obtener un buen biocatalizador (Messing,
R.A.,1975).

En primer lugar un soporte deberd ser durable bajo las candiciones en que
se use, En otras palabras, la solubilidad del soporte tendré que ser muy baja en
relacién al medio ambiente en que operard. Esto no implica que el soporte tenga
que ser insoluble bajo todas las condiciones en las que se pueda emplear, sino
sélo en aquellas que sean dictadas por el tipo de reaccién enzimética en que
participara, es decir, pH, fuerza idnica, temperatura, etc.

En forma general, un soporte deberd cumplir con ias slguientes
caracter(sticas (Kolot, 1988):

a) Buena capacidad de atrapamiento, o una elevada disponibilidad de &rea
superficial, que permita una considerable retencibn o unién de los
biocatalizadores inmovilizados.

b) Durabilidad quimica respecto 2 las condiciones ambientales en donde se
efectuard la reaccién enzimética {pH, tempaeratura, fuerza iénica, etc.)

c} Estabilidad dimensional y fuerza mecdnica, con el fin de prevenir la

compactacién del soporte, as{ como que permita mantener su configuracién.
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d)} Resistencia a la degradaci6n microbiolégica; los soportes ricos en
fuentes de carbono como el almidén, o ricos en fuentes de nitr6geno como las
protefnas son potencialmente buenos nutrientes para los microorganismos.

e) Estabilidad térmica. Agquellos materiales que poseen grandes
coeficientes de expansi6n presentan problemas debido a que al expanderse o
contraerse por cambios de temperatura permiten la liberacién de las enzimas o
de las células. Esto puede ocurrir durante la misma inmovilizacién o durante las
condiciones de operacién del bioreactor.

f) Forma y tamafio de particula; estas dos caracteristicas tienen su
maéxima importancia con respecto a la operacién de los reactores, ya que en el
caso de particulas muy grandes se tienen problemas de difusién, por lo que la
actividad enzimética se ve disminuida en comparacién a la que se obtiene en los
sistemas libres, sin embargo se disminuye considerablemente las cafdas de
prasién, lo que se ve favorecido al emplearse particulas pequeiias.

g} Regeneraci6n del soporte, los soportes que son més facilmente
regenerables son los inorgénicos, ya que pueden ser sometidos a un proceso de
pir6lisis simple y econémico de realizarse. Los soportes orgédnicos principalmente
los de origen natural, no son regenerables y en el caso de encontrar un proceso
que lo permita, resulta generalmente incosteable.

h} Disponibilidad comercial del material.

1.4.2, SOPORTES ORGANICOS E INOR.GANICOS.
Los soportes pueden ser divididos dentro de dos categorfas: orgénicos e
inorgénicos. Los orgédnicos a su vez pueden ser subdivididos en polisacéridos,

protefnas y polfmeros sintéticos. Los polisacéridos pueden ser clasificados de
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acuerdo al tipo de subunidad que constituye su cadena. Es decir, los de tipo
celulésico, los formados por dextranas y los formados por unidades de agarosa.
Los polimeros sintéticos se subdividen en polfmeros de acrilamida, copolimeros
del fenol, y formaldehido (resinas fendlicas) y finalmente copolimeros del
estireno y del divinilbenceno.

Los materiales inorgénicos comprenden varios 6xidos y sus combinaciones
exhiben una aita termoestabilidad y buenas propiedades de fiujo. En solucién su
superficle se hidroliza y forma grupos hidréxilo que pueden reaccionar
directamente con los grupos carboxilo o amino presentes en los amino4cidos de
la enzima. Esta reaccién ocurre sobre todas las superficies de los materiales
inorgénicos y se les denomina soportes no mezclados. Los soportes inérganicos
mezclados son combinaciones de los polimeros con agentes quimicos que les

proporcionan grdpos de enlace covalente (Tab/a 1.5. ) (Kolot,1988).
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TABLA 1.5. Clasificaclén de los soportes de acuerdo a su naturaleza quimica

(Kolot,1981)
SOPORTES SOPORTES
ORGANICOS INORGANICOS
Polisacéridos No mezclados
carragenina alamina
agar zirconio
agarosa magnesio
celulosa silica gel
sephadex vidrio
pectinas cerédmica
ferromagnetita
bentonita

hidroxiapatita

Proteinas Mezclados
colégena uso de agentes quimicos
acoplantes

|{Polimaros sintéticos
acrilamida

resinas fendlicas
polimeros de poliestireno

El vidrio poroso es el soporte’ inorgdnico mds comunmente utilizado.
Contiene una gran cantidad de grupos -OH en su superficie. Procesos especiales
permiten la sintesis de "vidrio de poro controlado™ (CPG) con poros de 3 a 300

nm de didmetro (Weetall,1975). Es resistente contra el ataque microbiolégico
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pero es labil a la accién de alcall lo cual puede ser abatido por revestimiento con

di6xido de zirconio y grupos funcionales orgénicos.

1.4.3. SOPORTES DE ORIGEN NATURAL Y SINTETICO
1.4.3.1 POLIMEROS ORGANICOS NATURALES (POLISACARIDOS)

Los polisacéridos pueden ser clasificados de acuerdo al tipo de subunidad
que constituye su cadena, Es decir, los formados por unidades de celulosa,
dextranas, almidén o agarosa. Dextrana y Agarosa son generalmente objeto de
entrecruzamiento con epiclorhidrina con la finalidad de aumentar su estabilidad y

son comercialimente disponibles como sephadex y sepharosa respectivamente.

1.4.3,2 POLIMEROS ORGANICOS SINTETICOS

Existe una gran variedad de pollmeros sintéticos, los cuales pueden
ser sintetizados por dos vfas. La primera utiliza polimeros prefabricados a los
cuales se les introduce grupos funcionales y la otra se basa en copolimerizacién,
La sintesis puede ser acompaiiada de copolimerizacién, policondensacién o
polimerizacién de compuestos vinilo. Algunos ejemplos de estos polimeros son

poliuretano, poliamidas, poliester, poliaminoestireno, etc. (Meneck et al,1979).

1.4.4, CLASIFICACION DE LOS SOPORTES CON BASE EN SU NATURALEZA
auiMiCcA
En la clasificacién anterior no se hace gran referencia sobre la morfologfa
de los materiales. Este es un pardmetro de importancia por su relacién con el
&rea superficial y el tamafio de poro, ya que de elios depende la cantidad o carga
de las enzima que pueden ser inmovilizadas. A continuacién se da una

clasificacién morfol6gica de los soportes:
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Soportes
I
Soportes Soportes
no porosos porosos
Alta
Poro distribucién Estructura
controlado de poro gel

Los soportes no porosos presentan una gran desventaja en su uso, debido

a que su drea superficial es extremadamente baja, dando lugar a que la

superficie disponible para la unién de fas enzimas sea muy limitada. Los

materiales pertenecientes a este grupo son particulas muy finas o fibras. Esto

dificulta su separaci6n en las mezclas de reaccién, ademds de que no pueden ser

empleados en reactores continuos ya gue provocan altas caldas de presién y

limitan el flujo.

Dentro de los materiales no porosos que ofrecen ventajas en su utilizacién

se encuentra el nylon, ampliamente utilizado en medicina por no causar

respuestas inmunol6gicas. Al usarlo la, enzima queda superficialmente unida, lo

que permite un contacto inmediato con la solucién evitando los problemas

difusionales.
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En el grupo de los soportes porosos encontramos materiales de naturaleza
orgénica e inorgdnica, asl como naturales y sintéticos. Los soportes de poros
controlado son adquiridos en el mercado, y son materiales macroreticulados de
polestireno, fabricados principalmente por la compaiifa Rhom & Hass. En el caso
de soportes inorgénicos de poro controlado se pueden obtener de vidrio, titanio
y alimina.

Existen muchos soportes de amplia distribucién de poro; frecuentemente
empleados como catalizadores de reacciones qufmicas mds que biolégicas; un
ejemplo de ésto es el aluminio.

Los soportes porosos presentan una alta drea superficial interna por lo que
en muchas ocasiones la unién deberd realizarse dentro de la estructura de!
soporte, Esto es un inconveniente en el caso de emplear sustratos més grandes
que fas enzimas mismas, impidiendo de esta forma el paso de las moléculas del
sustrato, o solo tendrdn acceso por aquellos poros que presenten un mayor
didmetro, Otro punto es el microambiente, ya que si el poro se encuentra
cargado negativamente y el sustrato también, ésto origina que el sustrato sea
repelido.

Las ventajas de los materiales porosos son:

1. Presentan una alta &rea superficial.

2. Llas uniones en la parte interna del soporte estdn méas protegidas de
los medios ambientes adversos.

3. Si el soporte presenta cargas opuestas a las moléculas del sustrato,
se favorece que la reaccién se lleve a cabo mas répidamente, ya

que se tiene una alta atraccién por el sustrato.
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Los soportes clasificados como estructura gel son empleados por la
técnica de atrapamiento, la cual se explicé con anterioridad y en donde se
expuso detalladamente los mecanismos para conseguir formar la matriz del gel.
Estos soportes permiten inmaovilizar grandes cantidades de enzimas sin que se
vean limitados por el é4rea superficial. Su desventaja son los problemas
difusionales, ademéas de que solo se podrdn emplear sustratos de pesos

moleculares bajos { Padilla, 1985}.

1.5. APLICACIONES DE LAS ENZIMAS INMOVILIZADAS
1.5.1. PROCESOS ANALITICOS
1.5.1.1. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

La cromatografla de afinidad es un proceso de purificacién basado en las
propiedades especificas de sustancias biolégicas. Las interacciones altamente
especlficas de las enzimas pueden ser utilizadas para |a separacién y purificacién
de sustancias biol6gicas como son enzimas, &cidos nucleicos, anticuerpos,
hormonas, coenzimas, inhibidores enzimaticos, sustratos y productos
enziméticos entre otros.

El fundamento de esta técnica consiste en seleccionar como ligando una
sustancia biologicamente relacionada con Ia sustancia a purificar, la cual debe
ser inmovilizada y utilizada como adsorbente para la cromatograffa de afinidad.
La muestra que contiene la sustancia a purificar es vertida a través de una
columna empacada con el adsorbente, de tal forma que unicamente la sustancia
con afinidad especffica hacia el ligando inmovilizado serd adsorbido en el
"acarreador”. Las impurezas son removidas lavando el adsorbente y la sustancia

adsorbida puede ser eluida de la columna empleando cambios de pH, fuerza
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idnica o por adicién de otras sustanclas que también tengan una alta afinidad por

la enzima {(por ejemplo un inhibidor, etc.). Fig. 1.5,

jaax s o
bxCa oo }muestra

-@‘ adsorcién ‘@‘
e
N

R T l lavado
regeneracion

Fig. 1.5, Diagrama esquemdtico de cromatografia de afinidad.

Dentro de las ventajas de la cromatografia de afinidad podemos mencionar
su elevada especificidad, lo que permite la separacién y purificacién de enzimas,
asl como la remocién de impprezas las cuales no pueden ser removidas por los
métodos tradicionales. Otra ventaja de esta técnica es la posibilidad de reuso de

las columnas empleadas, lo que disminuye el costo del proceso {Chibata,1978).
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1.5.1.2 ELECTRODOS BloQuiMiCOS

Los electrodos bioquimicos tambien conocidos como biosensores o
bioelectrodos han recibido considerable atencién en la determinacién analltica de
metabolitos presentes en fluldos biolégicos. Su bio-especificidad esta hasado en
la enzima inmovilizada que emplean.

El electrodo bloquimico consiste en una seccidn enzimética que reacciona
especificamente con el compuesto a estudiar y un transductor que detecta los
cambios que se presenten. Existen mas de veinte electrodos sensibles a
diferentes lones como son NHst, HY, K, Nat, | =, etc. Asl como los
electrodos sensibles a H202 6 gas como el Oz 6 el COs.

En la actualidad existe una gran variedad de electrodos biogquimicos entre
los cuales se pueden mencionar aquellos destinados a la cuantificacién de

glucosa, urea, colesterol, penicilina, etc. (Tabla 1.6.).
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TABLA 1.6. Ejemplos de elactrodos enziméticos
{Chibata,1978)

SUSTANCIA ENZIMA ELECTRODO
DETECTADA INMQVILIZADA EMPLEADQ
L-amino &cido L-amino 4cido oxidasa Electrodo sensible a

Nkg
Urea Glucosa oxidasa Electrodo de 02
Penicilina Ureasa Electrodo sensible a
NH4
Penicilinasa Electrodo de vidrio
H20, Catalasa Electrodo de 02
Caolesterol Colesterol oxidasa Electrodo de O3
Acido Lactico Lactato Elactrodo de platino
deshidrogenasa
Lisina Lisina descarboxilasa Electrodo sensible al

CO;

A pesar de la diversidad de aplicaciones que presentan los electrodos

bioquimicos, su uso se encuentra limitado por la inestabilidad de las enzimas

inmovilizadas empleadas,

debido a que generalmente

las enzimas son

susceptibles a la inactivacién durante el proceso de inmovilizacién o bien durante
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el desarrollo de la reaccién por productos propios de la misma, por ejemplo el

oxfgeno, el peréxido de hidrégeno, etc.

1.5.1.3 TIRAS REACTIVAS

Varias casas comerciales han desarrollado en los ultimos afios reactivos
denominados "Reactivos de quimica seca®”, los cuales contienen los
componentes necesarios en forma de tabletas o de tiras para la determinacién
rdpida (30seg - 2 min), cualitativa o semlcuantitativa de uno o varios
metaboiitos.

Las "tabletas reactivas” permiten determinar un sélo metabolito, mientras
que las “tiras reactivas” tienen zonas de prueba para determinar de uno a nueve
metabolitos.

La eleccién del tipo de tira o pastilla reactiva que se utilizan, depende de
los metabolitos que se requieren determinar (Curie!,1989),

La base de casi todos los andlisis clinicos rapidos es la tira reactiva
diagnéstica de inmersién, que es una tira de pléstico a la que se fija una (o
varias) almohadillas de celulosa, impregnada con una solucién buffer
conteniendo la enzima inmovilizada, que permitird identificar el metabolito en
cuestién y un reactivo cromdgeno que permite la deteccién del mismo. Cuando
se humedece, cada almohadilla se convierte en un medio quimico en miniatura
que responde a la presencia de compuestos quimicos especificos presentes en la
muestra.

Existen una gran variedad de metabolitos detectados con pruebas
comerciales, entre los cuales se pueden mencionar glucosa, cuerpos ceténicos,

bilirrubina, urubilin6geno, sustancias reductoras, etc.
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Es importante considerar las limitaciones que presentan las tiras reactivas
como son la baja vida de anaquel debido a la inestabilidad de las enzimas
empleadas, el elevado costo que presentan, asl como las variaciones en la
sensibilidad y en los colores durante el transcurso del tiempo.Sin embargo
podemos mencionar dentro de las ventajas que ofrecen la comodidad para su

uso por su sencillez y rapidez de deteccién {Tood et al.,1991).

1.5.1.4 APLICACIONES EN EL. CAMPO DE LA MEDICINA

Las enzimas inmovillzadas también presentan aplicacién en el campo de la
medicina, principalmente en la remocién de compuestos indeseables contenidos
en la sangre. Esto puede lograrse ya sea administrando enzimas inmavilizadas
dentro del cuerpo humano o usando varios dispositivos extracorporales.

A) TERAPIA INTRACORPORAL CON ENZIMAS INMOVILIZADAS

La administracién de enzimas en caso de deficlencia enzimética, errores
inatos del metabolismo y en el tratamiento de ciertos tipos de cancer parece ser
una terapla exitosa. Las principales ventajas en el uso de enzimas inmovilizadas
es la prevenci6on de degradaciones proteoliticas as/ como de reacclones
inmunolégicas.

Enzimas microencapsuladas

La microencapsulacién de enzimas es una de las técnicas mas utilizadas
para la inmovilizacién de enzimas destinadas a ser inyectadas. La enzima es
atrapada dentro de una membrana "polimérica” semipermeable que permite el
paso de componentes sanguineos de bajo peso molecular de tal forma que se
evita que la enzima tenga contacto con enzimas proteoliticas, anticuerpos y

células productoras de anticuerpos, permitiendo que la’enzima mantenga su
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actividad por perfodos de tlempo largos. Sin embargo una de las limitaclones de

esta técnica es la eliminacidn del material capsular (Winfried, 1988).

B) TERAPIA ENZIMATICA EXTRACORPORAL

La aplicacion de tratamientos extracorporales proporciona ventajas
adicionales a la administracién directa de enzimas inmovilizadas en lo que
respecta a seguridad y factores técnicos debido por ejemplo, a8 que pueden ser
activados o desactivados los sistemas, mientras que las enzimas inyectadas no
pueden ser removidas o inactivadas.La Fig.71.6. ilustra el principio de 1a terapia

enzimética extracorporal.

Suministro de fluidos intravenosos
Presi6n arterial
O
arteria
—
. 1
vena

Fig. 1.6. Terapia enzimética extracorporal con asparaginasa inmovilizada
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Las terapias enzimdticas extracorporales pueden ser empleadas en
tratamientos por envenenamiento, as/ como en personas con deficiencias
enziméaticas o linfosarcoma (Winfried, 1988).

Organos artificiales

Un ejemplo muy prometedor para el uso de enzimas inmovilizadas son los
organos artificiales, especificamente en el caso de pacientes con transtornos
renales. Las terapias son realizadas extracorporalmente removiendo metabolitos
de la sangre como son urea y el &cido Grico a través de una membrana de

di4lisis, como se muestra en la Fig.1.7.

p—— Exhalar
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entrada de sangre  salida de sangre

¥ L] N
I iy

dializador compaclo

Fig. 1.7. Esquema de un rifién artificial (Wingrove,1988}
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La ureasa y la resina de intercambio idnico son microencapsulados, v
empacados junto con el carbén activado dentro de una cofumna. Cuando esta
columna y el dializador compacto son conectados, el dializado es bombeado a
través de la columna, donde la urea es descompuesta por la ureasa
microencapsulada, en amonio y diéxido de carbono. El amonio es removido por
la resina de intercambio i6nico. E! CO2 es exhalado por los pulmones. Otros
metabolitos presentes en el dializado son removidos por el carbén 4ctivado. En
este sistema el volumen de dializado es considerablemente menor en
comparacién con el que resulta de métodos convencionales. Sin embargo, es
Incapaz de reaiizar algunas funciones normales de! rifién como son la remocién
de agua o el mantenimiento del balance electrolitico, por lo gue el desarrolio de
un rifibn completamente artificial aun se encuentra en etapas preliminares
(Winfried, 1988).

Otra aplicaci6n importante de las enzimas inmovilizadas es aquella en la
cual los pacientes necesitan pasar su sangre a través de un organo artificial o
por una bomba oxigenadora, en donde se tiene que heparinizar la sangre con el
fin de evitar que ésta se coagule dentro del equipo. Posteriormente debe
removerse la heparina, antes de que ésta sea reincorporada a la sangre. De no
hacerlo se tendrfan complicaciones de tipo hemorrdgico. Este problema puede
resolverse con el uso de un filtro de sangre que contenga la enzima heparinasa
inmovilizada, 1a cual puede degradar en un 99% la actividad anticoagulante de la

heparina (Bernstein et a/, 1987).
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5.1.1.5 APLICACION EN LA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

A) EDULCORANTES

Una de las aplicaciones comerciales méas importantes es la produccién de
Jarabes fructosados {jarabe de malz rico en fructosa).

La industria de alimentos, se encuantra tecnol6gicamente rezagada en
comparacién con las industria farmacéutica y quimica. Adn asf, los competidores
de las enzimas, los catalizadores quimicos, no han podido jugar un papel
importante en este caso debido principaimente a que son incompatibles con los
alimentos. Por su parte, las enzimas han sido ampliamente usadas por la
tecnologla de alimentos en procesos tan tradiclonales como es la produccién de
quesos, en panificacién, cervecerfa, producci6n de aditivos alimenticios, etc.

B} INDUSTRIA LACTEA (LACTASA)

Existe gran cantidad de publicaciones sobre estudios de inmovilizacién de
B-galactosidasa o lactasa (E.C.3.2.1.23). Sin embargo, recientemente se han
logrado industrializar dos procesos (Garcfa y Lépez-Mungufa, 1984).

La lactasa hidroliza a la lactosa en los monosacéaridos, glucosa y
galactosa, lo que hace accesible fa leche y los lacteos a la poblacién con
problemas de intolerancia a la lactosa. Asimismo, los productos de la hidrélisis
presentan mayor solubilidad que la lactosa, evitidndose asi los problemas de
cristalizacién asociados.

La lactasa ha abierto amplias posibilidades para la utilizacién del suero de
queso, El suero contiene entre 4 y 5% de lactosa, y cerca de un 1% de
protelnas de excelente calidad como principales constituyentes sélidos, Cuando
se hidroliza 1a lactosa det suero y el hidrolizado se concentra a un 60-70% de

sélidos, se obtiene lo que se conoce como jarabes de suero. Estos jarabes son
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menos viscosos que el suero concentrado y por lo tanto de mas facil manejo,
pero sobre todo, tienen un poder endulzante considerable y una cantidad
importante de proteinas. Los [arabes asi cbtenidos pueden utilizarse como
sustitutos parciales de azdcar en helados, confiterfa, productos l4cteos
endulzados, aderezos, productos de panaderfa y bebidas refrescantes de alto
valor nutritivo.

La lactasa es una enzima cara, lo cual ha sido un obstidculo para su
aplicacién en forma libre a gran escala. E! uso de lactasa inmovilizada reduce
considerablemente el costo, y por lo tanto esta tecnologfa se ha industrializado y
goza de un considerable potencial de Industrializacién (Garcla y Lo6pez-
Mungufa,1984).

C) INVERTASA

La invertasa o p-fructofuranosidasa {E.C.3.2.1.26) cataliza fa hidr6lisis de
la sacarosa en sus constituyentes glucosa y fructosa y se utiliza principaimente
en la produccién de azucar invertido, que es més dulce que la sacarosa y
permite, dada la mayor solubilidad de los productos de hidrélisis, manejar
soluciones mas concentradas, por lo cual es de interés para la industria de
alimentos. Ei azdcar invertido se produce actualmente por hidrélisis &cida o
utilizando invertasa libre (Bucke,1981). Actualmente no hay procesos de
produccién con invertasa inmovilizada. Sin embargo se han hecho estudios piloto
en los cuales se han revelado amplias perspectivas para su uso,

La invertasa es una enzima de bajo costo y poca demanda comerclal. Sin
embargo, la tecnologfa disponible para la separacién de la fructosa y la
conversién de glucosa en fructosa, asi como la creciente demanda de fructosa

cristalina y jarabes de fructosa dan a este proceso un gran potencial para su
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industrializacién. Ademés, la alternativa de manejar soluciones concentradas de
azicar, svitando la costosa e indtil etapa de cristalizacién, abre también un
campo de aplicacién para la invertasa, ya que el azlcar invertido es més soluble
y disminuye el riesgo de caries dental. Esta posibilidad se estd explorando en {a
compaiifa Beghin Say de Francia (Garcla y Lépez-Mungufa,1984).

D) PROTEASAS

La utilizacién de proteasas inmovilizadas no tiene aplicaciones comerciales
hasta la fecha. Sin embargo, se ha reportado gran.nﬁmero de trabajos sobre la
inmovilizacién de estas enzimas cuya aplicacién se orienta principalmente a tres
éreas: la clarificacién continua de cerveza, la coagulacién de la leche para la
fabricacién de quesos, y la obtencién de hidrolizados de protelnas,
principalmente de soya. De las tres aplicaciones, la clarificacién de cerveza es,
probablemente, la que tiene mayor posibilidad de uso comercial en un futuro
cercano, y al respecto existen estudios realizados en planta piloto. Durante el
proceso de elaboracién de cerveza se solubilizan algunas protelnas y se generan
compuestos protelco-polifendlicos de alto peso molecular, de los cuales una
proporcién permanece en el producto final y que origina turbiedad en la cerveza
cuando se refrigera. Para evitar este fenémeno, se ha utilizado papalna
(E.C.3.4.22.2) en sl proceso. La posibilidad de utilizar papaina o alguna otra
proteasa en forma inmovilizada resulta atractiva por e! ahorro econémico que se
obtendrfa, porque puede volver a utilizarse la enzima, y porque se logra un
proceso de clarificacién continuo. Por otro lado, no es recomendable una
hidrélisis total de los polipéptidos, ya que éstos estabilizan la espuma de la
cerveza y pueden generar sabores amargos. Sobre esto, se han llavado a cabo

estudios piloto con papafna inmovilizada (Olson y Richardson,1974).
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Las proteasas inmovilizadas se usan también en la coagulacién de la leche
para la elaboracidn de quesos. lLa renina o quimosina (E.C.3.4.23.4) es [a
proteasa més apreciada en la elaboracién de quesos, debido a que efectda una
hidrélisis muy especifica y limitada de la kapa-caseina, pero suficiente para
iniciar el proceso de coagulacién, Otras proteasas hidrolizan las caseinas en
forma indiscriminada generando polipéptidos de sabor amargo y una textura
inadecuada del queso. Sin embargo, debido a que la renina se obtiene del
abomaso de terneros, su disponibilidad estd ligada al mercado de la carne, lo
cual la vuelve cara e insuficiente; algunas otras proteasas se utilizan como
sustitutos de cuajo, tales como las mezclas con renina o pepsina; (Scott, 1979).
El uso de renina inmovilizada para la fabricacidn de quesos permitirla que se
utilizara una segunda vez la enzima, con las consecuentes ventajas econémicas,
mientras que la utilizacién de otras proteasas inmovilizadas permitirfa un gran
control de grado de hidrélisis, evitando asf los problemas provaocados por una
hidrélisis excesiva.

E) NARINGINASA

La toronja y algunas variedades de naranja contienen una glucdsido
flavona, llamada naringina, de sabor amargo muy intenso. Durante el proceso de
obtencién industrial de jugos de estos citricos, la naringina que se encuentra en
el albedo se mezcla inevitablemente con el producto confiriéndole un sabor
amargo intenso, proporcional a la intensidad de la extraccién. Mediante el uso de
la enzima naringinasa o rhamnosidasa (£.C.3.2.1.40} obtenida de Aspergillus
niger, puede separarse la parte flavona de la naringina, de aquella glucosfdica

que consta de una ramnosa y una glucosa. Los productos de la hidrélisis no
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tienen sabor amargo por separado. Existen para esto, preparados comerciales de
la enzima naringinasa, que son utilizados por los fabricantes de jugos citricos.

Algunos autores han reportado la posibilidad de inmovilizar esta enzima,
para lograr un proceso continuo que elimine el sabor amargo de los jugos. Por
otra parte, las preparaciones de naranginasa que se usan en {a industria, deben
taner un cierto grado de pureza, ya que de lo contrario pueden causar deterioro
de la calidad del producto. Al utilizar Ja enzima inmovilizada se hace innecesaria
tal purificacién (Garcfa y Lopez-Munguia, 1984).

Se han mencionado una gran variedad de aplicaciones de enzimas
inmovilizadas; sin embargo sélo algunos de los procesos mencionados presentan
aplicacién industrial debido a una serie de inconvenientes entre los que se
pueden mencionar (Chibata,1978):

1) El soporte o reactivo para Inm(;vil‘nzar es caro.

2) La eficiencia de Ia inmovilizacién es baja.

3) La estabilidad operacional de las enzimas inmovilizadas no es
suficiente.

4) Se requiere de equipo complejo en reacciones continuas.

5) La demanda de productos no es lo suficientemente elevada para
obtener ventajas significativas a escala.

6) Enzimas inmovilizadas son menos eficientes con sustratos de
elevado peso molecular,

Sin embargo, principalmente la reducida vida media que presentan algunas
enzimas alin en forma inmovilizada ha sido la causa de la limitacién en el uso de
éstas. A rafz de esta serie de inconvenientes se ha tratado de dilucidar el

mecanismo por medio del cual las enzimas se inagtivan faciimente durante el
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proceso de inmovilizacién, principalmente en el caso de las oxidasas, dentro do
fas cuales se encuentra la alcohol oxidasa.

Estudlos realizados con anterioridad han puesto de manifiesto que enzimas
como son la alcohol oxidasa (Cromartie,1981), glucosa oxidasa, adeniiato
cinasa, acetato cinasa, (Whitesides,1978) entre otras, presentan elevada
sensibilidad al perdxido de hidrégeno, lo que sugiere ja presencia de cisteinas
esencialmente oxidables. Es por esto que se busca evaluar ef efecto def oxigeno
sobre la enzima alcohol oxidasa tomando como pardmetros de estudio la

actividad enzimatica y la cuantificaclén de grupos -SH libres.

1.6. ENZIMA ALCOHOL OXIDASA

La alcohol oxidasa o alcohol:oxfgeno oxidoreductasa (E.C. 1.1.3.13} es
una de las principales protefnas que intervienen en el metabolismo del metanol.
Es una flavoprotelna cuyo cofactor es el FAD y cataliza ia oxidacién de
pequefios alcoholes primarios a los correspondientes aldehidos y Hz02 en

presencia de oxfgeno molecular (Gefssler et al., 1986 ; Couderc,R. y Baratti,J.,

1980).
R-CH0H + 03 »R-CHO + Hz0;
La forma activa de la enzima es un oligémarc de aproximadamente
600,000 Daltans, integrado por ocho subunidades idénticas no covalentemente

unidas, cada una de las cuales contiene un grupo FAD asociado covalentemente

(Van der Klei et 3/, 1989).
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Durante el cracimiento de levaduras metilotréficas en metanol, se observa
una proliferacién masiva de organelos subceiulares unidos a la membrana,
conocidos como peroxisomas. Estos peroxisomas contienen las enzimas claves
en el metabolismo del metanol; alcohol oxidasa, catalasa y dihidroxiacetona
sintetasa. Se conoce que la alcohol oxidasa dentro de los peroxisomas forma
cristales los cuales han sido extensamente estudiados por microscopia
electrénica (Tykarska et al., 1990}

La enzima nativa tiene un espectro de absorcién con méaximos a 460, 372
y 290 nm (Sahm et a/,, 1982). Esta cataliza la oxidaci6n de alcoholes alifsticos
primarios como el metanol, etanol, 1-propanol, 1-butanol, 2-propen-1-ol y 2-
cloroetanol; sin embargo es inactiva en alcoholes con cadenas alquilicas mayores
a 5 carbonos, alcoholes secundarios y terciarios, asf como aicoholes arométicos;
es decir, la actividad especifica y 13 afinidad disminuyen conforme se incrementa
{a longitud de 18 cadena hidrocarbonada (Sahm et a/,, 1982 y Van der Kiel et
al., 1990}

Las principales propiedades de Alcohol Oxidasa de Pichia pastoris son
sefaladas en la tabla 1.7. { Couderc y Baratti, 1980; Cromartie,T., 1982; Tagliaro
et al, 1991) '
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Tehla 1.7, Principales propledades de Ja enzima alcoho! oxidasa de Pichia

pastorls (Couderc y Barattl, 1980 ; Cromartie,T., 1982 ; Taglaro et al., 1931}

PROPIEDAD VALOR

Masa molecular de Ja enzima 600,600
nativa
Masa molecular de monémero 75,000
Subunidades 8
Cofactor FAD
TFemperatura optima 37°C
pH optimo 7.5-8
Actividad especifica 10-40 1.U./mg
Km (pH 7.5) 0,7 mM (MeOQH)
9.0 mM (EtOH)

Inhibicién por Hz02 >100 mM
Punto Isoelectrico 5.7-6.3
N° -SH enzima nativa 8
N° -SH enzima desnaturalizada 64

Existe una gran variedad de compuestos que inhiben la actividad
enzimética de A.O. dentro de los cuales se pueden mencionar ciclopropanona,
ciclopropanol, H203, azida de sodio, p-cloro-mercuribenzoato, Cu?* entre otros

{Couderc y Baratti, 1980 ; Cromartie, T.,1982; Van der Kiei et a/, 1990).
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El interés en alcohol oxidasa se origina en su elevada concentracién en
levaduras metilotséficas, las cuales son consideradas una fuente potencial de
biomasa. Sin embargo, recientemente, su produccién ha resultado ser mas
importante y atractiva debido a la baja especificidad de la enzima, lo cual permite
orientar su uso hacia sintesis orgénica, previa modificacién de sus propiedades a

través de mutagenesis dirigida (Tykarska et a/, 1990},

1.7. CUANTIFICACION DE GRUPOS SULFHIDRILO (-SH)

Los grupos sulfhidrilo (-SH) son qufmicamente muy reactivos. Estos
reaccionan facilmente con la mayorfa de agentes alquilantes, se combinan con
varios metales pesados y son facilmente oxidados por agentes oxidantes.

Los grupos sulfhidrilo desempefian un papel muy importante en la
estructura de ias protelnas asl como en su actividad catalitica por lo que el
estudio de éstos es de gran interds.

Debido a la Importancia quimica que representan estos grupos, se han
desarrollade una gran varledad de métodos anallticos para su cuantificacion.
Entre los principales reactivos empleados para la cuantificacién de grupos -SH se
pueden mencionar los siguientes: N-etil maleimida (NEM), o-iodosobenzoato,

DTNB, iodoacetamida, p-cloromercuribenzoato entre otros.

1.7.1 TITULACION DE GRUPOS -SH CON N-ETIL MALEIMIDA

N-etil maleimida {NEM) es un reactivo sulfhidrilo ampliamente utilizado
para determinar tanto el efecto de la modificacién de grupos -SH en enzimas asf
como el nimero de grupos -SH presentes en una protelna dada (Riordan y

Valiles, 1972},
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La reaccién de NEM can los grupos -SH involucra la adicién del grupo
sulfhidrilo al doble enlace olefinico, dando origen a la formacién de un tio-ster

estable a pH neutro {Fig. 1.8.).

0
pH> 5 H-————{
@—su + CH —P

Enzima N-etil maleimida Tio-ester

Fig. 1.8. Reaccidn de titulacién de grupos -SH con NEM

La N-etil maleimida tiene un méximo de absorbancia cerca de los 300 nm
{ £=620 M~! cm™}, lo cual es utilizado para seguir la concentracién de NEM
durante la reaccién siendo ésta la base de la determinacién (Tsao y Batley,
195631,
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1.7.2 CUANTIFICACION DE GRUPOS -SH CON DTNB {METODO DE ELLMAN)}

Bl 4cido 6,5'- ditiobis {2-nitrobenzoico} (DTNB) fué descubierto por Ellman
(1958) como reactivo estdndar para la determinacién de grupos -SH reactivos
por madicién de absorbancia a 412 nm.

El DTNB es un disulfuro aromético, el cual reacciona con tioles aliféticos
por una reaccidn de intercambilo para formar una mezcla de disulfuro de protelna
y una mol de 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB2-) por mol de grupo sulfhidrilo protelco
{Habeeb, 1972).El color producido corresponde a la formacién de un tio-anién el

cual tiene su méximo de absorbancia a 412 nm, pH neutro (Fig. 1.9.).

HOOC COOH
DTNB Enzima
—— ozw—s >—-s—s—£ . -S—sz
Hood o0
2.nitro-tichenzoato
TNB*

Fig. 1.9. Reaccién de titulacién de grupos -SH con reactivo de Ellman
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El anién p-nitrobencen-tio! (TNB2'} es un &cido cuyo pK es 5.1, por lo que
a pH 7.5 mas del 99% se encuentra ionizado y por lo tanto la absorcién a 412
nm puede ser utilizada como medida de grupos -SH.

El reactivo de Ellman ofrece una serie de ventajas entre las cuales se
encuentra el ser soluble en agua, el poder ser usado a pH neutro, el reaccionar
répidamente con grupos -SH y ser sensible. La sensibilidad del método radica en
el elevado coeficiente de absorcién del anién TNB2-, el cual es producido junto
con la mezcla de disulfuro (Riddles et a/, 1983). Esta reaccién es espacifica para
compuestos que contienen un dtomo de azufre capaz de existir como anién a pH
7.5. La reactividad con DTNB que exhiben los grupos sulfhidrilo en protelnas es
variable debido a factores estéricos, electrostaticos, de pH y pKa del grupo tiol.
Dentro de las interferencias del método se debe de considerar que los metales
pesados {Hg, Cu} interfieren en la reaccién por formacién del enlace Hg-S el cual

no da reaccién con los disulfuro del DTNB (Ellman, 1958).
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CARITULO 1

. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se dividié en dos etapas: en la primera se determinaron las
condiciones de reacci6n para cuantificar los grupos sulfhidrilo en solucién y en la
segunda se procedi6 a selecclonar el soporte y las condiclones adecuadas para
cuantificar grupos sulfhidrilo en enzimas inmovilizadas. Todos los reactivos

fueron obtenidos de casas comerciales.

2.1, METODOLOGIAS ANALITICAS

Con la finalidad de conocer la longitud de onda de méxima absorcién del
compuesto colorido producido durante la reaccién, se obtuvo un espectro de
300 a 600 nm, antes y después de la reaccién (Espectro Beckman DU-65).

Para determinar el tiempo minimo de reaccidn se realizaron cinéticas de
reaccién a 37°C empleando un compuesto rico en grupos -SH como es el
ditiotreitol (DTT}, Las condiciones de reaccién fueron las siguientes: a 3 ml de
DTT 3 x 105 se adicionaron 0.02 mi de DTNB (0.1M), la reaccibn se siguié
durante 60 minutos midiendo la absorbancla a 412 nm en intervalos de 2 min

Para conocer la estabilidad del color del ani6n TNB?" se monitored la
absorbancia a 412 nm cada 2 min durante 1 hora a partir del desarrrollo de
color.

Con el fin de conocer el coeficiente de absorcién molar del TNB?* a 412
nm se hicieron curvas patrén del TNBZ empleando como solucién estdndar de
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grupos -SH el compuesto ditiotreitol (DTT} en un rango de concentraciones entre
10% y 4 x 105 M, los cuales se pusieron a reaccionar con DTNB para producir el
anién colorido.

La cuentificacién de grupos sulfhidrilo se llevo a cabo de la siguiente
manera: A 3 mi de muestra (grupos -SH) se le agregaron 0.02 ml de DTNB 0.1
M, se incubd a 37°C durante 15 minutos. Los grupos sulfhidrilo fueron
cuantificados espectrofotométricaments por lectura de absorbancia a 412 nm
contra blanco de reactivos. Las condiciones de reaccion fueron establecidas
previamente,

Con el fin de determinar si el soporte adsorbfa el color generado por la
reaccién se procedié a preparar una solucién colorida haciendo reaccionar 3 mi

de DTT (4 x 105 M) con 0.02 m| de DTNB e incubado a 37°C durants 15 min.

2.2. SELECCION DEL SOPORTE
Una vez establecidas las condiciones de reaccién y el coeficiente de
extincién se procedié a selecclonar el soporte y las condiciones adecuadas de
pH para cuantificar los grupos -SH en enzimas inmovilizadas. Para ello se
seleccliond el soporté que permitiera tener la mayor concentracién de color en
solucién y que mantuviera fa enzima inmovilizada, tomando como parémetros de
seleccién: la naturaleza del soporte, la concentracién de compuestos idnicos en
el amortiguador, el pH y la relacién enzima/soporte (p/p).
Los soportes empleados fueron:
a) Dietil-Aminoetil Celulosa {DEAE- Celulosa)
b) Vidrio Poroso Glicerado (VPG)
c) Vidrio Poroso no Glicerado (VP no G)
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d) Aldmina

e) Perlas de Alginato

Estos soportes fueron sometidos a un proceso de lavado previo, con la
finalidad de eliminar posibles impurezas presentes. El lavado se realizé colocando
aproximadamente 5 g de soporte en un vaso de precipitados y se adiciond buffer
da fosfatos {pH 7.5 103M), se agité y se dejo sedimentar. El llquido
sobrenadante fue decantado. Se agregd nuevamente solucién amortiguadora, se
adiclonaron unas gotas de HCI 0.1 N, se agité v se decanté. Posteriormente se
realizd el mismo procedimiento sélo que adicionando unas gotas de NaOH.
Finalmente el soporte fue neutralizado con un poco de HCl y lavado con agua
destilada hasta tener pH neutro, se seco al vaclo y se almacend para su uso

posterior.

2.3 INMOVILIZACION DE ALCOHOL OXIDASA

Con la finalidad de tener una relacién conocida entre soporte y la
concentracién de NaCl, que permitiera tener el color en solucién y la enzima
inmovilizada, una vez desarrollado el color se procedi6 a adicionar cantidades
conocidas de soporte a la mezcla de reaccién y se monitored la disminucién de
absorbancia a 412 nm. La adicién de soporte se suspendié cuando
précticamente 1a absorbancia fue igual a cero. En ese momento se empezaron a
adicionar cantidades conocidas de NaCl, con el fin de liberar el color del soporte
hasta que précticamente se alcanzé la absorbancia original. Todas tas muestras
fueron centrifugadas 2 min a 3000 rpm, para sedimentar las particulas de

soporte que pudieran afectar la {ectura de absorbancia. Paralelamente, se corrié
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un blanco de color sin adicién de soporte. Los resultados fueron graficados en
una curva de absorbancia vs cantidad de soporte y de NaCl.

Una vez elegido el soporte que permitiera tener la mayor cantidad de color
en solucién se procedi6 a verificar si la enzima se podfa inmovilizar por adsorcién
fisica al soporte seleccionado. Para ello se empleo una solucién enzimatica de
alcohol oxidasa con una concentracion de 0.134 mg/ml, a la cual se le
adicionaron secuencialmente cantidades conocidas de soporte, y se monitore6 el
cambio de absorbancia a 280 nm, Los soportes probados fueron DEAE-Celulosa,
vidrio poroso glicerado, vidrio poroso no glicerado y alimina a pH 6.5, 7.5. v
8.5

Las perlas de alginato fueron preparadas de acuerdo al método descrito
por Hiemstra et a/ (1983): 0.5 g de alginato fueron mezclados con 15 ml de
buffer Teis { pH 7.5 0.1M), una vez solubilizado se adicioné la protelna
{Albimina Sérica Bovina, Miosina) 6 el color, segin fuera el caso y se
desgasificé la muestra con ayuda de un sonicador. Posteriormente se procedi6 a
gotear la mezcla con una aguja de 0.3 mm y una bomba peristéitica (Masterflex
Cole Palmer, Chicago, lll) sobre una solucién en agitacién de CaCl; (50mM en
buffer Tris). Las perlas fueron agitadas durante 2 horas y posteriormente fueron
trasvasadas a una solucién de CaCl; (10mM en buffer Tris) donde se dejaron
curtir durante 18 horas a 5°C. Una vez curtidas las perlas fueron lavadas con
agua destilada en un embudo Biichner y se almacenaron para su uso posterior.

La metodologla se muestra en la Fig. 2.7.
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[Alginato de Naf| Fliocalalizad?ﬂ

Mezcla

J-cact,

Fig. 2.1. Procedimiento general de atrapamiento en perlas de alginato.

A las perlas de alginato se les realiz6 el mismo tratamiento que a los
demés soportes para demostrar si adsorblan el color o no, es decir, se colocaron
en un volumen conocido de color y se monitoreo [a absorbancia a 412 nm. En
este caso fué necesario considerar el volumen de lfquido que contenfan las
perlas en su interior para evitar errores de dilucién. Para ello se empleo una
solucién més concentrada de DTT,

Para comprobar la libre difusién del color en la matriz de alginato se
preparé perlas de alginato con color en su interior empleando 0.5 g de alginato

disuelto en 15 mi de color (DTT-DTNB), siguiendo el procedimiento
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anteriormente mencionado, y midiendo finalmente el aumento en absorbancia a

412 nm de la solucién de CaCl; en que se recibleron las perlas.

2.4, INMOVILIZACION DE PROTEINAS DE REFERENCIA

Una vez demostrado que el color difundfa libremente de las perlas y que
no existla adsorcién del color se procedi6 a inmovilizar una protelna en las perlas
de alginato. Para ello se eligié albumina sérica bovina (ASB} por tratarse de una
protelna economica y de facil adquisicién en comparacién con una enzima; se
empled una concentracion igual a 10°M de ASB.,

Para cuantificar los grupos -SH en la protelna inmovilizada, las perlas con
alginato conteniendo ASB fueron suspendidas en 15 ml de buffer Tris y se les
adicion6 0.1 mi de DTNB, se incubaron en agitacién a 37°C y se monitore6 et
sumento en absorbancia a 412 nm. Debido a que la cantidad de grupos -SH
cuantificados era muy pequeiia y |a proteina no estaba siendo retenida en el
soporte, se procedié a desnaturalizar la protefna con urea para exponer todos los
grupos -SH presentes y favorecer la cuantificacién de éstos.

Con la finalidad de obtener la concentracién de urea éptima que
permitiera la mayor titulacién de grupos -SH se prepararon soluciones de ASB
10-3M en buffer Tris 0.1 M con diferente concentracién de Urea: 1, 2, 3, 4, 5,
6. 7y8M.

Una vez desnaturalizada 1a ASB, se procedid a cuantificar los grupos -SH
expuestos con ayuda del reactive de Ellman. Para ello se tomé una muestra de 3
ml de cada una de las soluciones y se les adicioné 0.02 m| de DTNB a cada una,

se incubaron a 37°C durante 15 min y se leyé la absorbancia a 412 nm contra
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un blanco de reactivos. Se traz6 una curva de A vs concentracién de urea,
eligiendose la concentracién que permltle:ra cuantificar mayor contenido de -SH.

Para investigar si la urea afectaba la formacién de las perlas, se intent6
Inmovilizar ASB desnaturalizada con urea a concentraciones de 4 a 5§ M, Para
ello se disolvieron 0.99 g de ASB y 0.5 g de alginato de sodio en 15 ml de
buffer Tris-Urea. Se siguié el mismo procedimiento que para las perlas con color
y las perlas se recibiaron en 1) solucién de CaCl; 50 mM-Urea y 2) solucién de
CaCl; 50 mM-Urea con ASB a la misma concentracion que en las pertas (10 M),
para evitar la difusién de la ASB hacia la soluctén de CaCl;. Se dejaron curtira &
°C durante 18 horas.

Una vez curtidas las perlas se filtraron vy se resuspendieron en 15 ml Tris-
Urea para la cuantificacién de los grupos -SH presentes. En forma paralela se
monitore6 la absorbancia a 280 nm para determinar si existfa fuga de protelna.

Con la finalidad de tener una mayor respuesta con el reactivo de Ellman y
a su vez evitar la fuga de protefna, se trabajé con la enzima miosina por ser una
fuente considerable de grupos sulfhidrilo (40 -SH libres) y presentar ademés un
peso molecular de 500,000 g/mol, es declr, practicamente 5 veces mayor que la
albtimina sérica bovina.

Para el atrapamiento de miosina en perlas de alginato se disolvieron 0.26
g de alginato en 8 ml de miosina (4.6 mg/ml}, se desgasificé con un sonicador y
se goteo con ayuda de una bomba peristéltica sobre 8 ml de CaCl; 200 mM con
miosina; las perlas se curtieron a 5°C durante 48 horas, se filtraron y se lavaron

con agua destilada,




ar ) ¥ Mé o,

Las perlas se resuspendieron en 5 ml de buffer Tris y se les adicloné
DTNB para cuantificar los grupos -SH. Se monitoreo la absorbancia a 280 y 412
nm para determinar si se podfan cuantificar los grupos -SH presentes v si exitla

fuga de protelna.
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CARITULO )

1. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. ESPECTRO DE ABSORCION DEL ANION COLORIDO

Como puede observarse en la Fig. 3.7., el DTNB y el ani6n colorido TNB?
presentan diferentes méximos de absorcién sin sobreponerse. Lo anterior nos
permite evaluar el TNB? sin tener Interferencia por parte del DTNB,

Reportes bibliograficos indican que el ani6n absorbe en un intervalo de
longitud de onda de 410 a 420 nm. Considerando nuestros resultados se
selecciond la longitud de 412 nm por ser la de méxima absorcién para las
condiciones experimentales de trabajo y 1a de minima interferencia por parte del

reactivo que le da origen.
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ESPECTRO DE ABSORCION DEL DTNB Y DEL TNB *

A 20
S . [
° 16 :
R

B 2 I
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N 08 |-
? =
A 0.4 -

0

LONGITUD DE ONDA

Fig. 3.1. Espactro de absorcién del DTNB y del anién TNB?.

3.2, TIEMPO DE REACCION Y ESTABILIDAD DEL COLOR .

Con el prop6sito de conocer el tismpo minimo necesario para llevar a cabo
la reaccién de cuantificacién de grupos -SH a 37°C, se realizé el seguimisnto de
desarrolla de color durante 60 minutos. En la Figwra 3.2, se observa que 3 los
15 minutos de incubacién de ta muestra con DTNB, practicamente todo el DTT
ha reaccionado formando &l anién TNBY. Una vez formado, el compuesto

colorido es estable en un intervalio de 60 minutos.
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CINETICA DE LA REACCION DE
CUANTIFICACION DE GRUPOS -SH
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Fig. 3.2. Cinética de reaccién del DTT con DTNB

3.3. COEFICIENTE DE EXTINGION MOLAR DEL TNB %,

Con el objeto de cuantificar los grupos sulthidrilo presentes en una enzima
dada, se determin6 el coeficiante de absorcién molar de! TNBZ con ayuda de
curvas patrén, empleando estandares de DTT en un rango de concentracidn de
105 a 10"t M y utilizando una celda de un centimetro de paso. En la Figura 3.3.
y 3.4. se observa que la curva tiene un comportamiento lineal en ese rango de

concentraciones, por lo que sigue la ley de Lambert y Beer en ese intervalo, Los
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ensayos se realizaron bajo dos condiciones diferentes, con urea y sin urea. El

coeficlente de extincién calculado con base en dicha ley es de 20,758 M-! em'!

bajo condiciones no desnaturalizantes, y de 15,323 Mt c¢cm-! bajo condiciones

desnaturaiizantes (Urea 4M).

CURVA DE CALIBRACION DEL TNB?2-

ABSORBANCIA (412nm)

2.5

-
o

-

e
n

Em20,758 M-tcm™

] 1 t 1. 1l 1 - i

10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100
CONCENTRACION DEL DTT (pu M)

Fig. 3.3. Curva de E:alibraclén de TNBZ,
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CURVA DE CALIBRACION DEL TNB#
EN UN MEDIO CON UREA

1.6 %

ABSORBANCIA (412nm)
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Flg. 3.4. Curva de calibracién del TNB* en un medio con urea.

3.4, SELECCION DEL SOPORTE

Una vez establecidas las condiciones de reaccién y el coeficiente de
absorcién del TNB* se procedi6 a selaccionar el soporte que permitiera tener la
mayor concentracion de color en solucién y que mantuviera la enzima
inmovilizéda. Para ello se procedid a preparar una solucion de color con DTT y
DTNB a Ié cual se le fue agregando cantidades conocidas de los diferentes
soportes, buscando establecer si e! color permanecla en solucién o bien era

adsorbido al soporte.
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3.4.1. DEAE-CELULOSA

En la Flg. 3.5., se muestran dos curvas, la primera corresponde a la
absorbancia de una solucién de color, la cual es considerada como control; la
segunda corresponde a una solucién de color a la cual se le adiciond cantidades

conocidas crecientes del soporte DEAE-Celulosa.

ADSORCION Y DESORCION DEL COLOR
CON DEAE-CELULOSA Y NaCli

© o o
R - S - -]

ABSORBANCIA (412 nm)
o
»

0 1 2
DEAE (mg) (ll 1'0 1 ? 1l4 1 JG
) NaCl (mg)
Nota: Daspués de 2 mg de DEAE-Celulosa, la tracién per i6 1

Flg. 35 Adsorclién del color del anién TNBY con DEAE-Celulosa y NaCl
respectivamante.
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Se observa que la absorbancia del color se ve disminulda al aumentar ia
concentracién de soporte adicionado, y al llegar a 2 mg de DEAE-Celulosa,
practicamente todo el color es adsorbido por el soporte.

Con el objeto de ir iiberando el color, se decidié adicionar cantidades
conocidas de cloruro de sodio.

Se observa que para tener 1a mayor cantidad de color en solucién en
presencia del soporte es necesario adicionar 12 mg de NaCl a 3 m! de solucidn,
lo cual representa una limitante debido a que en estudios anteriores se habfa
demostrado que la enzima es liberada del soporte con una concentracién de
cloruro de sodio igual a 0.1 M. Es decir, bajo ias condiciones probadas es
imposible cuantificar los grupos sulfhidrilo de la enzima inmovilizada en DEAE-
Celulosa sin desorberla del soporte. Por lo anterior se procedi6 a buscar un
soporte que no adsorbiera el color de 1a reaccién o bien un soporte cuya retacién
gramos de soporte/ gramos de NaCl permitiera mantener la enzima inmovilizada

y el color de la reacci6n en solucién.
3.4.2. ALUMINA

La alimina es un soporte sin carga neta, el cual se prob6 agregando

cantidades conocidas del soporte a soluciones coloridas (Fig.3.6.).
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ADSORCION Y DESORCION DEL COLOR
CON ALUMINA Y NaCl RESPECTIVAMENTE
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Nota: Después de 265 myg de alimina, Ia ién p i6

Fig. 3.6. Adsorclén de! color de! anién TNBZ con el soporta alimina
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En la Fig. 3.6. se observa que con 0.24 g de alimina, mas del 85% de
color es adsorbido por el soporte y para desorberlo se requieren de 5 mg de
NaCl; lo anterior nos indica que la aldmina adsorbe en menor proporcién el celor
en comparacion con el DEAE-Celulosa. Sin embargo, debido a su menor
densidad de cargas positivas sigue siendo una limitante la adsorcién de! color

para poder cuantificar los grupos sulfhidrilo de la enzima inmovilizada.

3.4.3. VIDRIO POROSO GLICERADO

El siguiente soporte estudiado fue el vidrio poroso glicerado (VPG), el cual
es también un soporte al cual se le han eliminado cargas residuales; en este
caso, menos del 10% de color es adsorbido al agregar 0.13g de soporte por lo

que aparentemente resultaba ser el adecuado al no adsorber color (Fig. 3.7.).
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ADSORCION Y DESORCION DEL COLOR
CON VIDRIO POROSO GLICERADO Y NaCl RESPECTIVAMENTE
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Nota: A partir de 130 mg He VPG, la concentracién permaneclé constante.

Fig. 3.7. Adsorcién y desorcién del color det anién TNB? con el soporte vidrio
poroso glicerado.

Sin embargo, al intentar inmovilizar 1a enzima aicohol oxidasa de Pichia
pastoris se observé que, al monitorear ia absorbancia dada por la enzima en
solucidén a la longitud de 280 nm , ésta no era inmovilizada por simple adsorcién
fisica.fFig. 3.8). El registro marcado como A.0. se reflere a una solucitn de

enzima, cuya absorbancia a 280 nm era determinada al mismo tiempo que la
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muestra con soporte. Esta fungié como control, debido a que se habfa

observado que la enzima tiende a coagular conforme trancurre el tiempo

ADSORCION DE LA ENZIMA A.O.
CON VIDRIO POROSO GLICERADO pH=7.5
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Fig. 3.8. Adsorci6n de la enzima alcohol oxidasa de Pichia pastoris con vidrio

poroso glicarado.
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3.4.4. VIDRIO POROSO NO GLICERADO

Con el fin de evaluar si al variar el pH se modificaban las cargas de fa
enzima de tal manera que favorecieran su adsorcién, se probd el soporte vidrio
poroso no glicerado a diferentes valores de pH. Los valores de pH estudiados
fueron 6.5, 7.5 v 8.5. Asf mismo, se avalud la adsorcion del color a los mismos
valores de pH. En este caso el sxperimento consistié en adicionar una cantidad
constante {0.1 g) de vidrio poroso no glicerado tratado (lavado y acondiclonado
a los diferentes valores de pH] a 3 mi de Ja mezcla de reaccidn o a una solucién
de enzima {0.67 mg/ml). La absorbancia fue monitoreda en intervalos de 15
minutos. £n el caso de la enzima, la absorbancia fue medida a la longitud de
onda de 280 nm y para el color 1a longitud de onda fue de 412 nm (Fig. 3.9,
3.10.y 3.11.).
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ADSORCION DE A.0.Y DEL COLOR
CON VIDRIO POROSO NO GLICERADO pH=6.5
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Fig. 3.9. Adsorcién de la enzima alcohol oxidasa y el color del anién TNBZ con
vidrio poroso no glicerado a pH=6.5 .
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ADSORCION DE A.0.Y DEL COLOR
CON VIDRIO POROSO NO GLICERADO pH=7.5
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Fig. 3.10. Adsorcién de la enzima alcohol oxidasa y el color del anién TNB® con
vidrio poroso no glicerado a pH= 7.5 .
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ADSORCION DE A.0. Y DEL COLOR
CON VIDRIO POROSO NO GLICERADO pH=8.5
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Fig. 3.11. Adsorci6n de la enzima alcohol oxidasa y e! color del anién TNB* con
vidrio poroso no glicerado a pH= 8.5 .

En las graficas anteriores el registro marcado como A.O. se refiere a una
soluci6n de enzima cuya absorbancia a 280 nm era determinada al mismo
tiempo que la muestra con soporte; con respecto al registro marcado como
color, se refiere a una solucién de color preparada de igual manera que aquella
empleada para adicionar el soporte y fue analizada en forma similar,

Bajo estas condiciones se encontrd que ni la enzima ni el color fueron

adsorbidos en el soporte a los diferentes valores de pH estudiados.
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3.4.5. INMOVILIZACION EN PERLAS DE ALGINATO.

Dado que ninguno de los soportes probados para adsorcién 6 interaccién
i6bnica analizados permitié cuantificar los grupos sulfhidrilo por el método de
Ellman para la enzima inmovilizada, se procedi6 a emplear el método de
atrapamiento en perlas de alginato.

Para determinar la libre difusién del color del TNBZ- dentro v fuera de las
perlas, y asl garantizar la validez de la determinacién se prepararon perlas de
alginato con color en su interior a manera de poder visualizar si éste difundfa
libremente. Las perlas fueron recibidas en una solucién de CaCl; de manera que
se monitoreé el incremento de absorbancla a 412 nm en esta solucién. Los
resultados son mostrados en la Flg. 3.72. en donde claramente se observa que a
partir de los 15 minutos de haber recibido las perlas, practicamente todo el color
se difunde fuera de las mismas. Esto fue evaluado comparando la absorbancia
de la solucién en que se recibieron las perlas con fa de un control, el cual estaba

integrado por una solucién de color (DTT-DTNB} y CaCla.
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DIFUSION DEL COLOR
PRESENTE EN PERLAS DE COLOR
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Fig. 3.12. Libre difusi6n del color dal anién TNB? de fas perlas de alginato.

Una vez comprobado que el color de reaccién no era adsorbido por las
perlas de alginato, se procedié a cuantificar los grupos -SH de una proteina
inmovilizada en perlas. Para ello se empleo albumina sérica bovina (ASB) como
modelo por tratarse de una proteina de f&cil adquisicién y de precio accesible.

Al finalizar la formacién de perlas se cuantificé la absorbancia a 280 nm
en la solucién de CaClz en que se reclbieron para evaluar la liberacién de la

proteina y se observé que existla una gran cantidad de proteina en solucién. Se

83




Resultados y Discusion

procedié a lavar las perlas hasta que practicamente la absorbancia a 280 nm fue
despreciable, buscando eliminar a proteina ubicada en la parte exterior de las
mismas. Las perlas fueron resuspendidas en buffer Tris, se les adicioné DTNB y
se Incubaron a 37°C para cuantificar asi los grupos -SH presentes.

Sin embargo, la lectura de absorbancia a 412 nm fue minima lo cual
indicaba total fuga de protefna durante e! lavado, lo que provocaba una baja
cantidad de proteina en el interior de las perlas y con ello una baja cantidad de
grupos -SH cuantificables. Por otro lado, era posible que la exposicién limitada
de los grupos -SH de la proteina nativa estuviera impidiendo la entrada dei
reactivo de Ellman y con ello limitando su cuantificacion.

Por lo anterior se realizd un balance de proteina dentro y fuera de las
perlas partiendo de la solucién de ASB empleada para la fabricacién de las
mismas. De ahl se observd que més del 60 % de la protelna era liberada de las
perias, es decir, aproximadamente s6io el 40% de ASB permanecfa dentro de
ellas, con lo que se limitaba |a deteccién espectrofotométrica del color. Si se
considera que la albdmina sérica bovina contiene un solo grupo sulfhidrilo por
mol y la cantidad que quedaba dentro correspondfa a 4.9 x 10-6 M de protelna y
por lo tanto 4.9 x 10-6 M de grupos -SH, la determinacién se encontraba en la
parte menos sensible de la curva de calibracién y por lo tanto inoperante para
los objetivos del estudio,

Con la finalidad de exponer mayor nimero de grupos -SH de la proteina y
a su vez tratar de disminuir la salida de la proteina de las redes del gel , se
emple6 urea como agente desnaturalizante, que modifica 1a estructura terciaria

de la protelna.
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Se probaron diferentes concentraciones de urea para conocer cual de ellas
permitfa tener el mayor nimero de grupos -SH titulables. La protelna tue disuelta
en buffer con diferentes concentraciones de urea, de tal manera que !a
concentracién final de ASB fue 10-3M. El tiempo de accién de la urea fue de una
hora. Posteriormente se adicion6é DTNB a cada una de las muestras, se
incubaron a 37°C durante 15 minutos y se leyd la absorbancia a! termino del
periodo de incubacién, Los resuitados son mostrados en la Fig. 3.73. en donde
se observa que la concentracidn de urea que permite tener el mayor ndmero de
grupos -SH titulables con el método de Ellman bajo las condiciones de estudio es
5M. Claramente, la desnaturalizacién expone los grupos -SH para su interaccién

con el reactivo de Eliman.
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GRADO DE DESNATURALIZACION DE ASB
CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE UREA
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Nota: La absorbancia es medida en base a la respuesta de reacelén con DTNB,

Fig. 3.13. Grado de desnaturalizacitn de la Albumina Sérica Bovina {103 M) con
diferentes concentracionas de Urea, en base a la respuesta con el reactivo de
Eilman.

Se intentd preparar perlas de alginato con ASB desnaturalizada goteando
la mezcla alginato-ASB-Urea sobre una solucién de CaCl; 50 mM-Urea 5M. Sin
embargo, 1a mezcla alginato-ASB-Urea gelatinizaba antes de ser goteada en el
CaCla, por lo que se redujd la concentracién de urea empleada hasta que la pre-
gelatinizacién fue evitada. La concentracién de urea necesaria para evitar ia

getatinizacion fue 4 M.
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Las perlas de alginato fueron preparadas con ASB desnaturalizada y se
monitored la salida de protefna a 280 nm. Los resultados se muestran en la Fig.

3.14.

LIBERACION DE ASB DESNATURALIZADA
CONTENIDA EN PERLAS DE ALGINATO
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Fig. 3.14. Liberacién de Albimina Sérica Bavina desnaturalizada de las perlas de
alginato.

En la Fig. 3.74. se observa que a pesar de inmovilizar Albumina Sérica
Bovina en forma desnaturalizada sigue existiendo fuga de protelna aunque

ciertamente mas lenta.
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Se procedi6 a preparar perlas con ASB-Urea 4M sélo que a diferencia de
las anterlores fueron recibidas en una solucién de CaCl; (200 mM) que contenfa
ASB desnaturalizada con urea 4M, intentando reducir la difusién de la ASB. Las
perlas se dejaron curtir durante 48 horas a 5°C; una vez curtidas fueron lavadas
con una pequeila cantidad de solucién buffer en un embudo Biichner para
eliminar el exceso de ASB presente en la pared externa de las perlas y por otro
lado descartar la protelna superficial fugada al tener contacto con el buffer.
Posteriormente fueron resuspendidas en buffer Tris-urea, se les adicioné DTNB y
se incubé a 37°C, La absorbancia a 280 y 412 nm fue monitoreada con la
finalidad de comprobar, primero si existfa fuga de proteina, y segundo, sf
realmente se podian cuantificar los grupos -SH de la proteina inmovilizada.

La Fig. 3.15. muestra que sigue existiendo fuga de protelna aun después
de haber incrementado el tiempo de curtido y 1a concentracién de CaCl; en que
se recibieron las perlas. Lo anterior puede explicarse a partir del tamafio
molecular de la protelna empleada. Es decir, la ASB tiene un peso molecular de
66,000 Dal., por lo que es considerada una proteina pequefia. En este caso

practicamente es imposible inmovilizarla por atrapamiento en perias de alginato.
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LIBERACION DE ASB DESNATURALIZADA
CONTENIDA EN PERLAS DE ALGINATO

2.5

N
T

-
(5]
T

-t
I

4
tn

ABSORBANCIA (280 nm)

0 20 40_ 60 80 100 120 140 160 180
TIEMPO (min)

Nota; Perlas recibidas en una golucién de CaCl, -Urea-ASB

Flg. 3.15. Liberacién de Albimina Sérica Bovina de las perlas de aiginato
racibidas en una soluclén de CaCly-Urea-ASB.

La Fig. 3.16. muestra la cuantificacién de los grupos -SH presentes en
ASB desnaturalizada e inmovilizada en perlas de alginato. En ella se compara ¢l
color esperado para la concentracién de ASB tedrica presente en las perlas
{control) y el color que desarrrollan las perlas al tener contacto con el DTNB.
Ambas curvas estan realizadas empleando albimina sérica bovina
desnaturalizada con urea 4M. Se observa que las perlas con ASB no llegan 2

producir la sefal de absorbancia que se esperarfa; lo anterior pueden ser debido
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a que existe fuga de protefna como se muestra en la Fig. 3.75; sin embargo,
puede apreciarse que reaimente el color producido durante Ia reaccién puede ser

detectado en solucién sin necesidad de liberar la enzima del soporte.

CUANTIFICACION DE GRUPOS -SH EN PERLAS DE ALGINATO
EMPLEANDO ASB DESNATURALIZADA
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Fig. 3.16. Cuantificacién de grupos sulfhidrilo de ASB desnaturalizada e
inmovilizada en perlas de siginato. Las perlas fueron recibidas en una solucién de
CaClz que contenia ASB desnaturalizada.

Los resultados anteriores dieron la pauta para probar una enzima que

presentara un peso molecular mayor y a su vez un mayor nimero de grupos -SH
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expuestos, buscando con eflo, evitar la fuga de enzima y aumentar la seial de
absorbancia,

Se empleS la enzima miosina cuyo peso molecular es de 560,000 Dal. y
presenta 44 grupos sulfhidrilo faciimente titulables.

La miosina fue inmovilizada en perlas de alginato las cuales fueron
recibidas en una solucién de CaCl; con miosina para evitar asf fa difusion libre.
Se dejaron curtir durante 48 horas a 5°C. Una vez curtidas, las perlas fueron
lavadas con una pequeia cantidad de buffer Tris v filtradas al vacio, para evitar
al méximo la posible fuga de enzima.

Las perlas fueron suspendidas en buffer Tris, se les adicioné DTNB vy
fueron incubadas a 37°C. Se tomaron lecturas de absorbancia a 280 y 412 nm
para monitorear fa fuga de enzima y el desarrollo de color respectivamente, Los

resultados son mostrados en la Fig. 3.77., 3.78. y 3.19.
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LIBERACION DE MIOSINA
ATRAPADA EN PERLAS DE ALGINATO
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Fig. 3.17. Liberacién de miosina inmovilizada en perlas de alginato

En Ia Fig. 3.17. se observa que una vez colocadas las perlas en la solucifn
amortiguadora de Tris, se tiene un ligero aumento de absorbancia a 280 nm de 0
a 0.24 unidades , ésto puede explicarse como resultado de la presencia de una
pequefia cantidad de enzima existente en la superficie de las perlas la cual no
fue inmovilizada, y al estar en contacto con la solucidn amortiguadora pasa a
solucién inmadiatamente; posteriormente no se observa fuga de proteina debido
a que la absorbancia se mantiene practicamente constante en el intervalo de 120
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min , lo cual nos permite asegurar que la enzima fue atrapada por las redes de
alginato, impidiendo con ello la libre difusién de la enzima hacia fa solucién, Este
aspecto fue imposible de controlar en el caso de la AlbGmina Sérica Bovina, la
cual por tratarse de una proteina de peso molacular inferior difundfa con mayor
facilidad a través de las redes de alginato, ocasionando con ello una excesiva

concentracién de proteina en la solucién amortiguadora (Fig. 3.15).

LIBERACION DE ASB DESNATURALIZADA Y MIOSINA
CONTENIDA EN PERLAS DE ALGINATO
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Nola: Las parlas con ASB fueron racibidas en una solucién de CaCl, -Urea-ASB

Fig. 3.18. Comparacién de la liberaci6n de protelnas de diferente peso molecular
inmovilizadas atrapadas en perlas de alginato.
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La Fig. 3.718. nos muestra en forma comparativa las diferencias existentes
entre la liberacién de Albumina Sérica Bovina y la de Miosina, a través de las
redes de alginato, demostrandose con ello que el tamafio de la protelna es

determinante para la inmovilizacién de enzimas por la técnica de atrapamiento.

CUANTIFICACION DE GRUPOS -SH DE MIOSINA
INMOVILIZADA EN PERLAS DE ALGINATO
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Fig. 3.19. Cuantificaci6n de grupos -SH presentes en miosina inmovilizada en
perlas de alginato.

94




Resultados y Discusidn

Con respecto a la cuantificacién de los grupos sulfhidrilo presentes en la
enzima miosina inmovilizada, se puede observar en ia Fig. 3.79. que al
transcurrir 15 minutos de incubaci6n del reactivo de Ellman con las perlas
conteniendo miosina, practicamente ia reaccién alcanza su méxima respuesta, es
decir, las perlas han reaccionado con el DTNB, generando con ello el compuesto
colorido TNBZ, A su vez, éste difunde al medio circundante en donde es
cuantificado espectrofotométricamente teniendose una respuesta de 0.3
unidades de absorbancia, lo cual nos indica que es posible cuantificar los grupos
-SH de la enzima inmovilizada siempre y cuando se encuentren libres y
accesibles al reactivo analftico, ademdas de encontrarse en una proporcién
elevada.

Por otro lado, se observa que a partir de los 60 minutos de incubacién, el
color de 1a reaccién comienza a disminuir de manera notable, posiblemente como
resultado de una reoxidacion del anién TNBZ. Sin embargo, dicho proceso no se
manifiesta tan evidentemente en el caso de la Albtmina Sérica Bovina.

Es importante considerar que el método de Ellman presenta una elevada
sensibilidad para cuantificar grupos sulfhidrilo de enzimas en solucién. Sin
embargo, dicha sensibiidad se ve disminuida significativamente en el caso de
enzimas inmovilizadas deblde a un efecto de dilucién como es el caso del
método por atrapamiento en geles de alginato. Esto representa una limitante en
el uso de este método, ya que sélo serfa aplicable a enzimas o protelnas con un
elevado nimero de grupos sulfhidrilo facilmente titulables (expuestos).

Por ultimo, cabe sefialar que este estudio confirma la posibilidad de
cuantificar por el método de Ellman los grupos sulfhidrilo presentes en una

enzima inmovilizada sin necesidad de liberarla del soporte; siendo necesario
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considerar para tal efecto las caracteristicas de la enzima como son su punto
isoeléctrico, el nimero de grupos sulfhidrilo disponibles asf como ia sensibilidad
del método, que pudiera afectar la estructura béasica de la forma inmovilizada.
Sin embargo, para esto es indispensable garantizar fa libre difusion def
compuesto colorido sin afectar ias interacclones de fa enzima con el soporte. En
principio esta metodologfa resulta muy conveniente y de menor complejidad para

enzimas inmovilizadas covalentemente
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

Los soportes DEAE-Celulosa y Aldmina permiten la inmovilizacién por
adsorcién de la alcoho! oxidasa, sin embargo también adsorben el color def anién
TNBZ, En ambos casos, para desorberlo se requiere de NaCl en concentraciones
que producen la liberaci6n de la enzima, por lo que su uso no es recomendable
para determinar cuantitativamente (por el método de Ellmanj, el nimero de

grupos sutfhidrilo presentes en una enzima inmovilizada.

La enzima alcohol oxidasa no se inmoviliza sobre los soportes Vidrio
Poroso Glicerado (VPG) y Vidrio Poroso no Glicerado {VP no G} en el intervalo de

pH de 6.5 a 8.5.

En la inmovilizacién por atrapamiento en geles de alginato, el tamafio de la
protelna parece ser determinante en el rendimiento de protefna inmovilizada,
sobre todo en aquellas de P.M. bajo, como en el caso de Albumina Sérica Bovina

(ASB) de 66,000 Dal.
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La difusidn de ASB a través de la matriz de alginato fue poco modificada

por el incremento en el entrecruzamiento def gel al aumentar fa concentracién de

CaCly.,

Ei problema de difusioén de las perlas de alginato se reduce notablemente

en protefnas de P.M, mayor (Miosina 500,000 Dal.)

Et método més adecuado para inmovilizar una enzima por métados flsicos,
resulto ser of atrapamiento en geles de alginato, debido a que e! TNBZ generado

en el seno de las perlas difunde libremente hacia la solucion exterior,

El método empleado es poco sensible para proteinas con pocos grupos -
SH expuestos vy solo parece ser aplicable a protefnas con un alto contenido en

cistelnas.

El método es potencialmente aplicable bara enzimas inmovilizadas

qulmicamente an sopartes de baja carga i6nica.
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