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INTRODUCCION

El creciente avance en el desarrollo de metodologias analiticas ha
provocado que dentro de los objetivos basicos de la Quimica Analitica actual se
encuentren la automatizacién y miniaturizacion, la inmovilizacion, desarrolio de
sensores y (bio)sensores, el mejoramiento de la calidad en los laboratorios
analiticos, con el consecuente desarrolio de nueves instrumentos, (1) teniendo
en cuenta que los aspectos basicos de la Quimica Analitica son selectividad,
sensibilidad, precision y rapidez (2). En este contexto, el desarrcllc de los
métodos automaticos de analisis, y dentro de ellos el Analisis por inyeccion en
Flujio (FIA por sus iniciales en inglés) ha sido de gran importancia para la
resolucion de diferentes necesidades analiticas.

El primer articulo de FIA se publico en el Analytica Chimica Acta en 1975

ecimientc en &l nuimerc de
publicados continud a gran velocidad, como puede observarse en la figura 1 (4,
5, 6). En 1987 se reportarocn 1400 publicaciones, 5300 articulos para 1994,
ademas de mas de 15 monografias, en 1999 se tienen reportados alrededor de
8500 articuios de FiA. Estos numeros demuestran el impacto que tiene el FIA en
la Quimica Analitica moderna (7).

El creciente interés en el desarrolio de metodologias por FIA puede
deberse a varias razones, por ejemplo: la mayor selectividad que puede
lograrse en métodos por FIA, en comparacion a sus contrapartes manuales.
Esta es debida al caracter cinético inherente de esta técnica, que puede ser
aprovechada de diversas formas (8). Su gran versatilidad ha favorecido el
desarrollo de un gran numero de alternativas para modificar la sensibilidad, ya
sea incrementando la sefal (flujc detenido, paso iterativo def bolo a traves del
punto de deteccién, uso de reactivos sélidos) o bien disminuyéndola (dilucion o
pseudo-dilucion, cambios en las velocidades de flujo o volumenes de muestra)

).
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Fig. 1. Crecimiento de las publicaciones en FIA desde 1975 a 1986 como esta publicado en (6).
FA I-lif se refieren a las tres conferencias intemacionales en analisis en fiujo, iniciadas en 1978
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en Amsterdam y que tienen lugar cada tres ailos. Td se refiere al tiempo en gue se duplica el
namero de publicaciones.

Durante el desarrollo de la técnica de inyeccion en flujo, ha sido posible
la resoiucién de problemas analiticos mas complejos, integrando a Ia
configuracién FIA el procesc de preparacidn de la muestra, como la
introduccién de muestras soélidas en una configuracion (10) y la gran variedad de
técnicas de separacion (11).

Dentro de este mismo contexto, se han desarroliado (bic)sensores con el
objeto de incrementar ia selectividad y la sensibilidad en la determinacion de
especies moleculares en matrices complejas, minimizando operaciones
preparativas (12). Se puede definir un (bio)sensor como un sistema que consta
de dos transductores, uno bioguimico y uno fisico, que se encuentran en
contacto uno con el otro, a fin de relacionar [a concentracién de un analito a una
sefal, generalmente eléctrica medible (13).

Dentro del desarrollo de los (bic)sensores, de especial interés ha sido la

combinacién de la técnica de inyeccion en fiujo con los métodos enzimaticos de



analisis. Es muy ventajoso converger la velocidad y simplicidad del Andlisis por
inyeccion en Flujo con la selectividad de los métodos enzimaticos.

Una configuracion continua utilizada en conjuncién con un (bio)sensor
puede realizar una gran variedad de funciones, dependiendo de la naturaleza
de la muestra y del analito, del tipo de sensor en cuestidén y del tipo de detector
utilizado (14). Entre tales funciones se pueden mencionar:

a) Transferencia de la muestra inyectada ¢ aspirada hasta el (bio)sensor
b) Acondicionamiento de la muestra

c) Mantenimiento y/o regeneracion del (bio)sensor

d) Desarrollo de métodos cinéticos

e) Ampliacién del campo de aplicacion

Desde principios de la década de los 80's, el uso de enzimas
inmovilizadas en FIA se ha incrementado de manera considerable. Esto es
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o a las ventajas que conlleva la inmovilizacion de las enzimas, gue ayuda
a resolver los dos mayores inconvenientes en el uso de estos catalizaderes:
inestabilidad y alto costo. Por otro lado, al integrar un reactor empacado con
enzima inmovilizada a una configuracion FIA, se combina el caracter dinamico
de la técnica con el caracter cinético de la reaccion enzimatica. Sin embargo,
dependiendo del método de inmovilizacién utilizado, el comportamiento de la
enzima puede variar con respecto a su comportamiento en disolucion.

Es por esta razdn que en el presente trabajo se estudié del
comportamiento de la ureasa en un sistema de flujo continuc. Para esto se
determind [a actividad enzimética de esta enzima, dentro de un sistema de flujo
continuo, inmovilizada peor medioc de dos métodos diferentes, uno fisico,
atrapando la enzima en una red polimérica, y unc gquimico, en donde se
establece al menos un enlace covalente entre la enzima y el soporte sdlido. Se
eligié la ureasa ya que ésta es una enzima cuyoc mecanismo catalitico,
propiedades fisicoquimicas y estructura ha sido ampliamente estudiada (15, 16,

17}, no presenta cambios significativos en la actividad enzimética en intervalos



amplios de temperatura y pH, lo cual se fraduce en reproducibilidad de
resultados y facilidad de manejo.

En la primera parte del trabajo se establecid la determinacion
espectrofotométrica de amonio (producto de la reaccidén enzimatica) en una
configuracion FlIA, la determinacion de la urea utilizando la enzima ureasa en
disolucion e integrando un reactor empacado con la enzima inmovilizada en
alginato y en vidrio de poro controlado, comparando los resultados obtenidos de
los tres sistemas. Por dltimo se determind la actividad de la ureasa por la
técnica de Analisis por Inyeccion en Fiujo utilizando una configuracion abierto-
cerrado v flujo detenido. Esta determinaciéon se realizé con la enzima tanto en
disolucion como inmovilizada en vidrio de poro controlado y en alginato. Para
evaluar la actividad enzimatica de la ureasa se siguieron dos aproximaciones: a)
el procedimiento bioquimico clasico que consiste en la determinacion de la
(K, )y la velocidad inicial méxima ({(V,),..) ¥ b)
la aproximacién cromatografica del cuasi-equilibrio dinamico adsorcion-
reaccion-desorcion.

Las enzimas pueden ser utilizadas para la determinacién del compuesto
al cual son especificas, 0 bien, para la determinacion indirecta de analitos que
la inhiben (11). El hecho de tener la enzima inmovilizada en soporte sélido
integrado al sistema de flujo continuo puede ser muy ventajoso, ya gue la
enzima puede ser inhibida v regenerada de manera secuencial.

En la segunda parie de este trabajo se estudid la inhibicidn de la enzima
por mercurio, y la regeneracion de la misma utilizando un agente acomplejante
del mercurio, el EDTA, optimizando el tiempo de inhibicion, longitud de reacior
enzimatico y configuracidn para la regeneracion de la enzima, a fin de obtener
resultados reproducibles v relacionar el decremento de la sefial analitica con la

concentracion del mercurio.



OBJETIVOS

El objetivo general que se del presente trabajo fue evaluar enzimas
inmovilizadas para ser utilizadas como biosensores (detectores) en linea y como
reactor enzimatico. Para ello se seleccioné como enzima a la ureasa, v la
reaccion catalizada por ella (hidrolisis de urea) para obtener amonio. El estudio
incluye la evaluacion de la actividad de la enzima en disolucién como elemento
de comparacion con la enzima inmovilizada.

Sabiendo que ciertos metales inhiben la actividad de las enzimas, se
selecciond el mercurio en el caso de la ureasa y a partir de ello se disefid un
método analitico para la determinacion indirecta del metal, empleando a la

enzima como reacior.

o Optimizar el método de determinacién de amonio y urea por FiA, que
comprende el planteamiento de las variables quimicas y variables FIA
adecuadas para obtener la sefial mas intensa manteniendo el tiempo de

anélisis adecuado.

e Comparar la actividad enzimatica de la enzima deniro de un sistema de flujo
continuo en disolucién e inmovilizada, que involucra la adquisicion de datos

cinéticos en un sistema abierto-cerrado y de flujo detenido.

o Estudiar los mecanismos de inhibicién-regeneracion de la enzima para

optimizar el uso de ésta en la determinacién de metales.



CAPITULO 1

1.1. INTRODUCCION

Durante la segunda mitad dei siglo XX se ha tenido un significativo avance en el
conocimiento y uso de las enzimas tanto en investigacién bésica como en aplicaciones
industriales. En el campo de ia Quimica Analitica, la aplicacién de |las enzimas se
encuenira bien documentada (18, 19). Los inconvenientes que limitan el uso de las
enzimas son su escasez, alto costo, inestabilidad y ia poca familiaridad en general de
su comportamiento (20). Los avances en produccion, aislamiento y purificacion de las
proteinas han incrementado la disponibilidad de las enzimas, al misme tiempo que han
abatido su costo.

Las enzimas tienen naturaleza proteica y estan especializadas en la catalisis de
reacciones biologicas. Su estructura es el resultado de la condensacion de los
aminoacidos, sus constituyentes fundamentales. El nUmero de aminoacidos y su
posicion especifica en la secuencia determina en gran medida la funcién, tamafio y
forma de la proteina. Esta secuencia de aminoacidos o estructura primaria es de gran
importancia, y da lugar a la estructura tridimensional de la proteina. Se reconocen tres
clases de relaciones espaciales: la estructura secundaria, que da la relacion entre los
aminoacidos vecinos uno a otro en la estructura primaria; |la estructura terciaria, que se
refiere a la relacidn de los constituyentes mas lejanos en la estructura primaria; y la
estructura cuaternaria, que da las relaciones espaciales de las cadenas peptidicas en
proteinas multicadenadas.

Las enzimas se distinguen de ctras clases de proteinas debido a la existencia de
un area geométrica en su estructura que facilita la catalisis. Es decir, la catalisis esta

intimamente relacionada con las interacciones moleculares que tienen lugar entre la

en la reaccidon de catalisis, delimita una zona dencminada sitio activo.

Las caracteristicas del sitio activo se pueden resumir como sigue:



El sitio activo constituye una pequefia porcién de la estructura de la enzima.

2. lLaespecificidad de ia enzima depende del arreglo de los atomos en el sitio activo.
E! proceso de unidn de la enzima-sustrato involucra una cantidad relativamente
pequefia de energia (3-12 Kcal/mol).

El mecanismo mediante el cual el sitio activo toma parte en la reaccion fue
postulado por primera vez por Emil Fisher en 1860. La especificidad de la reaccién,
segun Fisher, es el resultado de un sistema de "cerradura y llave” entre la enzima y el
sustrato, esto es, son estereocquimicamente complementarios. Para este modelo, es
necesario considerar dos puntos:;

1. El complejo inducido resulta de un proceso de reconocimiento dinamico, esto es, el
cambio de conformacién molecular favorece [a especificidad.

2. La enzima induce una tensién electrénica en el sustrato para facilitar el incremento
en la velocidad de reaccion.
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1.2. CINETICA ENZIMATICA

Los principios generales de la cinética de las reacciones quimicas son
aplicables a [as reacciones catalizadas por enzimas, pero éstas presentan un rasgo
caracteristico gue no se observa en las reacciones no enzimaticas: la saturacioén con el
sustrato. '

A una concentracion de sustrato baja, la velocidad inicial de la reaccion es casi
proporcional a esta concentracién, por o tanto es aproximadamente de primer orden
con respecto al mismo. Sin embargo, a medida que la concentracién de sustrato
aumenta, ia velocidad inicial de la reaccion disminuye y deja de ser proporcional 2 a
concentracién del sustrato; en esta zona, el orden de la reaccidn es mixto. Con un
aumento posterior de la concentracion de sustrato, la velocidad de la reaccion llega a

ser esencialmente independiente de su concentracion y se aproxima asintoticamente a



una vejocidad constante. En este intervalo de concentraciones de sustrato la reaccion
es esencialmente de orden cero con respecto al sustrato, y se dice entonces que ia
enzima se encuentra saturada con el sustrato. Todas las enzimas muestran el efecto
de saturacidon, pero varian ampliamente con respecto a la concentracion de sustrato
gue se necesite para que se manifieste.

L. Michaelis y M.L. Menten desarrollaron en 1913 una teoria general acerca de
la accidn y cinética de las enzimas, la cual fue ampliada posteriormente por G.E. Briggs
y J. B. S. Haldane. Esta teoria supone que la enzima E se combina en primer lugar con
el sustrato S para formar el complejo enzima-sustrato ES, el cual se descompone en

una segunda etapa, para formar el producto P y liberar nuevamente la enzima libre:

k
v'"“"“ﬂ—> ;6‘2
E+8 . ES—=»P+E

Para este equilibrio, la ecuacion de velocidad esta descrita por:

__ klEL[S]
C ke k) K, +[S]

(1.1)

v, = —(gmf[[;] (1.2)

En donde X,, es la constante de Michaelis-Menten.

La ecuacion (1.2.) muestra que K,, =[S] cuando la velocidad inicial es igual a la
mitad del valor de la velocidad inicial méxima.

Ya que

kA kL,

K
M k.

si k..>>k,, K,,=k_ /k ylaconstante de Michaslis-Menten represenia la constante

de discciacion del complejo enzima-sustrato, es decir, e! valor de Ky es una medida de



la afinidad de la enzima por el sustrato (21); por el contrario, si &, >>k_, K, =k /k

y la constante de Michaelis-Menten es considerada una constante cinética (22).

Para evaluar la constante de Michaelis-Menten v la velocidad inicial maxima, es
mas conveniente utilizar una relacion lineal. La mas frecuentemente utilizada es la
trasposicion propuesta por Lineweaver y Burke, en donde la ecuacion (1.2.) se escribe
como:

T K, 1 1

A AT AT

Al graficar 1/F, como funcién de 1/[S] se obtiene una recta con pendiente

K, /(V,),, vordenadaalorigen 1/(V,) .
Otra ecuacion que se utiliza comunmente es la propuesta por Hofstee y Eadie

que se obtiene multiplicando la ecuacién (1.3) por ¥, *{,)__:

VO ra Y

==+ {F

[S] ( ija.x

Una tercera alternativa, propuesta por Hanes, es graficar la ecuacién:

ﬂ: L i, K

MM AN

Ty __ T 4 4 N
Vo =—K,, {1.4.)

(1.5.)

Cabe hacer notar que, a pesar que el mecanismo propuestc por Michaelis-
Menten puede ser aplicado para muchas reacciones enziméticas, un gran numero de

enzimas no siguen este modelo simple.

1.3. INMOVILIZACION DE ENZIMAS

La especificidad en la accién de las enzimas y las condiciones tan suaves en las
cuales funcionan les confieren una gran ventaja sobre los catalizadores quimicos
ordinarios. Sin embargo, el altc costo de los procedimientos de extraccién y de
purificacion de las enzimas y en algunos casos su inestabilidad cuando estan en
disolucion, son un obstaculo para su recuperacion después de haber sido utilizadas. Es

posible unir las enzimas a una matriz insoluble por una gran variedad de métodos y de



esta manera la enzima puede ser reutilizable y reducir de manera significativa los
costos.

La inmovilizacién sobre un soporte insoluble facilita el desarrollo de reaciores en
continuo, que funcionan durante periodos largos, sin necesidad de renovar el

caializador.

1.3.1. Métodos de inmovilizacion de enzimas

En vista de la gran variedad de enzimas y reacciones catalizadas por la misma
enzima, se han desarrollade una gran cantidad de métodos de inmovilizacion, que en
general pueden clasificarse en métodos fisicos, métodos guimicos y métodos hibridos
(23, 24).

Los métodos fisicos incluyen a todos aquellos que no involucran uniones
covalentes. Los meétodos de adsorcion de una enzima en un material insoluble son los
tener conjugados enzima-soporte. Estos consisten basicamente en
poner en contacto una disolucion acuosa de la enzima con el material activo por un
periodo de tiempo determinado, después de! cual, el exceso de enzima es lavado de la
matriz insoluble. Se utilizan diversos materiales en la preparacion de estos complejos
enzima-matriz, aigunos de estos son las resinas de intercambio idnico, carbon
activado, silica gel, tierras diatomeas, arcillas, alimina, vidrio de poro controlado y
ceramica.

El mecanismo de adsorcién es muy complejo, ya que dependiendo de
naturaleza de la superficie, la unidn de ia enzima puede ser por interacciones idnicas,
adsorcion fisica, uniones hidrofébicas o interacciones de Van der Waais

Las ventajas de utilizar ia adsorcion como método de inmovilizaciéon de enzimas
reside en su simplicidad, la gran variedad de adsorbentes que se pueden utilizar y la
reutilizacion de estos adsorbentes. Entre las desventajas de utilizar estos métodos esta
la debilidad del enlace de retencion.

De los meétodos fisicos de atrapamiento de la enzima (en red polimérica o en
microcapsula semipermeabie), una de las caracteristicas mas importantes es que no se

afecta la estructura tridimensional de la enzima; por lo tanto, ne existe ningln problema

10



estérico asociado a la unidn covalenie o electrostatica entre la enzima y el polimero, de
tal forma que el sitio activo de la enzima no es obstruido por una porcién de la matriz
polimérica y la pérdida de actividad no puede ser atribuida a interacciones fuertes. En
general, los metodos de atrapamiento se desarrollan disolviendo la enzima en una
disolucion del mondmero y posteriormente con el tratamiento adecuado se forma el
polimero.

Las ventajas de los métodos de atrapamiento en gel incluyen la gran variedad
de formas en las que el gel puede ser utilizado, la simplicidad y las condiciones de
preparacion relativamente suaves. Las desventajas incluyen el control de numerosos
factores experimentales, la posible inactivacién de la enzima por los radicales
necesarios para la formacion del polimero y la restriccion del tamafio necesario del
sustrato y productos a especies relativamente pequefias. Otro problema es la pérdida
de la enzima de la matriz debido a la heterogeneidad del tamafio de la red polimérica,
de donde la
uso.

Los métodos quimicos son probablemente los métodos de inmovilizacion de
enzimas mas utilizados. Involucran la formacion de al mencs un enlace covalente
irreversible entre la moiécula enzimética y ios grupos reactivos del soporte. A este tipo
de enlace se adicionan siempre los fendmenos de adsorcidn electrostatica que
consolidan ia fijacion.

Son esencialmente tres los pasos en un esquema de inmovilizacion:

1) Activacion del soporte.
2) Acoplamiento de la enzima.
3) Lavado del exceso de enzima.

Existe una gran variedad de soportes sélidos para la inmovilizacién de enzimas,
que comprenden materiales sintéticos, tales como polimeros de acrilamida, de
anhidrido maleico, polipéptidos, dacrén, nyion, eic, asi como materiales naturales
como agarcsa, celulosa, vidrio, éxido de niguel, colageno, magnetita, etc. Los factores
gue son necesarios de tomar en cuenta para la eleccion del soporte comprenden la

capacidad de unir la proteina, la carga superficial, la estabilidad quimica y mecanica, la
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facilidad de activacion, la interaccién del soporte con el analito ¢ la matriz de la
muestra, ei costo, regenerabilidad y disponibilidad.

El proceso de activacion del soporte solido consiste en intreducir en la superficie
y, con frecuencia dentro de los poros de éste, especies quimicas gue reaccionan con
los grupos activos de la proteina. Existen un gran numero de técnicas para realizar

este proceso de aclivacion.

1.3.2. Efecto de la inmovilizacion en ia actividad enzimatica

En los dltimos afios se ha investigado mucho con respecto al efecto de la
inmovilizacién en la actividad de la enzima, desde el punto de vista tanto experimental
como {edrico (25).

El comportamiento de una enzima inmovilizada puede diferir significantemente
del de la misma enzima en disolucién. En vista de la gran variedad de enzimas,
alizadas por la misma enzima, matrices sdlidas y técnicas de
inmovilizacion estudiadas, no es de extrafiar que los resultados sean frecuentemente
contradictorios. Se ha observado que una técnica de inmovilizacién particutar puede
provocar diferentes cambios en el comportamiento de diferentes enzimas, v que el
comportamiento de ia misma enzima puede variar con el método de inmovilizacion
empleado.

Para analizar el efecto de la inmovilizacidn en la actividad enzimatica, se asume
que la enzima esta distribuida uniformemente en la matriz sdlida y gue el sistema es
isotropico (26). Este efecto puede observarse en los siguientes aspectos:

1. El microambiente.

2. Efectos conformacionales y estéricos.

3. Perturbacion de la dependencia de la actividad enzimatica con el pH.
4

Parametros cinéticos.

12



1. El microambiente.

El soporte sélide en el que la enzima es inmovilizada provee a ésta de un
microampiente que difiere en muchos aspectos del disolvente en el que la enzima se
encuentra suspendida.

Existen dos formas diferentes en las que el soporte sélido puede afectar el micro
ambiente que rodea a una enzima inmovilizada: La primera se refiere al efecto de
particién. Debido a sus propiedades fisicoquimicas, el soporte sélido puede atraer o
repeler al sustrato, producto, inhibidor u otras moléculas a su superficie,
concentrandolas o diluyéndolas en la vecindad inmediata de la enzima. La segunda
cuando este se presenta por si mismo como una barrera para la difusion libre de las

moléculas hacia o a partir de la enzima.

Se considera que la facilidad de una enzima para actuar como catalizador
especifico depende principalmente de dos factores. Primero, la enzima debe estar
precisamente en la conformacion correcta. Segundo, debe de tener la posibilidad de
cambiar su conformacion durante la catéalisis.

El efecto méas obvio al inmovilizar una enzima a un soporte rigido sera que Ia
estructura de la enzima se mantiene en una posicién, sobre todo si existen varios
puntos de unidn con el soporte solide. Si la actividad catalitica de |la enzima depende
de sus cambios conformacionales, se pueden esperar alteraciones en X, y/o (V,)__.

Asi mismo, al inmovilizar una enzima por atrapamiento en una red polimérica, la
difusion de los sustratos, asi como la de los inhibidores, puede verse afectada
dependiendo del tamafio de las moléculas. El efecto de restricciones estéricas se
observa principalmente cuando se inmovilizan enzimas proteoliticas, ya que los
sustratos sobre los cuales actban estas enzimas tienen pescs moleculares del orden

de unos cientos a varios cientos de miles de UMA
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3. Perturbacién de ia dependencia de la actividad enzimatica con el pH.

Muchos de los efectos de la perturbaciéon en la dependencia de la actividad
enzimatica con el pH en enzimas inmovilizadas puede explicarse considerando la
distribucién de protones a través del sistema y analizando los factores que pueden
aumentar o disminuir la acumulacion relativa de jos protones en el microambiente que
rodea la enzima.

Los dos factores que pueden provocar una distribucion heterogénea de protones
en un sistema de enzima inmovilizada son:

a) Efectos de particidn por matrices poli-iénicas: los polianiones tienden a
concentrar protones (provocando un decremento en el pH) alrededor de la enzima,
mientras que los policationes tienden a repelerios (ocasionando un aumento en el pH).
De esta manera, se ha observado frecuentemente, el desplazamiento del pH éptimo
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dependiendo de la matriz polimérica utilizada (27).

b) Limitacion en la difusion del protén: las mairices poliméricas en las que una
enzima es inmovilizada pueden actuar como barreras para la libre difusidn de los
protones. En un sistema de enzima inmovilizada, cuando ia concentracién del protdon es
del mismo orden de magnitud al de la concentracion de los demds solutos presentes, el
efecto en la libre difusién del protén puede ser despreciable comparado con la libre
difusion del sustrato o de las moléculas del producto. Sin embargo, las concentraciones
de sustratos son generalmente mayores a 1074 M, mientras gue las concentraciones del
protén son menores a 10~ M. En estas condiciones, puede observarse una restriccion
de ia difusién del protén, mientras que la difusién del sustrato o producto puede no ser
significativa comparativamente.

Cuando estan presentes ambos efectos (particion y difusion) en el sistema,
resulta dificil predecir el efecto del pH en la actividad enzimatica. Estos dos efectos
pueden combinarse de varias maneras, las cuales pueden agruparse en dos

categorias: que ambas limitaciones, difusidn y particién, actlien sinergisticamente, o de
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manera antagdnica. En este Ultimo caso, serd practicamente imposible predecir el

comporiamiento de la enzima al ser inmovilizada.

4. Parametros cinéticos.
Los parametros gue generalmente se utilizan para describir las caracteristicas

cataliticas de las enzimas son la constante de Michaelis-Menten (X,,) y la velocidad
inicial maxima ((¥,),..) gue son, por definicion, las constantes de la ecuacion de

velocidad derivada para describir la actividad enzimatica en disolucién.

Bajo ciertas condiciones, la ecuacién que relaciona la velocidad inicial en
funcion de la concentracién de sustrato (ecuacion (1.1.)) describe una seccién de
hipérbela. Cuando se utiliza la modificacién propuesta por Lineweaver y Burke
(ecuacion (1.3.)) se obtiene una linea recta y de esta manera es factibie calcuiar los
parametros K, y (/,)... Sin embargoe, existen una serie de factores presentes en
sistemas de enzimas inmovilizadas que provocan que en esta gréfica reciproca no se
obtenga una linea recta, sino que de por resultado una curva. En estas circunstancias,
se vuelve casi imposible determinar K, y (V). gréficamente, e inclusive es
cuestionable el utilizar estos términos con sus connotaciones matematicas estrictas. Es
por esta razdn, que es preferible redefinir los parédmetros cinéticos en el caso de
enzimas inmovilizadas, encontrando cen frecuencia el término de X,, aparente.

M.D. Trevan (25) define el término ¥, como la velocidad maxima posible que se
obtiene para un sistema dado, o sea, la velocidad que se alcanza cuando la enzima
esta saturada por el sustrato; y K, lo define como la concentracién del sustrato a la
cual la velocidad de reaccion es igual a V. /2. Este parametro refleja las caracteristicas
de la enzima, y depende tanto de los efectos de particién como de los de difusion.

Cabe hacer notar que los aspectos mencionados anteriormente pueden o no
estar presentes en el sistema matriz-enzima-sustrato, dependiendo de la naturaleza del

proceso de inmovilizacion, la enzima vy los reactivos.
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1.4. UREASA

1.4.1. Estructura

La ureasa (EC.3.5.1.5. Urea Amidohidrolasa) fue aislada y cristalizada por
primera vez en 1926 de una masa de ejotes molidos {Canavalia Ensiformis) por
Sumner, quien a la vez demostré que la enzima es una proteina. En su trabajo
considera la posibilidad de que la ureasa contenga iones metélicos; descartando fierro
y manganeso, ya que para estos metales obtuvo resultados negativos.

Esta reportado que la ureasa tiene una masa molecuiar de 483,000 daltons,
tiene 6 sub-unidades con una masa molecular de 83,000 daitons (28). El nimero total
de grupos -SH que pueden ser titulados por nitrato de plata es de 10927 (29). Estos
grupos -SH pueden ser clasificados segtin su reactividad en tres categorias (30): (a)
airededor de 26-28 grupos reaccionan rapidamente con el p-cloromercurio-benzoato
sin pérdida de actividad, (b) otros 22 grupos reaccionan mas lentamente con pérdida
completa de actividad, y (c) 80-85 grupos que son factibles de ser titulados solamente
después de cambios estructurales.

Casi cincuenta afios después de los trabajos de Sumner, Dixon y sus
colaboradores demostraron que la ureasa aislada de los ejotes es una metaloenzima
de niquel, con dos iones de niquel por subunidad, en donde este metal juega un papel
esencial en la catalisis (31, 32, 33, 34).

El nique! en la ureasa esta unido fuertemente en el sitio activo y la actividad

especifica de la proteina es proporcional a su contenido de niquel (35).

1.4.2. Degradacién de la urea
Desde el primer articulo escrito por Sumner en 1926 a la fecha, la ureasa es una

de las enzimas cuyo mecanismo catalitico, propiedades fisicoquimicas vy estructura ha

sido ampliamente estudiada por num

La degradacién no enzimética de la urea en medio acuoso es lenta (t,,=3.6

12
anos a 38°C), y es independiente del pH en un intervalo entre 2 y 12 (17).
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La ureasz cataliza la hidrélisis de urea. Los primeros productos de la reaccion

enzimatica son el ion carbamato y el ion amonio.

C
|
9) NH,-C—O CO,
i UREASA oH'
NHQ_C_NHz + H20 _— + +
NH," 2NH,

La reaccion global de hidrolisis de la urea es la siguiente:

0O
I . UREASA .
NH,—C-NH, + HO+2H — s 2 NHg + CO,

El estudio del mecanismo mediante el cual la ureasa cataliza |a hidrolisis de la
urea ha sido estudiado a partir de los diferentes sustratos de la enzima. Dixon y col.
reportan como sustratos de la ureasa a la urea, semicarbazida, forrmamida, acetamida,
N-metil-urea (38). El analisis de estos sustratos y los productos de la reaccion
enzimatica encontradoes para cada unc de ellos dié por conclusidén gue el ion Ni (1)
juega un papel muy importante en la accidn de la ureasa. El siguiente esguema (Figura
1.1.) muestra el mecanismo de accidén de ia ureasa. En él se observa que el ion Ni-OH,
gue actua como nucledfilo en la ureasa, ataca al carbono del carbonilo de la urea,
produciendo un complejo O-carbamato-amonio. El residuo de cistelna sirve como

catalizador 4cido para promover la pérdida de amonio del aducto tetrahédrico.
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Fig. 1.1. Mecanismo de accion de |a ureasa.

1.4.3. Inhibicién de {a ureasa por mercurioc

Se sabe que cantidades traza de aigunos metales pueden inhibir ia actividad
enzimatica de la ureasa. Un estudio sistematico de la inhibicion de la ureasa por
metales fue realizado por Shaw y Raval (39, 40).

En presencia de mercurio, se observa que la ureasa sufre una inhibicién del tipo
no competitivo, debido a la reaccién del catién metalico con los grupos sulfhidrilo de la
cisteina, impidiendo entonces el rompimiento del complejo ES. Esta interferencia puede
ser estérica, a través de las cadenas laterales de la proteina, o secundaria, alterando

su estructura (41).
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1.4.4. Regeneracion de la ureasa

La inhibicion reversible de las enzimas puede ser utilizada para la determinacién
analitica de!l inhibidor. Es claro que para que esta determinacion resulte conveniente,
debe buscarse un mecanismo de regeneracion de la enzima, a fin de poder utilizar
nuevamente la misma enzima para una concentracion diferente del inhibidor. El tener
la enzima inmovilizada en un soporte solido integrado en un sistema de flujo continuo
tiene la ventaja de que la enzima puede ser inhibida y regenerada de manera
secuencial.

Para regenerar a la ureasa se aprovechan las propiedades de algunos agentes
acomplejantes sobre el mercurio. Si el complejo mercurio-acomplejante es mas fuerte
que el complejo enzima-mercurio, el metal puede ser removide de la enzima guedando
ésta regenerada.

La tabla 1.1. muestra los resultados de algunos agentes acomplejantes

utilizados por Ogren y

TABLA 1.1. REGENERACION DE LA ACTIVIDAD DE LA UREASA PASANDO 2 ML
DEL ACOMPLEJANTE EN TRIS-HCLO.MOMPH 7.0

Acomplejante Concentracion Regeneracion log °K
(mM) Reiativa (%)
Tioacetamida 10 100
EDTA 10 100
EDTA 5 5 15.5 (HglL)
Tioacetamida 5 12 18.7 (Hgls)
Tiourea 5 3 20.9 (Hgls)
Cisteina 5 820 6.4 (Hgl)
Histidina 5 0 13.0 (HgLz)
Metionina 5 0 4.0 (Hgly)

*K = constante condicional corregida por los efectos del pH para &l ligando vy el metal (11).



Ogren y Johansson en la discusion de sus resultados recalcan que al utilizar la
cisteina, inicialmente parece ser un agente regenerante muy eficiente, reactivando mas
enzima que con los otros agentes acomplejantes. Sin embargo, a pesar de que el nivel
- de actividad obtenida con cisteina se incrementaba con el nimero de regeneraciones,
la sensibilidad con respecto al mercurio como inhibidor decrece significativamente, por
o gue este reactivo no es adecuado para el método analitico de deteminacién de

mercurio.

1.4.5, Inmovilizacion de la ureasa

La ureasa es una de las enzimas que ha sido inmovilizada por mayor nimero de
meétodos debido a su uso analitico en la determinacion de urea, su especificidad y su
estabilidad. En esta diversidad de métodos estan inciuidos tanto métodos fisicos,
quimicos como hibridos.

Uno de los primeros métodos de inmoviiizacion de ureasa fue la adsorcion de ia
enzima en kaolinita, publicado por Sundaraman y Crook (42). En éste, se adiciona la
ureasa al soporte sdlido en una proporcidon de 33 mg proteinalg soporte, en una
disoiucion de Tris-KCI-EDTA. Los autores reportan que el pH optimo de la enzima
inmovilizada es el mismo que el de la ureasa en disolucién, mientras que los
parametros cinéticos mostraban algunos cambios. La velocidad méxima es
consistentemente mayor para la enzima inmovilizada, mientras que la constante de
Michaelis-Menten aparente es ligeramente mayor.

Gardner, Falb, Kim y Emmerling utilizaron un método hibride para inmovilizar ia
ureasa, en el cual, la enzima se adsorbe en silice fundida y posteriormente se
entrecruza con giutaraldehido (43). La concentracion de giutaraidehido utilizada y el
tiempo de incubacién para el entrecruzamiento son parémetros criticos para obtener
altos rendimientos en la actividad de la enzima. Reportaron de 80-90% de retencidn de
la enzima sin pérdida de ésta después de 39 dias almacenada a 22°C.

Un gran numero de autores han utilizado los métodos de atrapamiento en gel,

principalmente para la construccién de sensores electroquimicos para mediciones de

urea (44, 45). Gilbault y Das realizaron un estudio comparativo de inmovilizacién de
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ureasa por atrapamiento en gel en diferentes matrices 46). De las matrices estudiadas,
la de gel de almidon retiene la mayor actividad con un 100% de rendimiento, contra un
80% de retencion en gel de poliacrilamida y 20% en goma de silicdn. En contraste con
el rendimiento en el proceso de atrapamiento, la pérdida de la actividad enzimatica
después de haber pasado 20 m! de disolucion es de 25% para gel de aimidén y 4%
para gel de poliacrilamida. En ambos tipos de gel la enzima tiene excelente estabilidad
de almacenamiento y su actividad se mantiene constante después de 90 dias de
almacenamiento a 4°C.

Riesel y Katchalski realizaron un estudio de la actividad de la ureasa
inmovilizada por unidn quimica con copolimeros diazotizados de p-amino-DL-
fenilalanina y L-alanina, L-glicina o L-leucina 47). En este estudio se observa, entre
otras cosas, que en el polimero que contiene glicina, la enzima tiene una actividad

significativamente menor a la de las demas preparaciones, a pesar de que la cantidad

de enzima unida al polimero es comparable.

Un método de inmovilizacion de la ureasa de especial interés para analizadores
de fiujo continuo es el reportado por Inman y Hornby (48). La ureasa se une por medio
de una union covalente a la superficie interior de un tubo de nylon. El nylon se hidroliza
parcialmente con HC| y posteriormente se derivatiza con glutaraldehido. Con ia enzima
asi preparada se pueden realizar mas de 5000 andiisis, en un periodo de 30 dias sin
tener perdida de actividad. En un trabajo posterior, Anita y col. (49), utilizando el mismo
meétodo de inmaovilizacion en nylon, estudiaron el efecto del pH, concentracion de la
ureasa y tiempo de incubacidn, asi como las propiedades de la enzima inmovilizada.

En cuanto a la inmovilizacién de la ureasa en vidrio de poro controlado (CPG por
sus siglas en inglés), se encontraron diversas técnicas reportadas. Weetall y Hersh
utilizaron la técnica de formacion de sal de diazonio. El CPG (790 + 50 A, malla 100) se
pone a reflujo en una disolucion de y-aminopropiltrietoxisilano. El grupo aminoalquil se
convierte en aminoaril per reaccidn con acido p-nitrobenzoico, posteriormente éste es

reducido, diazotizado y adicionado a la disolucién de ureasa. Se obtienen 1150 1.U./g
CPG (50).
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El metodo de inmovilizacion en CPG descrito por Masoom v Townshend (51) ha
sido muy empleado en las técnicas de Analisis por Inyeccién en Flujo. Este método se

puede dividir en tres pasos:

1. Preparacion del aminopropil derivado por tratamiento del CPG con 3-aminopropil

trietoxisilano

OCH2CHz
HOH + (CHGCHo0)s Si{CHa)sNHz —=  FO—Si—(CHza—NH;
OCH,CHs
2. Acopiamiento con glutaraldehido
OCH2CHs o. e OCH2CHz
D—$i—-(CH2)3—NH2 + H,C—(CHz)e—C\ — O-—$|—[CH2}|3—N=CH—(Csze—C"O
OCH,CH; H OCH,CHs “H
3. Inmovilizacion de la enzima
_[ OCH2CHz o OCH;CHs
O— : I—{CHz)s—N =CH—E_'CH2]3-—-C:' + HaN—Enzims —= O—$E—ECH2§3—N =CH-(CHa}a—CH=N—E
J OCH,CHs H OCH,CHg
+
H,0

Gilbault v Montalvo (52) disefiaron un electrodo especifico para urea,
inmovilizando la ureasa en una pelicula de gel de acrilamida (60-350 um) en la

superficie de un glectrodo selective de amonio. Cuando el electrodo de ureasa se pone
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en contacto con una disolucion de urea, el sustrato difunde a través de ia pelicula de
enzima inmovilizada, se produce la hidrolisis de la urea catalizada por la ureasa, y el
amonio producido es detectado por el electrodo. Tres décadas después, Eremeev y
Kikhtin (53) inmovilizaron la ureas;a en gel de poli-N-isopropilacrilamida y estudiaron la
relacion entre la actividad de [a enzima y ias propiedades de hinchamiento de la matriz
termosensible.

La ureasa ha sido también utilizada "inmovilizada naturalmente”. Mark A. Arnold
y Scott A Giazier (54) describen {a construccion de un biosensor de urea. Para ello se
forma una pasta uniforme sobre la superficie de un electrodo selective de amonio con
semillas de ejote pulverizado, disolucién amortiguadora y glutaraldehido. Este método
de inmovilizacion en la membrana del electrodo es muy simiiar al descritoc por M.
Mascini v G.G. Guilbault (55), con ia diferencia que estos autores utilizaron una

disolucion de enzima purificada.

ureasa también “inmovilizada naturalmente” en un sistema de inyeccién en flujo con
detector conductimétrico (56). En la configuracion propuesta por estos autores utilizaron
una columna empacada con pequefios trozos de semilla de ejote.

En cuanfo a inmovilizacién de ureasa en membranas de polimeros,
Godjevargova y Dimov (57) describieron un método de inmovilizacion de ureasa en
membrana de copolimero de acrilonitrilo (AN). Debido a que este copolimero no tiene
grupos activos necesarios para la inmovilizacion de la enzima, modificaron el
copolimero AN con 2-dimetilaminoetil metacrilato (DMAEM) y acido diacrilamido-2-
metilpropanosulfonico (AMPSA). Estudiaron las propiedades de la ureasa inmovilizada
(estabilidad térmica, temperatura y pH dptimos) encontrande gue el pH éptimo de la
Jreasa unida a membranas modificadas con AMPSA es ligeramente mavyor al de la
ureasa en disolucion (7 a 7.5), mientras que al utilizar DMAEM el desplazamiento es
hacia pH menores (7 a 6). La temperatura y estabilidad térmica son mayores en los
sistemas de ureasa inmovilizada que en disclucion.

En 1995, Koncki, Mohr v Woifbeis (58) describieron un biosensor para urea

incorporando un colorante (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida, EDC) con
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propiedades acido-base a una membrana de cloruro de polivinilo carboxilado (PVC-
COOH). La ureasa se inmoviliza por unidn covalente a la membrana y ésta se coloca
dentro de una celda de flujo, de manera gue cuando pasa la disb!ucién de urea por la
celda de fiujo, la reaccién enzimatica provoca un cambio en el pH y por lo tanto en la
absorbancia del EDC. Las mediciones se realizan a 684 nm, que es |a A de la forma
actda del colorante.

Nilanjana Das y col. (59) reportan la construccion de un sensor utilizando un
electrcdo de vidrio y ureasa inmovilizada por el método de atrapamiento en micelas
inversas formadas por dodecil sulfato de sodio en n-hexano. Debidc a que la
inmovilizacidon de la ureasa es uno de los pasos cruciales en la fabricacion del
biosensor, los autores evaluaron primeramente la actividad de la enzima inmovilizada y
la compararon contra la actividad de la misma en disolucidén, encontrando que hay
alrededor de 3 veces de aumento de actividad en la enzima inmovilizada, y que a los
cinco dias la actividad de ia enzima inmovilizada se mantenia estable, mientras que
para la enzima en disolucion la actividad comenzaba a decaer al segundo dia. El

biosensor fue probado en muestras de concentracion conocida y muestras biologicas.
1.4.86. Determinacion de urea

Se han desarrollado una gran cantidad de métodos para la determinacioén de
urea, muchos de ellos basados en la hidrdlisis enzimatica utilizando la ureasa, en
donde uno o los dos productos de la reaccion enzimatica son menitoreados. Dentro de
estos métodos, algunos han sido disefiados de manera general, mientras que otros han
sido disefiados para la resoiucion de problemas especificos (52, 60).

De especial interés para el presente trabajo son los métodos para la
determinacién enzimatica de urea integrados a una configuracion FlA.en donde

generaimente el ion amonio es detectado.

Entre los detectores electroguimicos mas utilizados para la determinacion

enzimatica de urea se encuentra el electrodo selectivo. En las configuraciones FIA mas

sencillas, la urea es inyectada en un portador que contiene la enzima disueita. El
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cambio en el pH provocado por la reaccion enzimatica es detectado por un electrodo
de pH (61).

Johansson y Ogren 62) describieron un método de dsterminacion de urea por
FIA utilizando un electrodo de amoniaco. En esta configuracion, integran un reactor
empacado con ureasa inmovilizada antes del detector, a diferencia de otros autores
que inmovilizan la ureasa en la superficie de un electrodo selectivo de ion amonio (44,
45, 54, 55). Otros detectores electroquimicos utilizados en configuraciones FIA son los
detectores conductimétricos (56, 63) y coulométricos (64).

Uchiyama v col. utilizan un reactor empacado con ureasa inmovilizada en CPG
para la determinacién simuitédnea de urea, sodio, potasio y amonio en orina humana y
fertilizantes quimicos por cromatografia de iones con detector de conductividad (65).

Para la determinacidn espectrofotcmétrica de urea, puede utilizarse la ureasa

como disolucidon portadora e incorporar los reactivos necesarios para la reaccion de

Solich y col. (66).
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CAPITULD 2

REACCIONES ENZIMATICAS EN ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA)

2.1. GENERALIDADES

L.a combinacidn de la técnica de inyeccion en flujo descrita por Ruzicka y
Hansen (3) con los métodos enzimaticos de analisis puede producir soluciones
tiles para un gran numero de problemas, pues resulta muy ventajoso aprovechar
la velocidad y simplicidad del Analisis por Inyeccidn en Flujo (FIA) con la
selectividad de los métodos enzimaticos.

Las enzimas en FIA pueden utilizarse de tres formas: como catalizadores,
en la determinacion de una gran variedad de sustratos en una amplia diversidad
de muestras reales (67, 68, 69); para la determinacion de actividades enzimaticas
{70, 71) y, ia menos comun, es utilizando pre-reactores con enzimas inmovilizadas
para eliminar interferencias (72).

Existen dos maneras generales de utilizar las enzimas en FIA:

1. Enzimas en disolucion.
2. Enzimas inmoviiizadas.

La figura 2.1. muestra las aliernativas para el uso de enzimas en
disolucion: (A) Por aspiracion. como disolucion portadora o para converger con el
flujo portador. (B) Inyectadas en ia disolucidn portadora que contiene o a la que
confluye el sustrato, en una configuracion de FIA inverso (73). (C) Por

administracién continua en la celda de flujo a través de una membrana

permeable.
(B]
(€]
rjfh Detector
(Al J
Aspiracion é = )
LR 7V
LI N v g
desecho

Fig. 2.1. Alternativas para el uso de enzimas en disolucién en configuraciones FIA.
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Las enzimas inmovilizadas tradicionalmente se utilizan en reactores
ermmpacados a través de los cuales pasa el sustrato. Estos reactores empacados
pueden ser insertados tanto en el bucie de |a valvuia de inyeccidn (74, 75) como en
el sistema de transporte. Las enzimas pueden ser también inmovilizadas en la
celda de flujo en el detector (76) (Figura 2.2.} para ser utilizadas en detecciones
potenciométricas, quimioluminiscentes (77, 78, 79), reflectancia (80, 81),

fluorescencia (82) o espectrofotométricas (83).

mJ\V—E

o T~ desecho
I i I
Reactor Celda de
empacado fiujo

Fig. 2.2. Alternativas de uso de enzimas inmovilizadas en una configuracion FlA.

La incorporacion de enzimas en configuraciones FIA ha representado un
gran avance en el disefio de metodologias analiticas. La resolucion de problemas
analiticos mas complejos ha sido posible al utilizar las enzimas en
configuraciones FIA a su vez mas complejas, tales como los sistemas acoplados
HPLC/FIA, en donde pueden tenerse dos configuraciones generales:

a) Arreglos pre-columna, en ios cuales, ia inyeccion para el sistema FiA tiene
lugar antes de la inyeccién cromatografica.

b) Arreglos post-columna, en los cuales, la inyeccion FIA tiene lugar después del
proceso cromatografico.

Sistemas acoplados HPLC/FIA han sido utilizados para analisis clinicos de
rutina. Tal es el caso del analisis de acidos biliares en suero. Los niveles

normales de &cidos biliares totales se encuentran abajo de 1 mg/L, por lo tanto,
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concentraciones arriba de ésta indican que existe alguna enfermedad en el
higado. Por ofra parte, la relacién entre las concentraciones de los diferentes
acidos biliares son indicativos de padecimientos especificos, tales como cirrosis,
ictericia o colesterosis. Es por tantc necesario tener la posibilidad de analizar las
miuestras por medio del sistema FIA, a fin de seleccionar aguelias que contienen
acidos biliares en niveles supericres a 1 ppm; solamente estas muestras son

analizadas por HPLC (84).

2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR FIA

Los diferentes tipos de configuraciones FIA utilizadas para la
determinacién de la actividad enzimatica pueden ser:

1. Flujo detenido.

2.2.1, Configuraciones en flujo detenido
El detener el flujo en una configuracion FIA puede tener dos objetivos
diferentes:
1. Incrementar la sensibilidad por un aumento del tiempo de reaccidén. En este
caso, el flujo se detiene mientras el bolo inyectado se encuentra en el reactor.
2. Realizar medidas del comportamiento cinético, deteniendo el flujo cuando el
bolo inyectado se encuentra en la celda de fiujo de un detector no destructivo.
Desde el punto de vista técnico, existen muchas configuraciones FIA
posibles para implementar metodoiogias de flujo detenide, que van desde ias
configuraciones simples hasta configuraciones que involucran doble flujo detenido
o sistemas acoplados HPLC/FIA (85). Dependiendo de la complejidad de la
configuracién, se puede requerir el uso de una computadora gue sincronice el
tiempa en el que se efectie [a inveccidon con el momento en el que se detiens el

flujo.
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La figura 2.3. (A) muestra una configuracion simple de flujo detenido para
la determinacién de la actividad enzimatica. La enzima disuelta se inyecta en la
disolucion amortiguadora que posteriormente converge con las discluciones que
contienen al sustrato y los reactivos necesarios para la determinacion. El flujo se
detiene cuando el bolo de muestra llega a un detector y se registran los

incrementos de la sefal en funcidn del tiempo (Figura 2.3. (B)).

(A)
eC
Enzima
Buffer w_ D
Heactivo 1 /7 j _Ji,
Reactive 2 J d
(B)
5
K«aFluje
| detenido
Tiempo

Fig. 2.3. (A} Configuracion simple de flujo detenido. (B) Seiial obtenida.

Las determinaciones que involucran tiempos de reaccidn relativamente
grandes, requieren gue se detenga el flujo cuando el bolo de muestra esta en el
reactor, a fin de incrementar la cantidad de producto de la reaccion. Esto tiene
como consecuencia un decremento significativo en la frecuencia de inyeccion de
la muestra, y por consiguiente, un mayor tiempo de analisis. El uso de una valvula
de distribucion automatica (V.D.A.) y cuatro reactores en paralelo permite

optimizar la frecuencia de inyecciones, ya gue, mientras el cuartoc reactor se esta
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llenando, en los otros tres ya se encuentra la muestra previamente inyectada.
Esta configuracion, mostrada en la figura 2.4., fue aplicada por Rocks y Riley para
la determinacién de fosfatasa &cido prostatica en suero humano, basada en el

uso de a-natftil fosfato como sustrato y la formacion de un colorante diazo (86).

Enzima

Disolucisn
portadora

Reaclive

Fig. 2.4. Configuracién multicanal con flujo detenido.

2.2.2. Sistema abierto-cerrado

En las configuraciones abierto-cerrado, la muestra se inyecta en la
disolucién portadora, y después confluye con los reactivos necesarios para
realizar la deteccion. Una vez que el bolo de muestra ha pasado a través de la
celda de flujo del detector, ia valvula de seleccion (V.8.) se coloca en posicion de
cerrado, de esta manera el bolo de muesira queda atrapado dentro de un circuito,
pasando, con ayuda de la bomba auxiliar, de manera iterativa a través de la celda
del detector. Se obtienen entonices una serie de picos que incrementan su altura a
medida que ia reaccién enzimatica continua desarroliandose (Figura 2.5.).

Cabe hacer notar que en este tipo de configuraciones puede utilizarse la
enzima en disolucién, ya sea inyectada o aspirada, o bien, incluir un reactor
enzimatico en el circuitc abierto-cerrado.

Con este tipo de configuracion se han desarrollado diversas metodologias
para la determinacion de actividades enzimaticas (87, 88) asi como en sistemas
acoplados HPLC/FIA (89).
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Disolucibn Bomba

poriadora auxiliar
1

Reactive ‘

(B)

Tiempo

Fig. 2.5. {A) Configuracidn abierto-cerrado. (B) Sefial obtenida.

2.3. VELOCIDAD DE REACCION EN REACTORES ENZIMATICOS

Como ya se discutié en el capitulo anterior, el equilibrio de Michaelis-

Menten

k+l

—> v
E+S ES—t2 5P+ E

L

expresa el mecanismo por medio del cual el sustrato S se une reversiblemente a
la enzima E, para formar el complejo enzima-sustrato, £ES, el cual se descompone
irreversiblemente en ¢l producto P y la enzima. La expresion de velocidad para

esta reaccion es

Si [S] << K,, la ecuacién (2.1.) se simplifica en una expresién de primer

orden con respecto a la concentracion de sustrato.
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Muchas enzimas muestran un esguema de reaccién mucho mas
complicado gue el mecanismo simple de Michaelis-Menten, sin embargo, en el
resente trabajo se utilizé la enzima ureasa, en la cual, el equilibrio de Michaelis-
Menten describe de manera adecuada su funcionamiento. A continuacion se
presenta un analisis de la cinética de reaccion en reactores, tomando en
consideracion basicamente dos tipos de reactores. El primero de ellos, el mas
simple, se refiere a un tubo recto abierto y considera que la enzima se encuentra
en disolucion (20); el segundo considerarg efectos de transferencia de masa

interncs y externcs (90).

2.3.1. Tubo recto abierto
La fig. 2.6. muestra el balance de masa en un reactor de flujo considerado

como un tubo recto abierto.

!/ les
| =FIs e =F*lska
entra 4 sale
+3 F—

Fig. 2.6. Balance de masa en un reactor de flujo, Tubo recto abierto.

E! sustrato se convierte a producto a una velocidad v{moles/ml seg). La
velocidad neta de la reaccién guimica en el segmento ABCD es vol’, en donde

oV es el volumen del fiuido contenido en el reactor, y sera igual a

V=asl (2.2)

y a, es el drea de la seccion transversal.
La veiocidad de acumuiacion dei susirato (moles/seg), que es iguai a la
velocidad de cambio de la concentracion del sustrata en el elemento ABCD esta

dada por:
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oS
Et]* v =F[S] - F[S]., -véV  (2.3)
o
velocidad de acumulacién {moles/seg) = fiujo que entra - flujo que saie - términc de produccidn
por reaccion quimica

sustituyendo (2.2.} en (2.3.) y resolviendo el limite, cuando &/ — 0

asl__rasl_, a4
of a ol

v

gue es |la ecuacion fundamental para este tipo de reactores.
Tomando en cuenta que el término F /g, es la velocidad lineal promedio

(), entonces la ecuacién (2.4.) se puede escribir como

ast,alsl, |y (2.5.)
ot al

en el estado de equilibrio, esto es, cuando la concentracion del sustrato es

constante y 6[8]/ ot = 0, entonces

d[s] SR
U——==-v (2.6.)
dl
ud[S]=—vdl (2.7
Para la cinética de Michaelis-Menten, sustituyendo (2.1.) en (2.7.)

ko[ ELS]

ud[S] = - X, +[S]

dl (2.8)

rearreglando terminos y resolviendo las integrales correspondientes se obtiene

uK,, In 15]; +u[S], -[S],) = -k[E,L  (29)

[S1, 0

0 bien

33



er donde X es ia fraccion de sustrato convertida

X:M (2.11.)

0
[l
ES.EO

Rearreglando la ecuacién (2.10.)

T

[S].X = K, (1~ X) + k,{E], f (2.12)
y sustituyendo la relacion

T =

= (213)
i
en donde 1 es el tiempo de residencia, se obtiene
{S}OX:KMln(l—X)‘}-kz{E]OT (2.14.)
La ecuacién 2.14. relaciona los dos parametros mas importantes en el
disefio de reactores analiticos, que son la fraccién de sustrato convertida y el

tiempo de residencia, el cual esta relacionado con la dispersion.

2.3.2. Reactores empacados

La concentracion efectiva de sustrato en reactores con resistencia a la
transferencia de masa es menor en el sitio active que cuando la reaccion
enzimatica se lleva a cabo en un tangue (81). Por lo tanto, ia ecuacion (2.1.), para
un reactor empacado con la enzima inmovilizada en un soporte sélido, puede
representarse como una expresion de primer orden, inclusive a concentraciones

de sustrato en disolucion arriba de K,

i
——4=K7[S] (215)

endonde K es la constante de velocidad aparente:

%
K;f:%"()?% (2.16.)
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integrando la ecuacién (2.15) entre los limites So= S, , gue son las

L,’
concentraciones de sustrato a la enirada y la salida del reactor respectivamente, v

.t o tiempo de residencia 1, se obtiene

il K#r  (247)

5],

Expresando la ecuacion (2.17.) en términos de fraccion de sustrato

convertido:
~In(1-X)=K%r (2.18)

Debidc a la reaccién guimica, hay una disminucidon de la concentracion de
sustrato tanto alrededor como dentro del soporte sdlido. En el limite, cuando la
catdlisis es mas eficiente, la reaccién se lleva a cabo de manera mas completa en
la superficie que en el interior del soporte sdlido. Es conveniente entonces

expresar la utilizacion de la enzima en términos del factor de efectividad n,

n, = velocidad con transferencia de masa finita/velocidad con transferencia de

masa infinita

El factor de efectividad m puede a su vez dividirse en factores de
efectividad por transferencia de masa externa, n_ e interna, m,
Nt n, =1, (2.19.}
Estos factores de efectividad estan dados también por la relacion de
velocidades con transferencia de masa finita e infinita, que para una cinética de

primer orden es igual a la relacion de las velocidades de reaccion

K&
7, = -2 (2.20)

ps

== (221
.= { )
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en donde K, es la constante de velocidad en ausencia de limitaciones por

transferencia de masa externa y K es la constante de velocidad en ausencia de
toda resistencia a la transferencia de masa.

La transferencia de masa tanto externa como interna dependera del flujo y
la geometria del soporte solido (diémetro de particula, porosidad, superficie
externa, difusividad efectiva en los poros, etc), por lo que no es posible
establecer un modelc matematico general para reactores con resisiencia a la
transferencia de masa y cinética de Michaelis-Menten.

Un reactor con resistencia a la transferencia de masa apreciable muestra
una constante aparente de Michaelis-Menten mayor a medida que esta
resistencia a la transferencia de masa se incrementa. La validez de la
aproximacion de primer orden de la ecuacidn (2.1.) dependera entonces del
disefio del reactor, pero la ecuacion de Michaelis-Menten podra ser utilizada tarde
o temprano a medida de que la concentracién inicial de sustrato aumenta.

Un reactor que opere con una cinetica de orden cero ( [S]O >>Ky7) es

ocbviamente inltil desde el punto de vista analitico, ya que la cantidad del
producto es independiente de la concentracién inicial de sustrato.

En el sistema descrito anteriormente se ha considerado un fiujo mecanice
muy simple, sin tomar en cuenta el efecto del empacado de la columna, en donde
se tienen complicaciones adicionales a considerar, las mas importantes, a
difusion de eddy y la resistencia a la transferencia de masa en la fase movil, (92,
93) ademas del efecto del didmetro de la columna y la resistencia difusional a la

transferencia de masa. (84, 95)

2.3.3. Inhibicidn en reactores enzimaticos

La inhibicidn de enzimas ha sido utilizada para ia determinacién de
diversos metales (inhibidores de la reaccion enzimética) al ser la concentracion
de estos propoercional a la cantidad de enzima inhibida.

Ignorando la presencia de empacado, retomando la ecuacion (2.9.)
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uk,, 1nm£+u([S}L -[8),)=-K[E] L

51,

sustituyendc

y tomando en cuenta que
[51. =51, - £7]

se obtiene:

kEL Lo =[P+ K, k(22

151, - 7]

La cantidad [E] e,L da el contenido de enzima activa en el reactor. Si se
introduce un inhibidor y éste se une a una parte de la enzima, solamente la
cantidad (I'E]n —[EL)@VL de la enzima permanece activa. La cantidad de enzima
inhibida [E]OGVL es proporcional a la concentracion del inhibidor.

Si se miden la cantidad de producto antes de la inhibicidn [P]E y después

de la inhibicién [P]; se puede encontrar la cantidad de enzima inhibida

[[E]OQVL - ([E]o -[£], )avLE%— =[Pl -[P], + K. 1%&}&—“[[&1 (2.23.)

Definiendo ahora la efectividad como la relacion entre la concentracion de

producto y la concentracion inicial del sustrato

17} (2.24)
e At )
157,

se obtiene

[l et = {(%-m%f’;i m[-:‘—”ﬂ (2.25)

=Nz
Para valores pequeios de efectividad, la ecuacidn (2.25) se puede

expandir en serie
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[Sl]:F(nE—nI) 1+f§i +[§i (WE;F”")+...+

[E]a.L= (2.26)

Para valores grandes de [S] , o sea [S] >>[P] y [S],>K,, la cantidad de
enzima inhibida, y por lo tanto, la concentracion del inhibidor, es proporcional a
(775 - 771) .

En estas condiciones, es factible realizar determinaciones analiticas
empleando sistemas de inhibicion enzimatica. Para ello s necesario optimizar el
tamano del reactor enzimatico que se utilizara en el sistema de flujo. Un reactor
enzimatico grande se fraducira en poca sensibilidad en la medicién, mientras que

un reactor enzimatico pequefio dara intervalos cortos de concentracion de

inhibidor en el cual sea posibie realizar ia determinacién.
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CAPITULO 3
PARTE EXPERIMENTAL

El trabajo experimental del presente estudio puede dividirse
fundamentalmente en dos partes:

I. Inmovilizacion de la ureasa, que involucra tantc ias tecnicas de
inmovilizacién como la evaluacién misma de dichas técnicas de inmovilizacién, a
partir de su aplicacion como método de cuantificacion de urea y de la
determinacion de la actividad enzimatica de la ureasa.

Il. Viabilidad de la determinacién de mercurio por inhibicién de ureasa, que
comprende la optimizacion de tiempos de inhibicidn, teniendo un compromiso
entre sensibilidad y tiempo de analisis y la optimizacién del método de

regeneracién de [a enzima.

Reactivos:

1) Reaccion de cuantificacion:

Disolucién de acido hipocioroso. A 40 ml de agua se agregan 10 mi de
hipociorito de sodio 5%. Se ajusta el pH entre 6.5 y 7 con &cido ciorhidrico.

Disolucion de fenolato. Se disuelven 2.5 g de hidroxido de sodio y 10 g de
fenol en 100 mi de agua libre de amonio.

Disolucién madre de amonio. Se prepara una disolucidén madre de amonio
de concentracion aproximadamente 10 mM.

Disoluciénes patrén de amonio. Se preparan discluciones patron para la
curva de calibracion en un intervalo de concentraciones entre 0.1 y 5 miVi.

Disolucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.

Ureasa 16.9 Ul/ml. A partir de enzima ureasa Tipo Il de Jack Bean EC
3.5.1.5.(Sigma 31000 Ul/g).

Disolucién madre de urea. Se prepara una disoiucion madre de urea de

concentracion aproximada 10 mM en buffer fosfatos.
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Disoluciénes patron de urea. Se preparan disoluciones patron para la curva
de calibracion en un intervalo de concentraciones entre 0.06 y 5 mM.

2) Inmovilizacién de la ureasa en alginato:

Alginato de sodio.

Disolucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.

Disolucion de cloruro de calcio 50 mM en buffer fosfatos 0.05 M.

Enzima ureasa Tipo i de Jack Bean EC 3.5.1.5.(Sigma 31000 Uli/g)

3) Inmovilizacién de ureasa en CPG:

Disolucidn de acido nitrico 5%.

Disolucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.

3-aminopropil trietoxi sifano (Aldrich Chemical Company) 2.5 ml de 3-
aminopropil trietoxi silano se disuelven en 45 ml de disclucion amortiguadora

acido acético / acetato 0.05 M pH 5.0.

al 12% en amortiguador pirofosfato 0.1 M pH 8.5.

Enzima ureasa Tipo Il de Jack Bean EC 3.5.1.5.(Sigma 31000 Ul/g).

Vidrio de poro controlado malla 120-200, diametro de poro 242 A (CPG
Sigma PG 240-200)

4} Determinaciéon de mercurio:

Disolucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.

Disolucion de écido hipocloroso.

Disolucion de fenolato.

Disolucion de urea 4 y 2.5 mM.

Disolucion regeneradora: EDTA 10 mM
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Instrumentacion:

Se utilizd una bomba peristaltica con cabeza de ocho canales marca Gilson
Minipuls 3. Valvula de inyeccion de 4 pasos marca Rheodyne. Espectrofotometro
UV-Visible marca Varian modelo Cary 1.

Para el sistema de transporte-reaccion se utilizd tubo capilar de teflén de
1/16" D.E. x 0.5 mm D.l. Tuercas Deldrin para coneccién 1/18" sin bordo. Férulas
TEFZEL para coneccidn 1/16" sin bordo. Uniones simples y en T de polipropilenc.

Celdas de flujo de cuarzo de 1 cm y de vidrio de 0.1 cm de paso Optico.

3.1. INMOVILIZACION DE LA UREASA

3.1.1. inmovilizacién en alginato

PROCEDIMIENTO

Se prepard una disolucion de ureasa disolviendo 0.0545 g de proteina en
100 m! de la disolucidn de fosfatos. La actividad de la disolucién resuitante es de
16.9 Ul/ml.

Se disolvio 1 gramo de aiginato de sodio en 30 mi de buffer fosfatos. La
disolucion se deaired y se agregé 1 ml de la disolucion de ureasa. Esta disolucién
se hizo pasar a través de una jeringa con aguja de 0.3 mm goteando en una
disolucion de CaCl, 50 mM para formar esferas uniformes de enzima-alginato.

Las esferas de enzima-alginato se filtraron y lavaron primerc con la
disolucion amortiguadora de fosfatos fria, después con agua fria y por dltimo se
secaron a temperatura ambiente guardandose refrigeradas a 4°C hasta que se

utilizaron.
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3.1.2. Inmovilizacion en vidrio de poro controiado (CPG)
Se utilizd el método de inmovilizacién en CPG descrito por Masoom vy

Townshend (51).

PROCEDIMIENTO

Limpieza del vidrio

A 2 g de vidrio de poro controlado se les agregareon 20 ml de acido nitrico
5%, se calentaron manteniendo la ebullicidén durante 30 minutos. Posteriormente
se filtré a través de un filtro de vidrio sinterizado, se lavd con agua desionizada y

se secaron a 95°C durante 2 horas.

Activacion del vidrio

a) Silanizacion

Se preparo la disolucién del silanizante con 5 ml de 3 aminopropil tristoxi
silano y 45 ml de disclucién amortiguadora acético/acetato 0.05 M (pH 5). A esta
disoiucion se afadié el CPG seco y se mantuvo a una temperatura de 90°C
durante dos horas, agitando a intervalos de 15 minutos.

El CPG-aiquilaminado se filtrd a través de un filtro de vidrio sinterizado, se

lavd con agua desionizada y se seco a 95°C durante 2 horas.

b) Acoplamiento con glutaraldehido

Se preparé una disolucion de glutaraidehido al 12% en amortiguador
pirofosfato 0.1 M (pH 8.5). El CPG-alquilaminado se agrego a esta disolucion y se
mantuvo con agitacion suave durante una hora a temperatura ambiente. El CPG

activado se lavo con agua desionizada y se seco al vacio.
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Inmovilizacion de Ia enzima

Se prepard una disolucion de ureasa disolviendo 0.0545 g de proteina en
100 ml de disolucion amortiguadora de fosfatos. La actividad de la disolucion
resultante es 16.9 Ul/ml. Se agregaron 2 ml de esta disolucién a 0.1 g de CPG
activado en un vial cerrado, se mantuvo a 4°C durante 6 horas, agitando el vial
cada 30 minutos. Después de este tiempo, el CPG se filtrd, se lavo primero con

agua fria y despues con disolucién amortiguadora de fosfatos.

3.2. EVALUACION DE LA ENZIMA

Para la evaluacidén de la ureasa se realizd la determinacién de amonio
(producto de la reaccidn enzimatica), la determinacién de urea y la determinacion
de la actividad enziméatica utilizando la ureasa en disolucidn, inmovilizada en

alginato e inmovilizada en CPG.

dos finalidades:

a) Comparar las determinaciones de amonio y urea, teniendo para los dos
analitos fas mismas condiciones hidrodinamicas.

b} Referir ios resuitados de ias mediciones cinéticas a conceniracion de amoenio
proaucido por la reaccion enzimatica.

Para evaiuar la constante de Michaelis-Menten y la velocidad inicial
maxima se utilizé la transposicion propuesta por Lineweaver y Burke (ec. 1.3. )y
la de Hofstee y Eadie {ec. 1.4.).

Los célculos de velccidad se realizaron en base al incremento de
concentracion de amonio (producto de la reaccién enzimatica) por unidad de

tiempo.
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3.2.1. Ureasa en disolucion

3.2.1.1. DETERMINACION DE AMONIO POR FIA

L.a enzima ureasa, como se indico en la seccion 1.4.2, cataliza la hidrdlisis

de la urea segun la reaccion:

0
f , UREASA .
NH,-C-NH, &+ HoC+2H ———= 2NH, +CO5

En el presente estudio, todas las determinaciones que involucren la accion
de la enzima ureasa se realizaron indirectamente midiendo la cantidad de amonio
producido por Ia reaccién enzimatica; por esta razén, se propuso la metodologia y
se optimizaron tanto las variables quimicas como las variables FIA para la
determinacion de amonio.

La determinacidén de amonio se basa en la reaccion de Berthelot, en la cual
éste reacciona con hipoclorito de sodio y fenolato para formar el indofenol,
compuesto azul intenso que presenta una A - 620 nm v cuya concentracion es
proporcional a la concentracion inicial de amonio (96).

El mecanismo de la reaccidn de Berthelot es complejo, pero puede

resumirse como sigue (97):

NH; + OH === NH; + H,0

NH; + OCI === NH,Cl + OH

NH,CI + (/_\>OH + OH — CI + H,0 + HO /N NH,
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HO@NHZ + ©0H+ OH + 0, —> 0:<Z>:NO'+3 H,0

Indofenot

PROCEDIMIENTO

Se pesaron 274.4 mg de cloruro de amonio y se aforaron a 500 ml con

agua desionizada. La concentracidn de la disolucidon resultante es 10.26 mM. A
partir de ésta, se prepararon los patrones en concentraciones entre 0.1 v 5.13
mM.

Utilizando la disolucidon de concentracion 0.41 mM se optimizaron las
variables quimicas {(concentraciones de hipoclorito de sodio, hidroxido de sodio y

fenol) y las variables FIA (flujo de la disolucion portadora, volimen de inyeccién y

120 pl de la disolucién de amonio se inyectan en la disolucion portadora
(agua) y confiuye primero con ia disoiucion de &cido hipocioroso y posteriormente
con la disolucion de fenolato. La formacidn del indofenol ocurre en el reactor L2 y
pasa a través de la celda de flujo del detector produciendo un aumento en &l valor

de absorbancia medida a 620 nm.

AMONIO

AGUA

620 nn‘j

ACHIPOCLY

FENOL ATO

B33 Ay

Fig. 3.1. Configuracion para la determinacion de amonio.
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3.2.1.2. DETERMINACION ENZIMATICA DE UREA

PROCEDIMIENTO

75.07 mg de urea se disolvieron en 100 ml de agua desionizada. La

concentracién de urea en la disolucidn resultante es 12.5 mM. A partir de esta
disolucion se prepararon los patrones para la curva de calibracidon en
concentraciones entre 0.06 y 5 mM.

La figura 3.2. muestra la configuracidn utilizada para la determinacion de
urea utilizando la enzima ureasa en disolucion.

120 ul de la disolucion de urea se inyectan en la disolucion portadora, que
en este caso es la disolucidn de ureasa en fosfatos; por esta razén, la reaccion

enzimatica comienza a ocurrir desde el momento de la inyeccién. El amonio

volumen de inyeccidn, longitudes de los reactores, asi como las concentraciones
de acido hipocloroso y fenclato utilizadas que se utilizaron fueron las que

resultaron de ia optimizacién para la determinacién de amonio.

UREA

UREABA

AC.HIPOCL(

FEMNQLATO

Fig. 3.2. Configuracion para la determinacion de urea. Ureasa en disolucion.

3.2.1.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA UREASA

Debido a las caracteristicas de las malrices solidas en las que se

inmovilizé la ureasa, alginato y CPG, la determinacion de la actividad enzimética
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de la ureasa inmovilizada se determind por configuracién abierto-cerrado para el
primero y por flujo detenido para el segundo. Por esta razoén, y con el fin de poder
comparar los resultados, [a actividad enzimatica de la ureasa en disolucion se

determiné utilizando estos dos tipos de sistemas (abierto-cerrado vy flujo detenido).

Configuracién flujo detenido :
PROCEDIMIENTO

En una configuracion como la que se muestra en |a figura 3.2 se inyectaron

120 uL de disoluciones de urea de concentraciones 0.2, 0.4, 6.5, 1.0y 2.0 mM en
ia disolucion portadora de ureasa. Cuando el bolo de muestra ilega al detector, 33
seg. después de la inyeccion, el flujo se detiene para que en la celda de flujo del
detector continden tanto la reaccién enzimatica como la de la formacién de
indofenol. De esta manera, se obtiene una sefial creciente hasta que la reaccion
enzimatica finaliza y la sefial se mantiene constante. En este momento (5 minutos
después de la inyeccion) el flujo se restablece y la sefial regresa a la linea base,

pudiéndose entonces realizar una nueva inyeccion de urea.

Configuracion abierto-cerrado:
PROCEDIMIENTO

Se inyectaron por ftriplicado disoluciones de urea de concentraciones
0.125, 0.5, 1.25 y 2.5 miM

Para esta determinacion la configuracion que se utilizdé se muestra en la
figura 3.3.

120 ul de la disolucién de urea se inyectan en la disolucién portadora,
(ureasa en fosfatos). Una vez que el bolo de muestra ha pasado a través de la
celda de flujo del detector, las valvulas de seleccion V.S.1 y V.S.2 se colocan en
posicién de cerrado, quedando el bolo de muestra atrapado dentrc de un circuito,
pasando, con ayuda de la bomba auxiliar, de manera iterativa a través de la celda

del detector. (Figura 3.3. (B)) De esta manera se obtienen una serie de picos que
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incrementan su altura a

desarrollandose.

UREA

UREABA

medida que la reaccidn enzimatica

BOMBA
AUXILIAR

Y.E.

AC.HIPOCLEROSO

&

&N
/

FENQGL
O
¥.5.2
(B)
Desecho
e
Fa %
~__— N
Esechniu (J
ABIEHTOD CERBADO

continda

Fig. 3.3. (A) Configuracion para la determinacidn la actividad enzimatica de la ureasa. Ureasa en
disolucion. Sistema abierto-cerrado. (B) Detalle que muestra el funcionamiento de la configuracion

abierto-cerrado.
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3.2.2. Ureasa inmovilizada en alginatoc

3.2.2.1. DETERMINACION DE AMONIO/UREA

PROCEDIMIENTO

La figura 3.4. muestra la configuracidon utilizada para la determinacion de

amonic v urea integrando el reactor enzimatico empacado con la ureasa
inmovilizada en alginato

Se prepard un reactor enzimatico (RE) empacando un tubo de vidrio de 3
mm D.I. con las esferas de alginato-ureasa, previamente rehidratadas con cloruro
de calcio 5 mM.

El reactor enzimatico (RE) se integré a la configuracion como se muestra
en la figura 3.4. El cloruro de calcio utilizado como disolucidn portadora mantiene
ias esferas de aiginato-ureasa hidratadas, pero impide que se hinchen de manera
excesiva.

Se prepararon disoluciones patron de amonio en concentraciones 0.1, 0.2,
0.3, 0.5 y 1.5 mM. 120 ul de la disolucidon de amonio se inyectaron en una
configuracion como la que se muestra en la figura 3.4. Al pasar el bolo por el
reactor enzimatico no se lleva a cabo ninguna reaccién, sin embargo, el bolo sufre
la misma dispersidn fisica que para ia determinacion de urea. El bolo que
contiene amonio reacciona con €l acido hipocloroso v &l fenoiato para formar el
indofenol.

Para la determinacion de urea, se preparé una disclucidn de urea 10 mM,
A parlir de ésta se realizaron diluciones para obtener las disoiuciones patrén
entre 0.1y 1.5 mM.

Utilizando la misma configuracion que se muestra en la figura 3.4, 120 pl

de la disolucion de urea se inyectan en la disolucidn portadora. La muesira pasa a

resultante se determina por la formacion del indofenol.
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Fig. 3.4. Determinacion de amoniof/urea. Ureasa inmovilizada en alginato.

3.2.2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE UREASA

PROCEDIMIENTO

120 ul de la disclucién de urea se inyectaron en la disolucidn portadora,

como se muestra en la figura 3.5. La muestra pasa a través de la valvula de
seleccion V.S.1, la bomba auxiliar y finalmente a través del reactor RE en donde
ccurre la reaccidn enzimatica. Una vez que el bolo llega a la celda de flujoc del
detector, las vélvulas de seleccion V.8.1 v V.S.2 se colocan en posicidn de
cerrado, de esta manera el bolo de muestra gueda atrapado dentro de un circuito.
el pasc iterativo del bolo a traves del reactor enzimatico y la celda de flujo del
detector da por resultado una serie de picos que incrementan su aitura cada vez
gue pasa por el reactor enzimatico. Una vez que la reaccion enzimatica se ha
completado, la altura de los picos comienza a disminuir debido a la dispersion del
bolo en el sistema.

Se inyectaron por triplicade disoluciones de urea de concentraciones 0.1,
0.2,0.3y0.5mM.
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Fig. 3.5. Configuracidn para la determinacion la actividad enzimatica de la ureasa. Ureasa
inmovilizada en alginato. Sistema abierto-cerrado.

3.2.3. Ureasa inmovilizada en CPG

3.2.3.1. DETERMINACION DE AMONIO/UREA

PROCEDIMIENTO

La figura 3.6. muestra la configuracion utilizada para la determinacion de

amonio y urea integrando el reactor enzimatico empacado con la ureasa
inmovilizada en CPG.

El reactor enzimatico utilizado es un trozo de manguera de PVC de 1.3 cm
de longitud y 0.1 mm D.I. empacado con las microesferas de CPG-ureasa. En este
caso, no es necesario utilizar disolucién de cloruro de calcic como portadora, por
lo que se utiliza Gnicamente la disolucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.

Se prepararon disoluciones patrén de amonio en concentraciones 0.2, 0.4,
0.6, 0.8, 1.0, 2.5, 5.0 y 10.0 mM. 120 ul de estas disoluciones se inyectan en la
disolucidon portadora para obtener la curva de calibracién de amonio en un
sistema en el que el bolo sufre la misma dispersion fisica que para la
determinacion de urea.

Utilizando la misma configuracion mestrada en la figura 3.6, 120 ul de las

disoluciones de urea, preparadas en un intervalo entre 0.05 y 10.0 mM, se
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inyectan en |z disolucion portadora. La muestra pasa a través del reactor RE en

donde ocurre la reaccion enzimatica.

AMONIOFUHEA
FOSFATOS RES S
/; / /V\-Bzu nm
ACHIPOCLGROSO RE" Y
m{—mna de
FENQL ATOI Ureasa vidrip
i en CPG

Fig. 3.6. Configuracién para la determinacién de amoniofurea. Ureasa inmovilizada en CPG.

3.2.3.2. INTEGRACION DE UN BIOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA URFASA

PROCEDIMIENTC
La determinacién de la actividad enzimatica de la ureasa se realizé por

flujo detenido utilizando una configuracién como [a que se muestra en la figura

3.7.

UREA Celda

50 cm empacada
FOSFRTOS é f\f\__
AC_HIPOCLBROSO / 620 nm d

FENGLATO

!D
=
k]
ih]
o
[i+)

Fig. 3.7. Configuracion para la determinacion de la actividad enzimatica de la ureas
inmovilizada en CPG. Sistema flujo detenido.
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Se inyectan 500 pl de urea en la disolucion portadora (buffer fosfatos). Una
vez que el bolo de muestra ha liegado al detector (50 segundos después de la
inyeccidn) se detiene el flujo, de tal manera que en la celda ocurren tanto la
reaccion enzimatica como la formacioén del indofenol, obteniéndose una sefal
creciente hasta que la reaccién enzimatica finaliza. La bomba peristaltica se
vueive a encender después de 5 minutos vy se realiza una nueva inveccion de
urea.

En esta configuracidn se utilizé una celda de flujo de 0.1 cm de paso
Optico, empacada con la enzima inmovilizada en CPG como se muestra en la

figura 3.8.

Fig. 3.8. Celda de flujo empacada con la enzima inmovilizada en CPG.

3.3. INHIBICION DE UREASA POR MERCURIO

Se estudid la inhibicion de [a enzima por mercuric vy los diferentes
mecanismos para la regeneracion de ésta, a fin de evaluar la posibilidad de
utilizar a la ureasa para la determinacion de mercurio. Este metal inhibe la
disociacion de urea al unirse a los grupos tiol de la ureasa. La determinacién es
una modificacién al método propuesto por Bryce, Fernandez-Romero y Lugue de
Castro (98), esté basada en el monitoreo de la reaccidn enzimatica inhibida y no
inhibida (blanco) al ser inyectada una disolucion de urea, ésta pasa por el reactor
enzimatico y el amonio resultante confluye con las disoluciones de &acido
hipocioroso y fenoi. Ei decremento en ia sefiai por ia inhibicion de ia ureasa es

proporcional a la concentracion de mercurio.
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3.2.1. Optimizacion del tiempo de inhibicién

PROCEDIMIENTO

La figura 3.9. muestra la configuracién propuesta para la determinacion de

mercurio.

Por medio de la valvula V.1.1 se inyectan 120 ul de urea 4 mM, que pasa
por el reactor enzimatico que se encuenira en el bucle de ia vaivula de inyeccion
V.12, estando ésta en posicién de inyeccion. La sefal obtenida corresponde al
blanco.

Inhibicion. La valvula de inyeccion V.I.2 se cambia a posicién de llenado
para que la disolucidén de mercurio pase por el reactor enzimatico por un tiempo
predeterminado (Fig. 3.10.A). Una vez transcurrido éste, ia valvula V.1.2 se pasa a
posicion de inyeccidn y se inyecta la urea en la V.1.1 (Fig. 3.10.B). E! decremento
en ia sefial obtenida con respecio a la sefial del blanco es proporcional a la
concentracion de mercurio.

Para elegir el tiempo de inhibicién debe tenerse un compromiso entre

sensibilidad y tiempo de anélisis.

Hg
UREA

FOSFATIOS

AC. HIPRCLG

FENOUATO

Fig. 3.9. Configuracidn para la determinacién de mercurio. Optimizacién del tiempo de inhibicién.
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b P

Fig. 3.10. Conexion de las valvulas de inyeccién. (A} Ciclos de inhibicidn. (B) Medicion.

3.3.2. Regeneracion de ia enzima por tiempo

PROCEDIMIENTO

La figura 3.11. muestra la configuracion utilizada para la determinacion de

mercurio. Esta configuracion consta de dos sub-sistemas: el sistema de
inhibicion/regeneracién, constituido por las disoluciones de Hg, EDTA y el reactor
enzimatice, y el sistema de deteccién, que consta de la disolucion de urea, el
reactor enzimatico, el acido hipocioroso vy el fenolato.

Cuando la valvuia de inyeccién V.i.2 estd en posicion de llenado, se elige
entre la disolucion regeneradora y ia de mercurio (ver figura 3.10. Ay B).

Se realiza la inyeccion para la sefial del blanco y la inhibicién de la ureasa
con mercurio como se describio en la seccién anterior.

Regeneracion: Se elige la disolucion de EDTA por medic de ia valvula de
seleccion; esta se hace pasar a través del reactor enzimatico por un tiempo
predeterminado, después del cual la vélvula V.I.2 se pasa a posicién de
inyeccién. En la vélvula V.1.1 se inyectan 120 pl de urea 2.5 mM, gue pasa por el
reactor enzimatico y confluye con las disoluciones de ac. hipocloroso y fenolato.
El tiempo de regeneracién se elige de manera que la sefial obtenida sea igual a la
sefial obtenida inicialmente por el blanco. Una vez regenerada la enzima se repite

el proceso de inhibicién.
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Inhibicién. Se elige la posicién de la vélvula de seleccion para que pase
ahora la disolucidn de mercurio por el reactor enzimatico por el tiempo
predeterminado ya establecido. Una vez transcurrido éste, la valvula V.1.2 se pasa
a posicién de inyeccion y se inyecta la urea en la V.1.1. El decremento en la sefal
obtenida debe ser reproducible después de cada ciclo inhibicidn-regeneracion-

inhibicion.

EDTA
Hg
UREA

§$.a. 1 %\nz
FOSFATIOS : :
: CmD /

&

w?F{;E;:}l

e i o

AC. HIPDCLGROSO

FENOUATO

Fig. 3.11. Configuracién para la determinacién de mercurio. Regeneracién por tiempo.

3.3.3. Regeneracion de la enzima por puiso

PROCEDIMIENTO

El procedimiente utilizado en la configuracion que se muestra en la figura

3.12. se basa en el mismo principio gue el de la figura 3.11., Unicamente que en
éste ia ureasa es regenerada por el paso de un pulso de disoiucion de EDTA.

Una vez concluido el ciclo de inhibicién y determinado e! decremento en la
sefial de urea 2.5 mM, se inyectan 120 ul de la disolucién de EDTA por medio de
ia valvula V.1. 1, manteniendo la V.1. 2 en posicién de inyeccién, de manera gue el
bolo de EDTA inyectado pase a fravés del reacior enzimatico v regenere a la
ureasa. Posteriormente se realizan las inyecciones de urea 2.5 mM para verificar

gue la enzima ha sido regenerada.
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Fig. 3.12. Configuracioén para la determinacién de mercurio. Regeneracién por pulso.
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CAPITULO 4
RESULTADOS

4.1. INMOVILIZACION DE LA UREASA

4.1.1. Inmovilizacidn en alginato

Se inmovilizd la ureasa en alginatc como se describe en la seccion 3.1.1.
Si el total de la enzima queda inmovilizada en la matriz polimérica y toda esa
actividad se expresa, la actividad de la enzima inmovilizada seria de 16.89 Ul/g
de alginato.

La enzima queda atrapada entre los espacios intersticiales de la matriz
polimérica (Fig. 4.1.), por lo que el sustrato debe difundir hacia el interior de la red
polimérica para que ocurra la reaccién enzimatica y posteriormente el producto
difunda hacia el exterior.

Las esferas de alginato-enzima deshidratadas obtenidas tienen un
diametro entre 0.7-0.9 cm. Al hidratarse alcanzan un diametro entre 1.0-1.2 cm.

Los resultados de la evaluacion de la enzima inmovilizada en alginato
(determinacion de urea y actividad enzimatica) se muestran en las secciones
422

Fig. 4.1. Inmovilizacion de la ureasa en aiginato.

4.1.2. inmovilizacion en vidric de poro controlado
La ureasa se inmoviiizo en vidrio de poro coniroiado como se describe en
la seccidn 3.1.2. Si el total de la enzima queda inmovilizada en el CPG, la

actividad de la enzima inmovilizada seria de 337.9 Ul/g de vidrio.
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Existe ai menos una unién covalente entre la enzima y la superficie del
vidrio funcionalizado, pudiéndose producir un cambic en la estructura
tridimensional de la ureasa (Fig. 4.2). Existe una gran superficie de contacto
favoreciendo la reaccién enzimatica.

Los resultados de la evaluacidon de la enzima inmovilizada en alginato

(determinacion de urea v actividad enzimatica) se discuten en las secciones 4.2.3.

Fig. 4.2. Inmovilizacion de ia ureasa en microesferas de vidrio de poro controiado.

4.2. EVALUACION DE LA ENZIMA

4.2.1. Ureasa en disoiucion

4.2.1.1. DETERMINACION DE AMONIO POR FiA

Se inyecté una disolucién 0.41 mM de urea en una configuracion como la

mostrada en la figura 3.1. En base a ios valores reportados en ia bibliografia (61),
se variaron las concentraciones de los reactivos asi como el voliumen de
inyeccion, flujo de la disolucidn portadora, volumenes de inyeccién y iongitudes
de reactores con el fin de optimizar los valores a obtener la sefial mas intensa.

En la tabla 4.1. se muestran los datos de optimizacién de las variables
guimicas y las variables FIA.

Con los valores optimos se inyectaron por cuadruplicado 1as disoluciones
estandar de amonio utilizando la configuracidn y el procedimiento descrito en la

seccion 3.2.1.1. obteniéndose el fiagrama que muestra la figura 4.3.
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Tabla 4.1. OPTIMIZACION DE VARIABLES PARA LA DETERMINACION DE

AMONIO
VARIABLE INTERVALO VALOR OPTIMO
ESTUDIADO
Conc. hipoclorito {(%VV) 0.625-1.875 1.25
Conc. NaOH {g/mL) 0.010-0.030 0.025
Conc. fenol (g/mL) 0.05-0.15 0.10
Fiujo (mL/min) 05-15 1.0
Vol. de inyeccidn (ul) 120 - 220 120~
L1 (cm) 10-50 30
L2 (cm) 50-120 90

*Nota: 120 pl. corresponden al volimen minimo de la valvula de inyeccion.

A i0

4.0800

| g
3.0000
2.0000 | g
1.0009 _ "
-uusn-wmmmmmﬁm uUMM\

0000 20000 40.000 Tiempo (min)

Fig. 4.3. Determinacion de amonio por FlA. 1: 0.102 mM; 2: 0.205 mM; 3: 0.307 mM;
4: 0.410 mM; 5: 0.513 mM; 6: 0.821 mM; 7: 1.280 mM; 8: 2.565 mlM; 9: 5.130 mM;
Fal ._!_ll

. A/,

10: 10.26
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Los valores de altura de pico (absorbancia maxima - absorbancia linea

base) graficados en funcidn de la concentracién, se muestran en la gréfica 4.1.

3.0 5 .
CURVA DE CALIBRACION DE AMONIO
2.5
< 204
0O
Z
4 15+
X
2
m 10+ Pendiente 0 54454
< Ordenada 0 00074
R 099919
0.5 -1 n 9
0.0 1 T T T T g T T T T T
0 1 2 3 4 5

CONCENTRACION DE AMONIO (mi)

Gréfica 4.1. Determinacién de amonio FiA. De los puntos correspondientes a la figura 4.1.
Unicamente se encueniran graficados [0s punios que entran en intervalo lineal.

4.2.1.2. DETERMINACION ENZIMATICA DE UREA

Una vez optimizada la determinacion de amonio, se inyectaron
disoluciones estandar de urea de acuerdo a la configuracién y procedimiento
descrito en la seccidon 3.2.1.2., obteniéndose el flagrama que se muestra la figura
4.4,
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Fig. 4.4. Determinacion de urea por FIA. Ureasa en disolucién. 1: 0.0625 mM; 2: 0.125 mi;
3: 0.250 mM; 4: 8.500mM; 5: 0,625 mM; 6: 1.250 mM; 7: 2.5 mM; 8: 5.000 mM.

Los datos correspondientes a éste se encuentran en la grafica 4.2.

ABSORBANCIA

1.6 4
4 CURVA DE CALIBRACION DE UREA
14—
1.2 +
1.0
0.8
0.6 -
] Pendiente 0 56315
0.4 Ordenada 0.00175
] R 0.99905
0.2 n 5
C O
0.2 T T T ) T T T T T T T
0.0 4X5) 1.0 15 20 25

CONCENTRACION DE UREA (mM)

Grafica 4.2. Determinacion de urea por FIA. Ureasa en disolucidn. De los puntos correspondientes
a la figura 4.4. unicamente se encuentran graficados los puntos que entran en intervaio lineal.
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Tabla 4.2. CUADRO COMPARATIVO DE LA DETERMINACION DE AMONIO Y
DE UREA. UREASA EN DISOLUCION

DETERMINACION | PENDIENTE R INTERVALO
LINEAL
Amonic 0.5445 0.69919 0.1-5.0 mM
Urea 0.5631 0.99905 0.25-2.5 mM

Como puede apreciarse en la tabla 4.2, para este sistema, las pendientes
de la recta de calibracién para amonio es muy similar que la de la calibracion para
urea, a pesar de que la relacidn molar de la reaccion enzimatica sea 2:1
amonio/urea. Lo anterior se debe a gque la enzima estd en contacto con el
sustrato, y en consecuencia hay reaccion enzimatica, a través de todo el sistema
de transporte.

Calculando la efectividad de la enzima en este sistema, definida por la

ecuacion (2.28.) como 5 ={P]/[S], se obtiene un valor de 0.5171 (51.71%).

4.2.1.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA UREASA

Configuracién abierto-cerrado:

Se inyectaron por triplicado disoluciones de urea de concentraciones
0.125, 0.5, 1.25, y 2.5 mM siguiendo el procedimiento de la seccion 3.2.1.3.

El fiagrama obtenido de esta configuracion abierto-cerrado se muestra en
lafigura 4.5.

El calculo de la velocidad inicial se realizd utilizando el método integral
tomando medidas a tiempo fijo (15, 28), tomando como tiempo inicial el momento
de realizar la inyeccién. Con los valores de absorbancia, y refiriéndolos a la curva

de calibracidon de amonio, se calculd la concentracidn de amonio {en uM)
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preducido por la reaccidn enzimatica por segundo. Los datos se graficaron en

funcion de la concentracion de urea y se obtuvo la gréfica 4.3.
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Fig. 4.5. Determinacidn de la actividad enzimética de la ureasa. Ureasa en disoiucién.
12 0.125 mM; 2: 0.500 mM; 3: 1.250 mM; 4: 2.500 mM. Las flechas indican los valores de

absorbancia para calcular la velocidad inicial.

; INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO
EN LA VELOCGIDAD INICIAL
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Grafica 4.3. Influencia de la concentracién de sustrato en la velocidad inicial. Ureasa en
disolucién. Configuracion abierto-cerrado.

Para evaluar la constante de Michaslis-Menten v la v
maxima se realizaron la trasposicién de Lineweaver y Burke y la de Hofstee vy

Eadie, obteniéndose ias grafica 4.4. v 4.5. respectivamente.
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Grafica 4.4. Determinacion de la constante de Michaelis-Menten y la velocidad inicial maxima de
la ureasa. Trasposicion de Lineweaver y Burke. Ureasa en disolucion. Configuracion abierto-

cerrado.
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Grafica 4.5. Determinacién de la constante de Michaelis-Menten y la velocidad inicial maxima de
la ureasa. Trasposicion de Hofstee y Eadie. Ureasa en disolucion. Configuracion abierfo-cerrado.
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Configuracién flujo detenido:

Se inyectaron por triplicado disoluciones de urea de concentraciones 0.2,
0.4, 0.5, 1.0 y 2.0 mM siguiendo el procedimiento de la seccidén 3.2.1.3. para la
determinacion en flujo detenido .

El fiagrama obtenido de esta configuracion se muestra en la figura 4.6.
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Fig. 4.6. Determinacion de la actividad enzimatica de la ureasa. Ureasa en disolucién.
1. 0.2 miM; 2: 0.4 mii; 3; 0.5 mi; 4: 1.0 mM; 5: 2.0 mM. Las fiechas indican los valores de
absorbancia para calcular la velocidad inicial.

Nuevamente se realizd el calculo de la velocidad inicial utilizando el
método integral tomando medidas a tiempo fijo (33 segundos después de la
inyeccidn). Con los valores de absorbancia, y refiriéndolos a la curva de
calibracion de amonio, se calculé la concentracion de amonio (en uM) producido
por la reacciéon enzimatica por segundo. Los datos se graficaron en funcion de la

concentracién de urea y se obtuvo ia grafica 4.6.
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INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO
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CGrafica 4.6. influencia de la concentracidn de sustrato en ia velocidad inicial. Ureasa en
disolucion. Configuracion abierto-cerrado.

Las ftrasposiciones de Lineweaver y Burke y de Hofstee y Eadie para
evaluar los parametros cinéticos se muestran en las graficas 4.7. y 438.

respectivamente.

180 - DETERMINACION DE Km
UREASA EN DISOLUCION FLUJO DETENIDO

170 4
160

150 <

S 140 4
£ y
My
B 130 A
z :
~ 4204 Pendiente = KMM\omax 13.869
] Ordenada =  1N\omax 101.868
110 R (99913
1 n 5
100 ~
90 T T T T Y T T T 4 T
ol 1 2 3 4 5

1/CONC. SUSTRATO {1/mM)

Gréfica 4.7. Determinacion de la constante de Michaelis-Menten y la velocidad inicial maxima de
ia ureasa. Trasposicién de Lineweaver y Burke. Ureasa en disolucién. Configuracién flujo detenido.
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UREASA EN DISOLUCION FLUJO DETENIDO
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Gréfica 4.8. Determinacion de Ia constante de Michaelis-Menten v la velocidad inicial méxima de
la ureasa. Trasposicién de Hofstee y Eadie. Ureasa en disolucidn. Configuracion flujo detenido.

En la tabla 4.3 se encuentran resumidos los resultados obtenidos del
tratamiento de resuttados. Al observar estos resultados se puede decir que el
calculo de los parametros cinéticos y la actividad de la enzima utilizando
cuatquiera de las dos trasposicicnes es practicamente el mismo, sin embargo, el
vaior de R para ia recia obtenida por medio de ia trasposicion de Hofstee y Eadie
es menor que el obtenido para la trasposicidn de Lineweaver y Burke. Esto es

debido a que en la ecuacion utilizada para la trasposicion de Hofstee y Eadie

V
Vo = _KM [§] + (Vo)max

fos valores experimentales (V,) se encuentran en ambos lados de {a ecuacion, por
lo que la dispersidn de los resultados se ve afectada tanto en el eje de las

abscisas como en el eje de las ordenadas.
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TABLA 4.3. PARAMETROS CINETICOS DE LA URFASA. UREASA EN

DISOLUCION
Abierto- Pendiente | Ordenada R (Vo) max Ku Actividad
Cerrado al origen {(umol/L seg) | (mM) (Ul/L)
Lineweavery | 13.661 106.358 | 0.9991¢ 8.402 0.128 564
Burke
Hofstee y -0.129 9.411 0.99866 9.411 0.129 565
Eadie
Flujo Pendiente | Ordenada R (V) ax Ky Actividad
detenido al origen (umolfL seq) | (miM)} (LH/L)
Lineweavery | 13.869 101.869 | 0.99913 9.816 0.136 589
Burke
Hofstee y -0.138 0.828 0.99807 9.828 0.138 590
Eadie

4.2.2. Ureasa inmovilizada en alginato

4.2.2.1. DETERMINACION DE AMONIO/UREA

La figura 4.7. muestra el fiagrama obtenido al inyectar estdndares de

amonio en concentraciones 0.1, 0.2, 0.3, 0.5 y 1.5 mM. en una configuracion

como la que se muestra en la figura 3.4.
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Fig. 4.7 Determinacion de amonio. Ureasa inmovilizada en alginato. 1: 0.1 mM; 2: 0.2ZmM;
3: 0.3mM; 4: 0.5mM; 5: 1.5 mM.

Los valores de altura de pico (en unidades de absorbancia) graficados en

funcién de la concentracion de amonio se muestran en la grafica 4.9.

1 DETERMINACION DE AMONIO
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Crafica 4 8 Determinacidn de amoenio, Ureasza inmovilizada en alginato. De los puntos
correspondientes a ia figura 4.7. Gnicamente se graficaron los que entran en intervalo lineai.
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Posteriormente se procedic a realizar la determinacion enzimatica de urea.
Se empacd un tubo de vidrio con las esferas de ureasa inmovilizada en alginato
previamente hidratadas. La longitud 6ptima del reactor se determind en 2.5 cm.

El fiagrama obtenido al inyectar las disoluciones estandar, en

concentraciones de 0.1 a 1.5 mM se muestra en la figura 4.8.
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Fig. 4.8. Determinacion de urea por FlA. Ureasa inmovilizada en alginato. 1: 0.1 mM; 2: 0.2m;
3. 0.3miM; 4: 0.5mM; 5; 1.5 mM.

Los datos correspondientes a éste se encuentran en la grafica 4.10., y en
la tabla 4.4. se muestran los resultados para la determinacion de amonio y de
urea.

Al analizar los resultados de la tabla 4.4. se observa que en este caso, la
pendiente de la recta para la curva de calibracion de urea es aproximadamente
del doble de magnitud (1.7 veces maycr) de la pendiente de la curva de
calibracion de amonio. En este caso, el sustrato atraviesa por el reactor
enzimatico, que constituye solamente una zona del sistema de transporie,
manteniéndose la relacion amonio-urea 2:1.

Al integrar el reactor enzimatico en la configuracién, el bolo de muestra

debe afravesar una zona en donde sufre una mayor dispersion fisica. En el caso

de la determinacidon de amonio, no ocurre ninguna reaccidn en

enzimatico, pero el bolo de muestra si sufre dispersidn fisica, obteniéndose en

consecuencia una recta de calibracién con un coeficiente de regresién bajo.
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En el caso de la determinacion de urea, el sustrato debe difundir al interior
de la matriz polimérica, transformarse en amonio al contacto con la enzima vy
difundir éste producto al exterior. Por esta razdn, aunado a la dispersion fisica
qgue sufre el bolo en el reactor, el intervalo lineal y el valor de R de la recta de
calibracion es menor a la obtenida en el sistema de ureasa en disolucion.

Para este sistema, el vaior de n es de 0.8330 (83.30%).
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Grafica 4.10. Determinacién de urea por FIA. Ureasa inmovilizada en aiginato. De los puntos
correspondientes a la figura 4.8. Gnicamente se graficaron los que entran en intervalo lineal.
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Tabla 4.4. CUADRO COMPARATIVO DE LA DETERMINACION DE AMONIQ Y
DE UREA. UREASA EN ALGINATO

DETERMINACION | PENDIENTE R INTERVALO
LINEAL
Amonic 0.2666 0.98890 0.1-0.5 mM
Urea 0.4441 0.99745 0.1-0.5 mM

4.2.2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE UREASA

Con el reactor utilizado para la determinacion de urea se montd la
configuracion abierto-cerrado (Fig. 3.3.) y se siguié el procedimiento descrito en la
seccion 3.2.2.2.

Se inyectaron por triplicado disoluciones de urea de concentraciones 0.1,
0.2, 0.3, y 0.5 mM obteniéndose el fiagrama que se musstra en ia figura 4.9.

Para poder calcular la actividad de la ureasa por gramo de alginato, se
desempace la columna y se dejaron secar las perlas de alginato. E! peso del
alginato seco con la ureasa inmovilizada fue de 0.0109 gramos.

A partir del fiagrama de la figura 4.9, se tomaron los valores de
absorbancia a tiempo fijo (64 segundos), tomando como tiempo inicial el momento
de realizar la inyeccién. Con los valores de absorbancia, vy refiriéndoios a la curva
de calibracion de amonio, se calculd la velocidad inicial (en umol/L seqg) para cada
concentracion de sustrato. Los resultados de gréaficar la velocidad inicial en

funcion de la concentracion de urea se muestran en la gréfica 4.11.
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Fig. 4.9. Determinacion de la actividad enzimatica de la ureasa. Ureasa inmovilizada en alginato.
1: 0.1 mM; 2: 0.2mM; 3: 0.3mM; 4: 0.5mM. Las fiechas indican los vaiores de absorbancia para
calcular [a velocidad inicial
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Gréafica 4.11. influencia de la concentracién de sustrato en la velocidad inicial. Ureasa
inmovilizada en aiginato.
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Se realizd la trasposicion de Lineweaver y Burke y de Hofstee y Eadie,

obteniéndose las graficas 4.12. y 4.13. respectivamente.
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Grafica 4.12. Determinacion de ia constante de Michaelis-Menten y la velocidad inicial méaxima de
la ureasa. Trasposicion de Lineweaver y Burke Ureasa inmovilizada en alginato.

Tomando en cuenta que se utilizaron 0.0109 g de alginato con ureasa
inmovilizada, se calculo la actividad de la enzima por gramo de polimero.
Los valores de los parametros cinéticos de la ureasa inmovilizada en

alginato se encuentran resumidos en la tabla 4.5,
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Grafica 4.13. Determinacion de fa constante de Michaelis-Menten y la velocidad inicial maxima de

la ureasa. Trasposicion de Hofstee y Eadie. Ureasa inmovilizada en alginato.

TABLA 4.5 PARAMETROS CINETICOS DE LA UREASA. UREASA EN

ALGINATO
Pendiente | Ordenada R (V) max Ku Actividad
al origen (umol/L seg) | (mM) (Ulg)
Lineweaver y 2.627 38.59 0.98730 25912 0.068 17.11
Burke
Hofstee y -0.06¢9 26.10 0.96957 26.104 0.069 17.243
Eadie

Como puede cbservarse en las graficas 4.12 y 4.13, al realizar las

transposiciones de Lineweaver y Burke y de Hofstee y Eadie, no se obtiene una

linea recta, sino una curva, per o que es mas conveniente en este caso utilizar

los términos V_ (velocidad que se alcanza cuando la enzima esta saturada por el
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sustrato} y K o K, aparente (conceniracion del sustrato a la cual la velocidad de
reaccion es igual a V /2), como fueron definidos en la seccion 1.3.2.

Estos resultados concuerdan con lo discutido en la seccidn 2.3.2., ya que
en e] caso de esta configuracién, utilizando el reacior empacado con las esferas
de alginato en donde fue inmovilizada la ureasa, la cinética enzimatica se ve
afectada por los terminos de transferencia de masa interna y externa. Esta
transferencia de masa dependera del flujo y la geometria del soporte sélido
(diametro de particula, porosidad, superficie externa, difusividad efectiva, etc.).

Se puede observar que la actividad de la enzima inmovilizada en alginato,
al utilizarlo en un sistema de flujo continuo, en donde hay un caracter cinético
inherente, es practicamente igual a la actividad calculada considerando que el

total de la enzima quedara inmovilizada en la matriz polimérica (16.89 Ul/g).

4.2.3. Ureasa inmovilizada en CPG

4.2.3.1. DETERMINACION DE AMONIC/UREA

‘n.um:M\}j‘u\NMiMM umM L \

Tiempo [min}

Fig. 4.10. Determinacidn de amonio. Ureasa inmovilizada en CPG. 1: 0.2mM; 2: 0.4mM;
3:0.6mM; 4: 0.8 mM; 5: 1.0 mM; 6: 2.5 mM; 7: 5.0 mi; 8: 10.0 mM.

La figura 4.10. muestra el fiagrama obtenido al inyectar estandares de

amonio en concentraciones de 0.2 a 10 mM en una configuracién como la que se
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muestra en la figura 3.6., integrando un reactor de 0.127 cm D.I. y 1.3 cm de
longitud, empacado con ureasa inmovilizada en CPG.

{ os datos correspondientes a éste se encuentran en la gréfica 4.14.
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Grafica 4.14. Determinacion de amonio. Ureasa inmovilizada en CPG, De la figura 4.10. se
graficaron Gnicamente ios puntos que guedan dentro del intervalo lineal.

Para la determinacién enzimatica de urea, siguiendo el procedimiento
descrito en ia seccidn 3.2.3.1. se inyectaron disoluciones de urea en un intervalo
de concentraciones entre 0.0625 y 10 mM. El fiagrama obtenido se muestra en la
fig. 4.11.

lLos resultados obtenidos al graficar alturas de pico (en unidades de

absorbancia) en funcidn de concentracién se muestran en la gréfica 4.15.
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Fig. 4.11. Determinacién de urea por FIA. Ureasa inmovilizada en CPG. 1: 0.0625 m;
2:0.125 mM; 3: 0.250 mM; 4: 0.5 mM; 5: 0.625 mM; 6: 1.25 mM: 7: 2.5 mM; 8: 5 mM;
9: 10 mM.
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Grafica 4.15. Determinacion de urea por FIA. Ureasa inmovilizada en CPG. De los puntos
correspondientes a ia figura 4.11. dnicamente se graficaron los que entran en intervalo lineal.
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Tabla 4.6. CUADRO COMPARATIVO DE LA DETERMINACION DE AMONIO Y
DE UREA. UREASA EN CPG

DETERMINACION | PENDIENTE R INTERVALO
LINEAL
Amonio 0.214 0.99645 0.2-1.0 mM
Urea 0.385 0.99932 0.0825-2.5 mM

Al analizar los resultados de la tabla 4.6. se observa gue en este caso, la
pendiente de [a recta para la curva de calibracion de urea es casi del doble de
magnitud de la pendiente de la curva de calibracion de amonio (1.7 veces mayor).
En este caso, como en el caseo de la enzima inmovilizada en aiginato, el sustrato
atraviesa por el reactor enzimatico, que constituye solamente una zona del
sistema de transporte, manteniéndose la relacién amonio-urea aproximadamente
2:1. La diferencia en esta relacién puede traducirse en el grado de conversion
enzimatica. Si se calcula la eficacia de la reaccién enzimética para este sistema,
se obtiene un valor de 0.8492 (84.92%).

4.2.3.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE UREASA

Se empacé la celda de flujo de 1 mm de paso éptico con 7.6 mg de vidrio
de poro controlado con la ureasa inmovilizada.

Al inyectar disoluciones de urea de concentraciones 0.06, 0.25, 0.50, 1.00
y 2.50 mM v detener el flujo segun el procedimiento descrito en la seccién 3.2.3.2.

se obtiene un fiagrama come el que se muestra en la figura 4.12.
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Fig. 4.12. Determinacion de la actividad enziméatica de la ureasa. Ureasa inmoviiizada en CPG. 1:
0.0625 mM; 2: 0.250 mM; 3: 0.500 mM: 4: 1.000 mM; 5: 2.500 mM.

A partir de este flagrama, se tomaron los valores de absorbancia a tiempo
fijo (50 segundos), tomando como tiempo inicial el momento de realizar la
inyeccion. Los valores de absorbancia se refirieron en este caso a la curva de
calibracién de amonio correspondiente a la configuracion sin integrar el reactor
enzimatico, ya que en este caso, el bolo de muestra no sufre dispersion en el
sistema de transporte, y se corrigieron por la longitud del paso optico. Se calculd
la velocidad inicial (en umol/L seg) para cada concentracién de sustrato. Los
resultados de graficar la velocidad inicial en funcién de ia concentracion de urea

se muestran en la gréafica 4.16.

81



INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIEN DE SUSTRATO
SCERE LA VELOCIDAD INIGLAL

124 UREASA EN CRG @
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Grafica 4.16. Influencia de la concentracion de sustrato en la velocidad inicial. Ureasa
inmovilizada en CPG.

Se realizaron las trasposiciones de Lineweaver y Burke y de Hofstee vy
Eadie, obteniéndose las graficas 4.17. y 4.18. respectivamente.

DETERMNACION DE Km
UREASA EN CPG

T T T T T
0 5 10 15

1/CONC. SUSTRATO (1/mi)

Grafica 4.17. Determinacién de la constante de Michaelis-Menten y la velocidad inicial maxima de
la ureasa. Trasposicién de Lineweaver y Burke Ureasa inmovilizada en CPG.
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Grafica 4.18. Determinacién de la constante de Michaelis-Menten y ta velocidad inicial maxima de

la ureasa. Trasposicién de Hofstee y Eadie. Ureasa inmovilizada en CPG.

Tomando en cuenta que se utilizaron 7.6 mg de vidrio de poro controlado

con ureasa inmovilizada, se calculé la actividad de la enzima por gramo de CPG.

Los valores de los parametros cinéticos de la ureasa inmovilizada en CPG

se encuentran resumidos en la tabla 4.7.

TABLA 4.7. PARAMETROS CINETICOS DE LA UREASA. UREASA

INMOVILIZADA EN CPG

Pendiente | Ordenada R (Vo max K Actividad
al origen (umol/l seg) | (MM) (Ulfg)
Lineweavery | 47 4977 61.9679 | 0.99942 16.1373 0.766 637
Burke
Hofstee y -0.6733 14.8198 | 0.98768 14.8199 0.673 585
Eadie
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Como puede observarse al analizar los resultados de la tabla 4.7., en este
caso, al realizar la trasposicion de Lineweaver y Burke si se obtiene una recta,
con un coeficiente de regresidon de 0.99942, debido fundamentalmente a dos
razones:

-El diametro de las esferas de vidrio de poro controiade es mucho menor ai de las
perlas de alginato v su geometria es mas regular, lo cual provoca una menor
dispersion del bolo de muestra en el interior del reactor enzimatico.

-Al inmovilizar la ureasa en las microesferas de vidrio, ésta se une a la superficie
del vidrio, por lo gue el sustrato no tiene que difundir al interior de la matriz sblida,
y los efectos de difusion son despreciables.

La trasposicidn de Hofstee y Eadie resulta de multipiicar por V XV ) .~ la
trasposicion de Lineweaver y Burke. Con esto, se tienen datos experimentales
(Vo) de ios dos iados de la igualdad, por ello se tiene una mayor dispersion y
consecuentemente una menor regresion en el calculo de la recta.

La actividad obtenida experimentalmente (637 Ul/g) es mucho mayor a la
actividad calculada si se considera que el total de la enzima gquedara inmovilizada
en el vidrio (338 Ul/g). Esto puede expiicarse desde dos puntos de vista:

a) Como se discutic en el capitulo 1, es posibie que al inmovilizar la enzima en
CPG exista un cambio en la conformacion de la enzima, y como consecuencia a
este cambio conformacional, la actividad enzimatica puede verse modificada.

b) Al inmovilizar la enzima en las esferas de vidrio, existe una gran superficie de
contacto (79 m?/g), favoreciendo la reaccion enzimatica, ademas de que al utilizar
el reactor enzimatico en un sistema de flujo continuo aumenta el nimero de
interacciones entre la enzima y e! sustrato.

La tabla 4.8. muestra el resimen de los resultados obtenidos para los tres

diferentes sistemas en los que se utilizo a ureasa.
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TABLA 4.8. RESUMEN DE RESULTADOS

(Volmex K Actividad % M
{umol/L seg) (mM)
Ureasa en 9.402 0.128 564 1U/L 54.33
disclucion. (1689)
Abierto-cerrado
Ureasa en 9.816 0.136 589
disolucidn.
Flujo detenido
Ureasa 25912 0.0681 17 1U/g 83.30
inmovilizada en (16.9)
alginato
Ureasa 16.1373 0.766 637 1U/g 84.92
inmovilizada en (338)
CPG

Nota: los valores entre paréntesis indican fa actividad teérica de la enzima.

De los resultados mostrados en la tabla 4.8. pueden hacerse las siguientes
observaciones.
- Al utilizar la ureasa en disolucion, la actividad enzimatica calcuiada en un
sistema de flujo continuo es significativamente menor a la actividad enzimatica de
la disolucién preparada. Esto puede deberse a que al realizar la medicion
cinética, la dispersion del bolo de muestra en el sistema es considerable,
provocando que la disminucién en la sefial debido a esta dispersién sea mayor

que el aumento en la misma debido a la reaccién enzimatica.

- En el caso de la enzima inmovilizada en alginato el bolo de muestra también

sufre dispersion fisica en el sistema cerrado, sin embargo, al atravesar el reactor

empacado con la enzima inmovilizada en alginate, hay un mayor numero de
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interacciones enzima-sustrato, por lo que la disminucion en la sefal debida a la
dispersién se ve contrarrestada con el aumento en la cantidad de amonio
producido en ei reactor enzimatico.

- Para el sistema enzima-CPG, la medicién no se realizdé en el sistema abierto-
cerrado, sinc en flujo detenido utilizando una celda de flujo empacada con la
enzima, por esta razdn, la dispersion fisica que sufre el boio de muestra en ia
celda es despreciable frente al aumento en la senal debida al avance de Ia
reaccion enzimatica.

- Al combinar el caracter cinético inherente del FIA con la cinética enzimatica no

es posible explicar el sistema por medio del modelo simple de Michaelis-Menten.
4.3. INHIBICION DE UREASA POR MERCURIO
4.3.1.0Optimizacion de! tiempo de inhibicidn

Utilizandoc la configuracién mostrada en ia figura 3.8. integrando un reactor
empacado con ureasa inmovilizada en CPG de 0.11 em D.I. y 1.0 cm de longitud.
Se inyectd una disolucion de urea 4 mM v la inhibicién de la enzima se realizé con

una disolucién de Hg (II) de concentracion 0.1 ppm, obteniéndose los resultados

que se muestran en la tabla 4.9.

TABLA 4.9. OPTIMIZACION DEL TIEMPO DE INHIBICION

Tiempo de A (blanco) c A (después de AA
Inhibicidn inhibicidn)
1 min. 0.3950 0.0213 0.3661 0.0289
2 min. 0.4264 0.02867 0.3880 0.0384
3 min. 0.4381 0.0255 0.3760 0.0621
5 min. 0.4129 0.0154 0.3407 0.0722
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4.3.2. Regeneracion de la enzima por tiempo

Como se indico en la seccion 3.3.2., para elegir el tiempo Optimo de
inhibicion dete tomarse en cuenta la sensibilidad y el tiempo de analisis, por esta
razon, se establecid el tiempo dptimo de inhibicién de la ureasa en fres minutos.
Se procedid entonces a optimizar Ia regeneracion de la enzima haciendo pasar
por el reactor enzimatico una disolucién de EDTA 10 mM por ocho minutos,
obteniéndose el fiagrama que se muestra en {a figura 4.13.

Como puede observarse en la figura 4.13., después de hacer pasar la
disolucion de mercurio 0.1 ppm durante tres minutos, la sefial correspondiente a
la inyeccion de urea disminuye, pero no se vuelve a restablecer alin dejando 8
minutos la disolucién de EDTA. Asimismo, la sefial no disminuye mas por

inhibicién con disolucidn de mercurio 0.5 ppm.

A
8.2000. 1
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Fig. 4.13. inyecciones de urea 2.5 mM. 1: sefial correspondiente al blanco. 2: Inhibicién por Hg (11)
0.1 ppm durante 3 minutos. 3: Invecciones de urea 2.5 mM después de la inhibicion.
4:Regeneracion con EDTA 10 mM por 8 minutos. 5; Inyecciones de urea 2.5 mM después de la
regeneracion. 8: Inhibicién por Hg (II) 0.5 ppm durante 3 minutos. 7: Inyecciones de urea 2.5 mM
después de la inhibicién. 8: Regeneracidon con EDTA 10 mM por 8 minutos. 9: Inyecciones de urea
2.5 mM después de la regeneracion.

Por esta razdn, se procedié a disminuir el tiempe de inhibicidn a 1 minuto

utilizando mercurio 0.2 y 0.4 ppm. Los resultados se muestran en la figura 4.14.
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Fig. 4.14. Inyecciones de urea 2.5 mM. 1: sefial correspondiente al blance. 2: Inhibicion por Hg (il)
0.2 ppm durante 1 minuto. 3: Inyecciones de urea 2.5 mM despueés de la inhibicion.

4: Regeneracion con EDTA 10 mM por 3 minutos, 3 minutos de lavado con la disclucién portadora
de fosfatos. 5: Inyecciones de urea 2.5 mi después de la regeneracidn. 8: inhibicién por Hg (1)
0.4 ppm durante 1 minuto. 7: Inyecciones de urea 2.5 mM después de fa inhibicion.

8: 5 minutos de lavado con disolucién de fosfatos. 9: Inyecciones de urea 2.5 mM después del
tiempo de lavado.

En la figura 4.14. se observa que después de hacer pasar la disolucidon de
mercurio 0.2 ppm durante 1 minuto, dejando posteriormente dos minutos de
lavado con la disolucidn portadora de fosfatos, hay un decremento en la sefial
correspondiente a la inyeccidn de urea. Después de regenerar la enzima con
EDTA 10 mM durante 3 minutos, se obtiene el mismo valor de absorbancia que |a
sefial del blanco, pero al inhibir con mercurio 0.4 ppm la sefial se mantiene
constanie, por io que se dejé pasar ia disoiucidn portadora de fosfaios duranie 5
minutos, para eliminar el EDTA que hubiera quedado atrapado en los espacios

intersticiales del reactor enzimatico, sin embargo la sefial se mantuvo constante.

4.3.3. Regeneracion de la enzima por pulso

Debido a los resuitados obtenidos al regenerar la enzima haciendo pasar |la
disolucion de EDTA 10 mM por un tiempo predeterminado, se planteé regenerar
la ureasa con una sola inyeccion de EDTA, de concentracion suficiente para que

con dicha inyeccidn se restablezca la sefial del bianco.
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Fig. 4.15. Inyecciones de urea 2.5 mM. 1: Sefial correspondiente al blanco. 2: Inhibicién por Hg (1)
0.2 ppm durante 1 minuto, 3 minutos de lavado. 3: inyecciones de urea 2.5 mM después de fa
inhibicion. 4: tnyeccién de EDTA 5 mM. 5: Inyecciones de urea 2.5 mM después de la inyeccion de
regeneracion 6: Inyeccién de EDTA 10 mM. 7: inyecciones de urea 2.5 mM después de la
inyeccion de regeneracion 8: inyeccién de EDTA 25 mM. 9: Inyecciones de urea 2.5 mM después
de la inyeccion de regeneracion.

El flagrama de la figura 4.15. muestra la optimizacion de la concentracién
de EDTA para regenerar la enzima. Después de inhibir a la ureasa con la
disolucion de mercurio 0.2 ppm, se realizaron inyecciones de EDTA en
concentraciones 5, 10 y 25 mM. Con esta Ultima disolucién se restablece la sefial
del blanco en un 87.33%, por lo gue, con esta disolucion, utilizando un nuevo
reactor de ureasa, se realizaron alternadamente los procesos de inhibicion y
regeneracion de la enzima, obteniéndose el fiagrama que se muestra en la figura
418,

Los resultados se resumen en la tabla 4.10.

TABLA 4.10. INHIBICION Y REGENERACION DE UREASA

A A AA A A AA A A AA
Blanco 1 | Inhib. Blanco 2 | Inhib. Blanco 3 | inhib.

0.5857 0.5534 | 0.0323 0.5312 0.5041 | 0.0271 0.5309 0.5039 | 0.0272
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Fig. 4.16. Inyecciones de urea 2.5 mM. 1: sefial correspondiente al blanco. 2: Inhibicion por Hg (1i)
0.2 ppm durante 1 minuto, 3 minutos de lavado. 3: : Inyecciones de urea 2.5 mM después de la
inhibicién. 4: Inyeccion de EDTA 25 mM, 3 minutos de lavade. 5: Inyecciones de urea 2.5 mM
después de la inyeccion de regeneracion. 6: Inhibicion por Hg (11) 0.2 ppm durante 1 minuto, 3
minutos de lavado. 7: Inyecciones de urea 2.5 mM después de la inhibicion. 8: Inyeccién de EDTA
25 mM, 3 minutos de lavado. 9; Inyecciones de urea 2.5 mM después de la inyeccion de
regeneracion. 10: Inhibicion por Hg (I} 0.2 ppm durante 1 minuto, 3 minutos de lavado. 11:
inyecciones de urea 2.5 miM después de la inhibicién.

Después de la primera inhibicidn de la ureasa, la diferencia de absorbancia
con respecto al blanco es de 0.0323. Después inyectar ei pulso de EDTA, [a sefial
del bianco se restablece en un 80.7%. Después de este primer ciclo de inhibicién
- regeneracitn, en los siguientes dcs ciclos se observa que tanto la sefial del
blanco como la diferencia de absorbancias al inhibir la enzima se mantienen
constantes.

A continuacion se procedid a inhibir la enzima ureasa con disoluciones de
mercurio de concentraciones 0.2, 05 08 y 1 ppm, seguidas de la
correspondiente inyeccion de regeneracion con EDTA, obteniéndose el fiagrama
que se muestra en la figura 4.17.

La curva de calibracion correspondiente se construyd graficando los
valores de las diferencias de absorbancia entre las inyecciones de urea con la

enzima regenerada y las correspondientes inyecciones después de los ciclos de

Los resultados se muestran en la gréfica 4.19.
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Fig. 4.17. inyeccionss de urea 2.5 mM. 1: sefial correspondiente al blanco. 2: Inhibicién por Hg (1)
0.2 ppm durante 1 minuto, 3 minutos de lavado. 3: Inyeccionss de urea 2.5 mM después de la
inhibicién. 4:inyeccion de EDTA 25 mM, 3 minutos de lavado. 5: inyecciones de urea 2.5 m\
después de fa inyeccidn de regeneracién. 6: Inhibiciéon por Hg (1) 0.5 ppm durante 1 minuto, 3

minutos de lavade. 7: inyecciones de urea 2.5 mM después de la inhibicién. 8: Inyeccion de EDTA

25 mM, 3 minutos de lavado. 9: Inyecciones de urea 2.5 mM despues de la inyeccion de
regeneracion. 10; inhibicién por Hg (1) 0.8 ppm durante 1 minuto, 3 minutos de lavado. 11:
Inyecciones de urea 2.5 mM después de la inhibicién. 12: Inyeccién de EDTA 25 mM, 3 minutos
de lavado. 13: inyecciones de urea 2.5 mM después de la inyeccidn de regeneracién.
14: Inhibicion por Hg (1) 1.0 ppm durante 1 minuto, 3 minutos de lavado. 15: Inyecciones de urea
2.5 mM después de la inhibicién,
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Grafica 4.19. Determinacién de mercurio por inhibicidn de la ureasa
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La grafica 4.19 muestra que es posible utilizar los mecanismos de
inhibicién-regeneracion de la ureasa para la determinacién de mercurio, no
obstante, para obtener un mejor valor de R es todavia necesario optimizar las
diferentes variables, como son el tamano del reactor, intervalos de concentracion

de mercurio, etc.
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CONCLUSIONES

De los resultados del presente trabajo experimental se pueden obtener las
siguientes canciusiones:
* Es posible incorporar el uso de enzimas a sistemas de flujo continuo para
determinaciones anaiiticas, tanto en disoluciéon como inmovilizadas.
* Al utilizar la ureasa en disolucion, la actividad enzimatica calculada en un
sistema de flujo continuo es significativamente menor a la actividad enzimatica de
la disolucién preparada. Esto puede deberse a que al realizar la medicidn cinética
en el sistema, la dispersion del bolo de muestra en el sistema es considerable,
provocando que la disminucién en ia sefial debido a esta dispersion sea mayor
gue el aumento en la misma debidc a la reaccién enzimética.
* En el caso de la enzima inmovilizada en alginato el bolo de muestra también
sufre dispersion fisica en el sistema cerrado, sin embargo, al atravesar ei reactor
empacado con la enzima inmovilizada en alginato, hay un mayor numero de
interacciones enzima-sustrato, por lo que la disminucion en la senal debida a la
dispersidon se ve contrarrestada con el aumento en la cantidad de amonio
producido en el reactor enzimatico.
* Al inmovilizar {a ureasa en alginato, los efectos de transferencia de masa
externa e interna afectan de manera significativa.
* Para el sistema enzima-CPG se obtiene el mayor incremento en la actividad
enzimatica por gramo de soporte. Este incremento puede deberse a:
Un aumento en el area superficial
Un aumento en el numero de interacciones entre las moléculas de sustrato y la
enzima, lo que se traduce en un aumento de la actividad de la enzima
inmovilizada.
Al inmovilizar la enzima en una matriz sélida ésta puede sufrir un cambio en su
estructura tridimensional, v por 1o tanto modificar su actividad.

* Es posibie determinar la concentracion de sustancias inhibidoras de enzimas.
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* E! ciclo inhibicién - regeneracion de ta ureasa para la determinacion de mercurio
se logra de manera mas adecuada inyectando la disolucién regeneradora de
EDTA.

* Es necesario optimizar el método de determinaciéon de mercurio, (intervalos de
concentracion de mercurio, longitud de reactor enzimético, etc.) para obtener un

mejor coeficiente de regresion.
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