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Resumen

RESUMEN

En los ultimos afios,

un incremento en Ia utilizacién de enzimas -

inmovilizadas para catélisis' en diferentes pfoc’e'so‘s' de la industria:‘(PaImieri ”y col, 1994

D Annibale y col, 2000). Las enzimas pueden ser atrapadas o Incorporadas covalentemente

en polimeros, y asi formar materiales blologucamente actlvos que sean estables y capaces de

actuar en ambientes extremos. Con esto en mente, este trabaj‘

conjugado biocatalitico mediante la unién del pohmero qu1tosano Icon Iaenzu

seguido de una modificacién quimica para mejorar:la catahsns en solvente orgamco

Se preprararon conjugados biocataliticos al lnmbvilizar,lé 'énZima lacasa del hongo

ligninolitico Coriolopsis ga//tca medlante reacc'. n qunmlca de. la carbodumlda sobre el

polimero quitosano. Estos conjugados enznmatlcos se sometleron a una modificacion
hidrofébica, mediante Ia‘adlmon de una_molecula de metoxn-polletllen glicol activada PM

5000.

Se Iogréy producir un conjugado quitosano-lacasa inmovilizando un 57 % de eniima
con las cohdiciones establecidas de temperatura y concentracidn de carbodimida, El gradp de
modificacién del quitosano, se determind mediante la titulacién de los grupos aminos cbn
fluorescamina. La inmovilizacién de la enzima en el quitosano le provee estabilidad
operacional a pH extremos (1y 12) y el modificar hidrofébicamente el conjugado Quitosano-
Lacasa, incrementa su estabilidad al doble. El perfil de actividad contra pH y temperatura no
se ve afectado al inmovilizar la enzima ni al modificar el conjugado Quitosano-Lacasa. En
cuanto a la estabilidad a temperatura no hubo una diferencia significativa de la enzima libre
con el conjugado Quitosano-Lacasa ni con el conjugado Quitosano-lLacasa-PEG. A pesar de
que la modificacién hidrofébica no le cdn'firié_una‘ mayor solubilidad al conjugado
Quitosano-Lacasa en solvente orgénico, éste si p:re"senté una mayor actividad en solvente

orgdnico con a, de 0.73 en comparacidn con la.enzima libre.
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INTRODUCCION

En la actualidad;’la industria se ha éiforzad,,o pqr*teperprqcﬁesds energéticarhenj:eww

econémicos y am‘bientalmentekamikgables.'uh'a' o‘pcién para esta problemética”e's“el‘u‘so‘ de la
biocatélisis. Las enzimas son biocatalizadores muy eficientes, selec'ti‘vps y :son
ambientalmente inocuos. Un aspecto importante de la biocatélisis es explorar a"plibcaclones
novedosas y estrategias para el uso de las enzimas (Valderrama y col, 2003). Una estrategia
emergente es, que al combinar la actividad catalitica de ciertas enzimas, con las propiedades
fisicoquimicas de polimeros da como resultado conjugados biocataliticos con caracteristicas

de interés para la industria como lo son estabilidad y facil recuperacién del catalizador.

Un aspectd irrjbqrtanfefpara; la:formacién de los conjugados biocataliticos, es el uso
de biopolimeros natﬁrélés"éyﬁflﬁéarldé"p'o‘limén}o’s“isih‘fétfi'EOS debido a su biocompatibilidad y
biodegradabilidad. Diversos estudios se"han enfocado ‘en utilizar polimeros naturales como
soportes para llevar a cabo algtin tipo de inmovilizacidn (Hirano y Zhang, 2000; Kurita y col,
1997; Wu y col, 2002). Dentro de los polimeros naturales, el quitosano ha sidq ampliamente
utilizado en alimentacién, medicina y biocatélisis debido a su alta disponibilidad, bajo costo y
biocompatibilidad (Majeti y Kumar, 2000). El quitosano es un polimero de interés para
llevar a cabo reacciones quimicas controladas debido a la reactividad:de sus grupos

funcionales (Vazquez-Duhalt y col, 2001; D Annibale y col, 2000; Wu ycol, 2002).

Dentro de las enzimas de interés biotecnoidgico se encuentra la Iacésa, la cual es
utilizada en su forma nativa o como biocatalizador inmovilizado (Luterek 'y cdl, 1998). La
lacasa tiene aplicaciones potenciales en la descontaminacién de sistemas que contienen
fenoles (Yaropolov y col, 1994), en el tratamiento de efluentes de IarihdUSYtria textil (Kérum

y Nicell, 1997) y para oxidar hidrocarburos aroméaticos (Pickard y col, 1999).
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Introduccién

Diferentes métodos se han descrito- para- conjugar polimeros con enzimas,
involucrandOade:formargeneral el acopla'mi"entordéi'é’fupdé'reactivos del polimero con’la

cadena POIIPEPtIdICa de la enzima, ;on el obJetlvo de incrementar la solubilidad y establlldad

de la enzima.en condiciones extremas” Con/”derando lo-anterior, la lacasa puede ser

conjugada covalentemente con el quntosan ebldo a q'ue la Iacasa en-su-superficie tiene un

gran nuimero de grupos carboxilos'y es p05|ble que exnstan mteraccnones electrostdticas con

los grupos amino del quntosano en ma d’ un’ p nt Debido a que “algunossustratos de esta

enzima son solubles en solvente organlco, ‘e propone una modlflcacnon hldrofob|ca del

sistema para que la reaccién se IIeve a cabo en una sola fase y se‘mejore la catélisis. Estudios

previos muestran que la modlflcamon qufmlca con (polietllen gllcol contnbuye en.gran
medida a la solubilidad, termoestabllvdad y establlldad de enznmas en solventes organlcos}
(Longo y Combes, 1999; Garcia-Arellano'y col 2002) Por lo tanto, con Ia mod]flcaaon'
hidrofébica del conjugado biocatalitico, se podrlan tener: caracterlsticas de mteres parala
industria como lo son estabilidad a condiciones extremas de pH, temperatura, solvente

orgénico y una fécil recuperacion del biocatalizador.
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Ant&edentes
1. ANTECEDENTES

1.1 Blocatélisis en Ia nueva Industrla e e e

ambiental, desarrolle_ecnologlas que. sean economlc‘men

col, 1992; Wu y col, 2002).

Una estrategia interesante pé_r'a"“mjyn*ipli,;,egtas“jexpecta'tivas es la biotecnologia de

enzimas. Las enzimas son‘prot‘e‘iri\lés‘ Aqué'ﬁfl;jynéiofna‘n como catalizadores acelerando la
velocidad de una reaccion qui'm‘ica. El uso de enzwimas no solo se refiere a la industria de
procesos, sino -que abarca otros sectores como la medicina, al analisis, la protec.;cién
ambiental, la energia y medios de comunicacién. Actualmente las enzimas puedehi_ser
empleadas como catalizadores en procesos industriales. También son usadas como fe?;ﬁfyos

analiticos 'y encuentran diversas aplicaciones en el campo de la medicina. El uso® 'renglar'en '

terapia clinica, la aplicacion en sensores-enzimaticos para controlar procesos y el desarrollo:

de tecnologias para‘el uso de enzimas en el tratamiento de efluentes, celdas electroquimicas
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y smtesns organlca, produce camblos sngnlﬁcatlvos en Ia magnltud y Ia estructura del

catalizadores _convencionales no biolégicos. rroyd',f"19985I:'Esto‘,se 'fae 1e las enzimas

tienen caracteristicas muy partlculares.‘alta actlwdad catalitlca, funmonan ’ten"(peramra

ambiente y presién atmosferlca, son blodegradables y muestran una gran especiﬂcndad de

sustrato (incluso estereo y regio selectiva). A pesar de el innegable p?tenci?'j‘fde |asienizimaS,
éstaé no siempre son estables bajo las condiciones de operacién cvqpej‘ rvequviere"n determrinaaos
procesos industriales. Sin er‘r':w»bargo, las enzimas pUed‘e‘nni ser ‘r"nanipulables mediante
modificaciones quimicaé o' con ingenierfa de pro‘t,e_inas', con. el o‘bjetivo de hacerlas més
estables a ambientes‘ex’trém‘os‘, mas solubleé o,\mé‘\’sj{ s:éléc't’ivas, para que seanfcapac'ésﬁ.'de

transformar materlas prlmas en productos de valor agregado (lianes, 1994) Este paso'

representa un: |mportante desaﬁo tecnologlco que esta siendo resuelto paulatmamente

mediante Ia |ntegracion de dlversos conocumlentos, lo que permute presentar u panorama

lnteresante para la blotecnologla y. perspectlvas de: desarrollo a cortO‘y medlan plazo

de una famlha de
oxidasa. La
r ol Japones ‘Rhus vernICIfera

(Yoshida, 1883). Las. lacasasgseen‘c’:uehtra’n _pr_lhcqpalmenfe ‘en hongos, pero también en
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bacterlas y plantas, son enZImas que contlenen cobre y que catallzan la omdacnon de

dlferentes compuestos aromatlcos, medlante la reduccuon de omgeno molecular a agua

(Yaropolov 'y coI,‘,l 994).

Diferentes lacasas se han aislado, caracterizado e incluso clonado en los ultimos afios
(Johannes y Majéh'é?é'z:y;k,7‘270:016)'.1 Sin embargo, dentro de las lacasas que se han estudiado,
poéas son provénientes de bacterias y ‘se hé propuesto que su funcién esté relacionada
principalmente en la formacnon de plgmentos En cuanto a Ias lacasas de plantas se sabe que

participan en la smtesns de llgnlna, medlante el acoplamlento de monollgnoles a ollgollgnoles,

durante procesos de regeneramon por dafos mecanlcos _Las lacasas fungales constltuyen el

numero de hongos las producen y puede‘

grupo meJor estudlado y caracterizado, un notabl

en dlferente especues Trametes verSIco/o »(Colllns y coI 1,99,6“ Majc

2000) y Ganoderma lumdum (Ko y col, 2001). La funcnon de

estructura’ del sitio-activo .es bastante conservad 2N as-lacasas funglcas, existiendo una

gran dwersndad en eI resto de la proteina pnnc1pa_ teen »Ia‘parteglncosndica de la enzima

(Mayer y Staples 2002)
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La actividad de Iacasa in wtro es determmada prmcnpalmente por ensayos

Ode cuon que ‘son colorldos.

. smngaldazma y sustratos no

fendlicos ricos en electrones como el ABTS (Johannes»y Majcherczyk 2000) Debldo a su

capacidad de catalizar la oxidacién de compuestos aromatlcos, Ias lacasas recxben una mayor

d trla en dlfe, es"' apllcacmnes.

atencion como en2|mas potenc:lales .pa

desllgmﬂcacnon de la: pulpa de papel degradacuon de |nsectm|das o pwstlc1das, tratamlentos

de residuos de la mdustrla textll y degradamon de hldrocarburos p |nucleoaromat|cos (Xuy

col, 2000).

El hongo“Cofiblppé_is gall/cadeada Ilgnlnay _br@dute -enzimas ligninoliticas,

principalménte Ia‘c‘:‘ésa .’"Co el dbjéti\/d dé estudiar la modificacion

enzimatica: de’“hldrocab os pomucle arol atxcos mediante Ia Iacasa de Coriolopsis gallica

UAMH 8260 VandertoI-Vanler y col (2002 purlflcaron y caractenzaron esta enzima (Tabla

1).

Tabla 1. Caracteristicas de la lacasa de C. gallica UAMH 8260 (Varﬁdektol-\/ahiér y col, 2002)

pl de isoenzima T 3.4
Peso molecular por SDS-PAGE 66 000
Peso molecular por MALDI-TOF 56 668
Contenido de carbohidratos 21%
Contenido de dtomos de cobre/molécula de lacasa 3.3
Indice de pureza (Azg : Agos) S
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Encontrando que es. una gllcoprotema azul con un contemdo de 4 atomos de cobre

por molecula EI peso molecular promedlo es de 66 kDa, con un contenldo de carbohldratos

“de 21%, valores que estan dentro del intervalo reportado” por Thurston ;(1994)» 'donde las
lacasas tlplcas muestran un. peso ‘molecular entre 60- 80 kDa,‘con un 'IS 20% de

carbohidrato.”

1.2.1 Mecanlsmo catalltico

Las lacasas flUngicas son oxu:lasas multlcobre, que catallzan Ia oxndacnon de Ia llgnlna,

orto y para difenoles y pollamlnas, usando oxugeno molecular como oxudante reduciendolo

directamente a agua. La oxudacmn de un sustrato fenollco (F': i “'vo‘qc‘ra; tlp -an ente‘ la

formacioén de un radical libre: después de Ia transferencna de unwelectron la acas'a el' radical‘

puede sufrir otra oxidacion con:la formac:on de una qumona, la cual puede‘ser sustrato de

reacciones pohmerlzacnon.

OH e” o~ e” (0]
OH Ol-l (o}
Figura 1. Reaccién de oxidacion de difenol (Thurston, 1994)

La molécula de lacasa contlene 4 atomos de cobre, los cuales Juegan un -papel
importante en eI mecanismo catalmco de Ia enznma (Glanfreda \ c:ol 1999). Esfuerzos
importantes se han realizado para'obtener Ias estructuras trldlmenswnales de lacasas

flngicas. Ducros y col, (1998) reportaron Ia:estr'uctUra cristalografica de la lacasa del hongo




Antecedentes

Coprinus_cinereus con un cobre depletado. Recientemente Piontek y col, (2002) reportaron

la estructura cristalografica de la lacasa de Trametes versicolor.en su estado: completamente

oxidado (Fig 2).

Figura 2. Estructura tridimensional de lacasa de Trametes versicolor. En rojo se
muestran los 4 atomos de cobre que forman parte de los tres sitios redox (T1, T2 y T3)
(Piontek y col, 2002)

Los autores sugieren que esta estructura, proporciona una idea de la coordinacion de
los cuatro cobres en la lacasa, estos han sido clasificados de acuerdo a su resonancia
paramagnética electrénica en tres centros de cobre: tipo 1 (T1), tipo 2 (T2) y tipo 3 (T3;
donde se encuentran dos atomos de cobre unidos antiferromagnéticamente). Estudios de
dicroismo circular y espectroscopfa de absorcidon de rayos X muestran que los centros de
cobre tipo 2 y 3 forman un cluster trinuclear (T2/T3). La catdlisis involucra la unién de un
sustrato al centro de cobre T1 (Fig 3), con la sObSécuénte' reduccién de Cu(l)) a Cu(l) en el

sitio T1, (el cual es el responsable del color-azul en las protetnas que lo contienen, con un
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Antecedentes

méaximo de absorcién aproximadamente en 600 nm). Despues hay una transferenma lnterna

de electrones del centro T1 al cluster T2/T3. Flnalmente Ia unlon y subsecuente reduccnon

de oxigeno a agua en el cluster T2/T3 (Solomon y col, 1»996)‘. -

T3 7 ;
T2 cuan " . Cu(Ih) —
Cu (1) >Cu(n) S §" cudn ~Scu(l)
Cu(ll) N, S Cu(ll)
Intermediarjp natkivo |

Transferencia
interna de
electrones

+
ST s
Cu(l)— Cu(D)
cu® . S cun -—N—2 cun Cull
’ Cu(l)> w(h u Cu(1)> u(Ih

Estado completamente
reducido

“ Figura 3:Me'car'jisrhd éatal;lticb ‘de Ia"laca's'a»('Soylbmon y-col; 1996)

1.2.2 Aplicaclones dé I‘a'lla'Ea‘sé"deI'h ngo Ilgninolttico Corlolopsls galllca

La lacasa purlflcada‘del ‘hongo Ilgn" oI ic }C gall/c_a ,e,s ' 'apaz de metabollzar

fundamental debido a

aromatlcos de 6 carbonos fusmnados y son compuestos con alto potencial redox. Debido a
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sus efectos tox1cos, los - HPA representan un. serio rlesgo a la salud humana debldo a que

presentan actuvndad carcmogenlca (Collms y coI 1996 Sack y col 1997) Los HPA que son':

metabolizados | por Ios hongos, son suscept|bles d( ser- atacados por dos via ' sea por el

sistema monoxngenasa F' 450 (Bezalel y col,: 1997), por en2|mas Itgnlnolmca ' como: Ia,

manganeso y Ilgnlno peroxndasa (Vazquez Duhalt y coI 1994 Fleld y col 1996 Torres y col

1997; Wang-y! ol ' 7002) o por. Ia lacasa (Colllns' :

ol 1996-" Majcherczyk y col 1998 o

Plckard y col 1 999' Vandertol Vanier y col, 2002) En'la; mayorla de Ios casos, Ios HPA son

sustratos poco. solubles en agua, lo cual hmlta su metabolxsmo |n vutro de. aquu la nece5|dad
de estudlar el comportamlento de la lacasa en medlos con restrlccmn de agua (Rodakiewicz-

Nowak‘y col,' 2000; Vandertol-Vanier y col, 2002).

Pickai’d y col, (1999) reportan la transformacion enz:matlca de 10 hldrocarburos

pollnucleoaromatlcos medlante la lacasa. De los 10 HPA utillzados, 7 fueron transformados

por la- Iacasa ,-_;se;estudlaron los efectos de la adicion de. sustratos ,medladores para

incrementar la yeldcidad de oxidacién de los sustratos.

La>enz’ima lacasa del hongo ligninolitico Coriolopsis gallica, ademés ‘de:‘ser utilizada
para oxidar hidrocarburos polinucleoaromaticos (Pickard y col, 1999; \‘/andertol-‘\’/afij“i_‘er' et “al.,
2002), tambien es utilizada para descontaminar sistemas que contienen 'f‘e‘nql;efs/:i(‘K‘a:rurvn'y
Nicell, 1997), y para tratar efluentes de la industria textil (Calvo y col,‘:‘l 998) De ésté forma
se siguen aportando conocimientos importantes en los Ultimos aﬁosbafé ieﬁl;j‘c‘:ida’r la funcion,
estructura’ y mecanismos de reaccion de J’as lacasas, como ‘enzima‘s con apiicaciones practicas

en la biotecnologia.

TESIS CON
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1.3 Modlflcaclén de biocatallzadores

El uso de ermmas en snntesisqumlca para la: resolucxon de- mezclas racémicas-al |gual

entrecruzamiento, y adicién de polimeros. - - -

1.3.1 Inmovlllzacién de enzlmas

lizacidn- de en2|mas es un proceso en. el que se Iocallza a la enzuma en una

reglon deflmda del espacno, con’ Ia caractenstlca general de retener su actlwdad catalttlca y

que»se pueda reutillzar (Katchalski-Katznr aplicacione: ma_s} rr}portantes de las

enzimas inmovilizadas se pueden cléSiflc sensores)";" médica's"(aplicacién

terapéutica) y en aplicaciones mdustnales (ev

ndustna qunmxca, allmentana farmaceutlca
y tratamiento de residuos), donde en todas las aplicaciones se traduce en una’ mejora
significativa en su solubilidad y estabilidad (Arroyo, 1998). Hay enzimas que muéstran' un

amplio rango de solubilidad en determinado proceso especialmente cuando»s'on‘ihmb\)lliza'das. :

Aspartasas, lipasas, amidasas, son ejemplos de enzimas |nmov1Ilzadas que adqweren vndas

medias de semanas o meses. La inmovilizacién de enzimas se. utlllza con Ia fi alldad der

proteger.a la enzima contra cambios de pH,;empgra_t

generalmente en un incremento en la'solubilidad:ry e tabyhda'd (Palmieri

a esto, la inmovilizacién: de_enzimas presenta la ventaja.de que la enzima puede: ser separada -

del sustrato y producto déreaCciéh y Vutivliza'rse repetidamente. Aunque se han desarrollado y
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aplicado dlversas tecnlcas de mmovnlnzacnon, se reconoce que no hay un: metodo unlversal

valido apllcable para todas |as enzimas. No obstante, gracuas ‘a toda‘ Iafmformacmn dlsponlble

en la actualldad se ada metodo de’ mmovnllzacnon,

cer g neralnzacnones ob

seleccnonando el mas adecuado para cada aphcacnon especmca. =

1.3.1.1. Retencién ffsica ™~
El atrapamiento consiste en la retenciéon fisica:dela enzima 'en las c‘avidades interiores
de una matriz solida porosa, constituida generalmente por prepollmeros entrecruzables (o}

polimeros del tipo poliacrilamida, colageno, alginato, carragmato o resmas de poliuretano El

atrapamiento pude ser en geles o en fibras, este método es,_de' ran'fse,ncillezdesde el punto

de vista experimental, ya que requiere de poca cantidad dei}.e'h"z”ihﬁiai‘ pé{ra"fobtenie"n" derivados

activos (Arroyo, 1998). Sin embargo, se requiere de ~un,§;or‘:i:tr0if rigurq'sowd‘e-‘Ias,c;orjdiciones

de polimerizacion, y asegurar que la naturaleza quimica del proceso no altere los.grupos

reactivos de la proteina. Palmieri y col, (1994) ensayaron la inmovilizacién de’ una_ fenol

oxidasa, mediante atrapamiento en geles de alginato de cobre, encontrando que :la enzima

fue activa en un amplio rango de pH y se incrementd la. velocidad. de oxidacién de sustratos.

1.3:1.2. Unién covalente

L’a unién - quimica ,die las énzimas a un soporte, es el método de inmovilizaciébn: mas
utilizado. Las e‘héirﬁa"s son ’inmoviliiadas a través de algin tipo de interaccion entre Ids
residuos de ammoamdos de Ia protelna y grupos reactivos del soporte. Las propiedades de Ia'
enzima mmovxllzada van a estar regidas en gran parte por las caracteristicas partlculares

tanto de Ia en2|ma como del soporte. La interaccién entre los dos resulta en.una enznmar
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inmovilizada con caracterlsncas qulmlcas bloqwmicas, mecanlcas [o 20 cmetlcas espemfncas

(Tlscher y Kasche, 1999)

Los soportes ‘emplveadosien-.Iaalnmovillzamonj‘dé nzimas deben tener caracteristicas

por lo cual no exnste un soporte |dea para determmado proceso ‘lLos: soportes dnfleren en

flca de |a sngwente

tamano, densidad; porosudad y forma. Los soportes se pueden cla

manera (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de soportes (Arroyo, 1998)

Tipo de soporte Ejemplos
Inorganicos Naturales Arcillas, silice, piedra poémez
Sintéticos Oxidos de metales, vidrio de tamano de poro

controlado, vidrio no poroso, alimina, ceramicas
Organicos Naturales Celulosa, almidan, dextranos, agar, agarosa, quitina,
quitosano, colageno, queratina
Sintéticos Poliolefinas, poliacrilatos, poliacrilamidas, alcohol

polivinilico, poliamidas

Las enzimas se pueden unir a los ‘soportes mediante adsorci()n yi mediante unién

covalente. En la adsorcion, la enzima se une a: un soporte‘ medlante interaccnones lonlcas,

fuerza de van der Waals y por puentes de hldrogeno

la adsorcién son: el pH del medlo, Ia fuerzaflonlca, e diémetro dél ‘po'r‘o»{y a p’r’egén‘csa de

iones. La unién covalente de una enzlma a un soporte es quiza el metodo de mmovnllzamon

mas interesante desde feV!.punt‘o' "de"’\/ista indus_ﬂtrial,?p’or'ser altamente manipulable. La

metodologia de la:unién covalente se basa en'la funcionalidad de grupos quimicos del soporte
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para que reacmonen con resnduos de ammoacudos de la enzima (grupos OH SH NHZ, COOH

etc). Existen diversos tlpos de reacciones qusmlcas que se han utlllzado en Ia unlo covalente

de enzimas a’ soportes"actlvados, como Ia acilacion; anunlaclon, formamon de bases 'de Schlff

1.3.2 Entrecruzamiento

Una de las estrategias de modificacién quimica. para que-la. enzima. no-plerda su

conformacién es el entrecruzamiento, el cual pude;tener‘Un%e'fec":,to'l,"esta'bilizador (mecanico y

adipoilo, carbodlmlda y dlamlnas EI tlempo total de reac on;’a |gual concentracuon del

agente, pueden controlar e_l'grado de entrecr‘u.?.vamlxentof e venznm G‘ovardhan, 1999)

En-@fos:recientes: se . ha.investigado-los efectos de gelificacién en sistemas de

microesferas de quitosano entrecruzado: con. glutaraldehido para la liberacién controlada de

[ ““—F"“‘ 1
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farmacos (qu-Long y col, 1999) La penicilina G aCIIasa, utlllzada comermalmente en Ia

hidrolisis de pemcnllna G y cefalosporma G, se estabilizé medlante el entrecruzamlento con'

" dialdehidos de dextrana. La enzima entrecruzada, mostro un mcremento de nueve veces en"

su vida media a 55°C sin afectar su valor de Vmax (Kazan;y,_‘;ol 1997) E| mcremento en Ia

estabilidad térmica, se atribuyd tanto al entrecruzamientof(intera‘cciones no covalentes),

como a las interacciones favorables entre los grupos hidroxil conlas moléculas hidrofilicas de
la enzima.
Tomando en cuenta que el entrecruzamiento conferia prdpiedades interesantes alas

enzimas, hubo un interés en estudiar los cristales de enzima entrécfuzados‘ (Cl-_EC's).

964) fueron Ios prlmeros en reportar el uso de glutaraldehldo como

Quiocho_y Richards’

agente entrecruzante», ogrando estab:hzar mecanlcamente eI cnstal de Ia carbompeptudasa-A

para obtener un.mejor: patron de dlfracmo En Ios cristales la moleculas-de protelna estan

sumetncamente arregladas con iuna orlentamon deflnlda U conformacion -nativa es

2

establhzada, otorgandole’en la mayona e:los casos: una; estabili térmica-a las- proteinas.

entrecruza, se Incrementa s termoestabllldadfcomparad con la en2|ma soluble (Ayala y col

2002).

1.3.3 Mod[ﬂca'c‘i('sn cbn‘Péliyé’tll’v‘én glicol

La:modlflcamon de'la superficie de una proteina,median‘tewla uniénr quimica» de

pol:meros, es una buena estrategla para desarrollar blocatahzadores con propledades

unteresantes.‘No obstante sé ha-estudiado la adlcion de pequenas moleculas aI |gua| que

carbohldratos sobre la superficie de las protemas con el objetlvo de mejorar su estabilidad. El
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TALLA DE ORIGEN



Auntecedentes

acoplamlento del carbohldrato quutosano sobre Ia enznma celulasa de Tr/choderma viride

mcremento su termoestabllldad al lgual que su establhdad a pH entre 1 y 3 2 (Darlas y

Los polimeros como el polietilén glicol han sido muy estudiados, debido »ahue es una
molécula anfifilica y de alto peso molecular, que contribuye en grahimedidawa Ia 's'olubilida'd y
estabilidad de enzimas en solventes organicos (Longo y Combes, 1999) De. gran |mportanC|a

es su utilizaciéon en el disefio de enzimas terapeutlcas, redumendo su antlgemcndad e

incrementando su estabilidad in vivo (Lundbland y. Bradshaw,"f :

. El polietilén”glicol {(PEG) es una molécula lineal arhifica‘da',fes“un pol‘l‘étéri’néutral y

hay una-amplia:variedad: de . pesos moleculares. El _EG se' forma a partlr de la; polimernzacnon

amplio ran

tolueno,’ clorure

hidroxilo (Flg 4) Una de Ias ventaja de utlllzar mPEG en;la modlylcacmn de proteinas es su
monofunmonalldad ya que no produce un entrecruzamlento entre la proteina (Veronese,

2001; Roberts ycoI 2002)
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HO = (CH,CH,0), - CH,CH,-OH PEG

CH30 - (CHaCH,0), = CH,CH,-OH -~ 777 mPEG

Figura. 4. Estructura general. de polletllen gllcol,,, e

El gr"u'pé ‘B'idl;d‘)‘(il»de la molécula del P‘Ech-j.-fsriéLrlscep‘t'ible:d ‘ser. ailc‘,"fi'v'ada'czén Qrubos

moléculas de carbohldratos de Ias ghcoprotelnas, produmendo grupos aldehldos que puedan
reaccionar:con . eI PEG amlno (PEG- NHZ) Derlvados del PEG se utlhzan en: ‘una varledad de :

aphcacnones en‘campos de Ia blotecnologla tales como modlﬁcamon de proteinas, smtesns de :

peptudos purlflca or de celulas, etc Usualmente las proteinas a las cuales se Ies pega eI

PEG, permanec actlvas demostrando que el PEG no desnaturaliza a Ias proteunas y Iesf

provee-en ciertas ocasnone‘ caracterlstlcas de interés como lo son establludad '5 solubllldad y, :

termoestablhdad Como es eI caso del mtocromo ¢ modificado quumlcamente con PEGsooo:

activado con clyorqro cnanurlco,el cuarl.'bincr_emenfc‘o dramaticamente la ’termo'e'stab;Ildaqffdg-‘Ia_‘
proteina. El citdcromo modificado retiehe Un45 % de actividad a ‘80'°:C después de 71H:rs;;c'ie:
incubacién, mientras que la enzima sin modificar pierde toda su activida’d;des’bUés“de 3hrsde
incubacion a la misma temperatura. La modificacién con PEG activradoi', prqqgjo un c‘ﬁdhvj‘i;gz‘ido

capaz -de oxidar compuestos polinucleoaromaticos y azufrados a 80°C en presencia de
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peroxido de hldrogeno y con una alta actnvudad en medlos conteniendo 97.5% de soivente

organlco (Garcfa Arellano y col 2002)

CH,0H
o HO o
PEG-0-Co-N" DN HO AT
— NH H

PEG-carbonil-imidazol & ¢H, -PEG
Lo : ' PEG-carbohidrato/polimero

CH3-0-{CH,'CH, O} CHz-CHz~OH
Metoxi polietilén-glicol

/ lPEG-aldehlc:\‘ R

o
PEG-O~_CH~CH, PEG-0 H PEG-0—{ N
Y \/\g’ , —<N=(

PEG-epoxido l ' , - c

PEG-cloruro ciandrico
PEG-OS_NH,
- PEG-amino -

Figura 5. Tipos: der.at':fiivaéién fdek_'lirn:et‘oXipoliétilén glicol

Otras razonespor las cuales la union covalente del PEG a péptidos y proteinas es de -

s modificaciol e‘s‘au‘irhicé‘é de ‘protein'a's con PEG

rementar Ia V|da medla y reducur Ia,
) r dl ers S enfermedades Algunos productos

basados en modificacion quimica con -PEG, qu ,.seyﬂen(:uentran en el mercado son: Adagen®

Oncosparﬁ"y—PEGrlntrén® (Robertsiy—ébl; 2002)
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Debido a la naturaleza'hidroﬁlica del PEG, es posible modificar enzimas en solucién

acuosa. Dado que es una molécula anfifilica, también permite la modificacién de la enzima en

funcién de un ambiente hidrofébico. Tal es el caso de la modificacion con PEG activado de
diferentes enzimas: lipasa, catalésa, quimotripsina y peroxidasa quj‘é fueron solubles y activas
en solventes organicos como tolueno, benceno, cloroformo y 1 1,1 trlcloroetano (Inada y col

1986) ‘Las enzimas hldrohtlcas catalizaron la reacmon |nversa de,hndrohsns en solvente N

organico. La catalasa acoplada a PEG fue insoluble en b‘enfc'eno,‘ p'eyro‘ al aumentar los grupos

aminos modificados, la enzima incrementa su solubilidad. La peroxidasa de rabano tuvo una

modificacién del 60% sobre los grupos aminos conuna catélisis eficiente de la oxidacién de

sustratos con peroéxido de,hidrégeno en benceno.

La modlflcacm qunmlca de enzxmas;» con PEG ha sndo utlllzada ampllamente en

solv,enzte orga ic
proveen de nuev
ambiente ;no" pola

hidrofébicos. ‘Al

la

“incremento:en

os: Ultimos:afos.se: ha:observado un
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biolégicamente activos, Y 'si estos conjugados se someten a modificaciQnes quimicas con el

objeti'vo de rﬁéjdrar su éat'élisl/s en me'dios' néﬂ co'nvénc'ionarlres' se b'od'rianftéﬁ'er caracteristicas

de interés para Ia" mdustrla como “lo son’ establlldad a condlc ones extremas de pH,

temperatura solvente orgamco y una faC|l recuperamon del blocata zador

enzimas, se ‘ha-visto reflejado en la. formacion de: conjugados biocataliticos con  diversas

aplicaciones.

1.4.1 Qultlna como poll‘mero precursor

La quutma es.un pollmero que se. encuentra naturalmente en. Ios exoesqueletos de los»

crustaceos, _en la cutlcula de Insectos y en Ia pared celular de hongos Es con5|derada comor

el segundo pollmero mas. abundante despues de la"celulos '(Majetl 2000) Es un

mucopollsacarldo que consrste en resnduos de acetll ‘glucosamina:unidos: -tr ves e,enlaces B

(1-4). La qumna“tlene apllcaciones potencnales en allmentos, medicma, tratamlento de aguas

resnduales, al. |gua| que Ia mdustrla textll y: cosmetlca (Khor y Lim,: 2003)
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Comercialmente la quitina se obtiene a partir de los caparazones de crustaceos,

principalmente de cangrejos y camarones. El proceso para obtene

remocién de' proteina de los caparazones con un tratamie 3-59% de NaOH 'y ‘la
disolucién del carbonato de calcio que se encuentra presente en altas concentraciones con

una solucion ‘de HCI al 3-5% a temperatura ambiente. El prdecto'resultante es la quitina en

forma de ‘n pre p Vﬂado blanco. La quitina se deacetila con una solucién de 40-50% NaOH a

120°C aproxnmadamente 1-3 hrs. El precipitado se lava con agua y se disuelve en 2% de

“acido acétlco. E_»materlal msoluble es removido 'y Ia solucnon resultante es neutralizada con
NaOH Este tratamiento produce aproxumadamente quntosano con un 70% de deacetnlacnon

(Majetl y Kumar, 2000) El uso de acndos y alcahs en Ios pr cesos ~‘trad1cnonales de obtencnon

de quitina afectan ',e Qfad_ﬁ d

biolégicos como. la: fe
forma mas especific

caparazones

produccién de quitosano a partlr de dlfer ntes hongos zigomlcetos, lncluyendo AbS/d/a,;

Gongronella, Mucor y Rhizopus. Tan y col (1996) encuentran que la mayor producmon de

quitosano es a partir de G. butleri. Con este hongo, Nwe y Stevens, (2002) descrlben la

produccion de quitosano de buena calldad para su posterlor uUsoO en consumo:. humano.
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1.4.2 Qultosano
Estructuralmente el qultosano “es un pollmero natural que esta constntuudo por

CH,0H
H (o]
H
OH H O,
H
H NH;

Figura 6. Estructura de quitosano

El quitosano es un -polimero’ semi-cristalino y el grado de cristalinidad esté en funcion
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el quitosano de dlferentes fuentes y relacmnaron el grado de deacetllamon con la pureza y

aldehidos,‘écidc‘)sé’élo‘ hldrIdOS y epoxidos, llevando a cabo reaccnones tlplcas de;

aminas, prmcnpalment c ‘c n.y bases de Schiff. La variedad de moleculas que pueden
reaccionar con: eI qu:tosano es muy grande. Estas moleculas Ie proveen functonalldad

especifica, alte»ran‘dyo sus?propiedades biolégicas o modificando propiedades fisicas.

1.4.2.1 Ejémplos dé los conjugados enziméticos y otros usos

El aprovechar las propiedades del blopohmero, en comblnacmn con la actlvudad

biolégica de algunas macromoleculas, abre un-nuevo: honzonte en Ia blotecnologla, medlante

la formacién de conjugados enzmatncos con \carac;terilst\lcasj‘de‘:ln‘t,er‘esapara Iallndustrla,c,omo

son una facil recuperacién del biocatalizador y estabilidad en ambientes extremos. -

La inmovilizacion covalente de ureasa sobre membranas de quntosano : se reallzo con

(Krajewska y col

,.(2001) conjugaron la enzima lacasa del

‘encontrando que el conjugado quitosano-lacasa

!

hongo Cariolopsis ,ga,/,/iéja con quitosano,
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muestra un comportamlento de respuesta al pH, suendo soluble y actlvo en condlc:ones

acidas y exploraron Ia capacndad que tiene el conjugado de formar hldrogeles blocatahlt;cos

mediante un entrecruzamlento " E! conjugado hidrogel” enzuma puede ser utlllzado para “la
detoxificacion de aguas contaminadas con compuestos fenollcos de orlgen lndustrlal (Anca,

2000). Este sistema estad reportado con una lacasa mmovuhzada de Lent/nuda edodes en

quutosano ‘entrecruzada con glutaraldehldo, dond ‘ ser observo una dtsmmucnon de la toxnmdad )
de los efluentes contaminados (D'Annibale y éol 2000). Una de. las propledades mas
interesantes de los polisacéridos en general es su capactdad de formar hldrogeles y pehculas
La formacion de hidrogeles puede ocurrir por un driversor nl’Jmero de mecanismos y esta

fuertemente influenciado por los tipos de mohosacé'ridOS ,ithIUci’a’dos al igual que la

naturaleza de los grupos sustituyentes. La formacmn e hldrogeles a partlr de polimeros

usando fuerzas no covalentes, es un método utlllzado enila mdustrla ,por su uso potencual en

el desarrollo de sistemas de Ilberamon controlada e :farmacos EI quutosano es un buen

ejemplo de estos materiales cong excelentes caracteristicas-:d bidcdrhpatibilidad,

biomaterial. Adicionalmen

efecto’ de agentes entrecruzantes para Ia for,, |onf'de"” gele's;' Especificamente se ha

estudiado eI efecto de la vanacnon de la hldrofo‘blmdad dal gel Ia hidratacién, la bloadhesmn y
la liberacioni» de macromoléculas (Martjn y col, '2002). Geles de quitosano con I‘a_,. ehZima 5
tirosinasa puedan convertir fenoles en quinohas electrofilicas que pueden reac;’:bioria‘iv'gé"c»gnlj Ia -
matriz (Payhe y col, 1992; Sun y Payne,1996). Debido a que la especificidad déf'sué;crrato de”

la tirosina confiere selectividad para la conversién y que la reaccion de quitosano-tirosina
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resulta en una interaccién fuerte, este sistema puede ser utilizado eficientemente para

remover contaminantes fendlicos.

Las propledades del quutosano para: formar pellculas medlante un entrecruzamlento,

se ve serlamente Influencnada por las |nteracc:|ones electrostatlcas entre Ios anlones y el

quntosano "utilizando fosfatos multlvalentes Se 'compararon las',caracterlstlcas de

Zhu, 2002). Las enzimas pueden ser atrapadas o incorp’or‘adas ‘covalen

conjugar a la enzima Iacasa del hongo COI'IO/OpSIS ga//lca y la modifucacnon hidrofoblca del~

sistema para mejorar Iacat»ahsxs,
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2 HIPOTESIS‘YQBVVJETIVOS

2.1 Hipbtesis ~ -~~~

La modlflcamon con caracter hldFOfObICO de Ios conJugados blocatalmcos deI pollmero

quutosano y | Ia en2|ma Iacasa mejora Ia catahsus en snstemas contenlendo solventes organncos

2.2 Objetly)o General

Caracterizar el comportamxento ﬁs:coquumlco y cinético de los conjugados blocatalltlcos de

quitosano modlflcado hldrofoblcamente

2.2.1 Objetivos Especificos

« Estudiar la comugacnon de la enzima Iacasa en quntosano, mediante la activacion de
Ios grupos carboxllos de la enZ|ma
. Modlflcar hIdrofoblcamente el conJugado qultosano lacasa, con Ia ad:cuon covaleﬂte

del-pollmero polietilén-glicol.

+  Caracterizar fisica y cinéticamente a los conjugados biocataliticos. -

. .Estu'dia}r‘él efecto de la actividad de agua en la catélisis de:la enzimaly los cenjugados

|
|
i
|

biocataliticos, en un sistema conteniendo solventes organicos.
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3. MATERIALES Y METODOS

34 Reactlvosysolventes S A Lo

La cepa utlllzada para la producmon de en2|ma Iacasa (Corlo/opSIs galllca UAMH 8260)

fue donada por el profesor Mlchael A Plckard de: Ia Unlver5|dad de Alberta en Canada Los

etilbenzotiazolina- 6 acido U onlc

.(ABTS), smngaldazma, 2 6- dlmetox1fen oy 16 MPO),’

catecol y guayacol. fueroniob n| os de Slgma Chemical Co. Los reactlvo' aceta de SOle,
fosfato de SOdIO (monobasmo y dlbasmo) y carbonato de SOdIO fueron obtemdos de J.T.

Baker.

3.2 Producclén y purlflcacién de Ia enzima Iacasa

EI |noculo para Ia produccmn de la enzuma Iacasa deI hongo Conolops:s ga///ca, se
preparo medl_ante la ho}mqgemzacnon de 1 cm2de mlael‘lqgconfso'm‘ly’ae'medlok'GMY (glucosa,
extracto de malta y levadura). Después de S dias de c'rec"ivyhﬁiantd a 2§°C y 200 rpm, los
cultivos fueron homogenizados nuevamente y aproximadanaenyfe 5 % del inéculo se utilizé
para inocular el medio de produccién, el cual consiste’en 7800k"g de avena y 400 ml de buffer
fosfatos 10 mM pH 6. Después de dos semanas . a 28°C el madia sblido se extrajo con buffer

fosfatosr 10-mM pH 6 y se filtré con gasa fina para:seb‘arar los krestos de grano.

25

TESIS CON
! FALLA DE ORIGEN



N Materiales y métodos

EI extracto llqu1do contenlendo la enzima, se centrlfugo por: 15 mlnutos a ,10 OOO g y eI

sobrenadante se ﬂltro en membranas Whatman GF/C 1 2 um, Ia solucién se precnplto con

'sulfato,de amonio,ﬂ se concentré y dializé~ medlante ultraflltramon (Amicon PM-30).' EI'

extracto enz;mat:co se paso por una columna de lntercambio ‘anIonlc (DE 2 celulosa) y la

enzima se eluyo con-un gradlente de NaCl, Ias fraccnones que mostraron actlwdad lacasa se

cpncentrarqq’,y s»e :p;asarofw por una_ columnajﬁde f||tracmn en gel (Sepv dex G 100) y

33 _lﬁe,itéi’tﬁ,lﬁné’c,lén de actividad lacasa
La actividad lacasa se determiné colorimétricamente utilizando principalmente como
sustrato ABTS 0.5 mM en buffer acetatos 60 mM-pH 4.5 a 25°C, con una A=436 nmy

€=29,300 M cm'. Una unidad enzimatica de Iacasa'se define como 1 umol‘de sustrato

ox1dado/mlnuto a 25°C. Las veloudades de Ias reaccmnes catallzadas por Ia lacasa, se

mldleron con. Ia aparlcmn de producto en un espectrofotometro BECKAM DU“’GSO Los

sustrat'o ”"tllj?z(adosj,'la Iongitud de ondai(k) y}el, co’eflcilente'de' extmcuon molar (g), se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Deteccién espectrofotométrica de actividad lacasa

Sustrato % (nm) € (M'em)
ABTS 436 29 300
Siringaldazina 530 64 000
2,6-DMPO 468 14 800
Guayacol 470 26 600
Catecol 388 1300
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3.4 Caracterizaqén reoléglca de qultosano

La’ caractenzacuon reologuca del qu1tosano se’ IIevo a cabo en un reometro Contraves-'

1spostt|vo C|I|ndr|co (DIN 1 1 5) Debldo a: que en estos experlmentos se -
,reqmere de un:volume mlmmo de 15 mI solo se caracterlzo aI quntosano y quntosano
modifijcad . o1 e'n gllcol aldehldo, con el ObjethO de conocer que tlpo de quudo es el

'qwtosano |f|caC|on qwmlca la‘ confiere-nuevas caractenstlcas. El reometro

torqmmetro‘con;la capacndad de medir viscosidad (n). La vuscosudad es la reststencia que un
materia! opone“c‘uando se intenta deformarlo. Fisicamente es el cocient__e ent're eli

corte (t) aplicado sobre un fluido y el gradiente de deformacion (y) genérado.‘ De fprfna

general, los fluidos se pueden clasificar en dos grandes grupos de acuerdo con el
comportamiento de la viscosidad: newtonianos y no-newtonié’ho’é
son aquellos que presentan una viscosidad constante:como funcién del gr

deformacion. Los fluidos en los que la viscosidad varia con el gradiente de:deformacién son

denominados no-newtonlanos: (Fig 7).

Dilatante

Newtoniano

Viscosidad: '

Pseudopléstico

Gradiente de deformacién

Figura 7. Comportamiento de los fluidos en funcién de la viscosidad
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De forma paralela se prepararon dlferentes solumones de qu:tosano a dlferentes pH

es proporcionado por el fabricante.

3.5 Condlciones éptlmas de la produccién de conjugados blocatalfticos quitosano-lacasa

Para reallzar el conjugado blocatalltlco, se llevd a cabo una umon covalente
Considerando que la enzima lacasa presenta una abundancia de grupqs'c_arbyoxuos ‘en su

exterior, se propone su activacion: para que puedan reaccionar con Ios*’grupos_aminbs del

quitosano. Un método muy utilizado para. la activacién de los grupos darbb,xirl_t)s,délﬁi’qtéinas

se lleva a cabo con carbodimida: (Fig.8).

H3C . RIS SRR ,
H‘c?C,HfCHz-CHZCHzN=c=,N,—CVH2-CH3~:

Posteriormente el pH se lncremento a 8 adlmonand 10: volumenes de buffer fosfatos 60 mM

pH 8, formandose un precupltado (conjugado QL) el cual se separé medlante centrnfugacnon

5000 rpm por Smin. El conjugado QL se Iavo tres veces en secuencias de solubilizacion-
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precipitacién (con el objetivo de separar la enzima que no se unié covalentemente) y

finalmente el conjugado QL se disolvié en buffer fosfatos 60 mM pH 4.5.

3.6 Modlflcécléh hidrofébica del conjugado biocatalftico

La mod»ﬁcamon hidrofébica del conjugado blocatalmco, se basa en explotar la

funcmnahdad amlno del qmtosano EI prmcuplo de la modlf acnon es, que el grupo funcnonal

(aldehldo o clorurO'i iar urlco) del PEG activado, reaccwne con el grupo mi q’ulytorsgno.

Para Ilevar a»cabo Ia ‘madificacion hndrofoblca del conJugado QL fu
pkimero Ia'smte5|srdel PEG activado con aldehido, el cual se :smt iz6-de acuerdo a dos
procedimientos dlstmtos Paraielamente se realizd una modlflcamo_‘ de’_ conjugado QL con

PEG actlvado con cloruro cianurico (conjugado QLP).

3.6.1 antesls de polietilén glicol activado con aldehido.

a) El primer procedimiento se basé en‘la adlccon de mPEGsooo (1 O mmol) a. O 41 g.de

anhldrldo acético en dimetilsulféxido (20 ml) y una agltaCIon por 30 hrs, altemperatura

amblente ‘La mezcla de reaccién se prec;pito adlcionandola a eter etvco rio: (100 ml) y

dejando reposar un dia. El precupltado se resuspendlo en dlclorometano (25 el proceso

de premp»tacxon resuspensmn se repltlo 2 veces. Fmalmente se dEJO seca hasta obtener un

polvo (Harrls y col, 1984)

b) EI segundo procedlmlento consnstlo en adluonar gota a- gota una soluclon de

dlmetllsulfomdo (48 mmol en. 5 ml de cloruro ’de :'etllen ) a‘?una solucnon de cloruro de oxalll

(22 mmol en 25 mi de cloruro de metlleno), est reaccion ‘se IIevo a cabo a —78°C Despues
de 10 minutos se adiciona mPEGsggs (1 ’n]_mql«ersl‘zol ml;de cloruro de metileno), la reaccién

se mantiene a -20°C por 1 hr. F;’as',téridfméﬁte‘ se adiciona 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (50
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mmol) y el medio de reaccién se calenté a temperatura amblente Ala mezcla de reacclon se

le adicioné 50 ml de agua y se realizé una extracciéon con cloruro de metlle'o, egmda de una’

precipitacién con éter ‘etilico. El precipitado fue filtrado'y secadofal?yacldpor 24 hrs:(W|rth y

col, 1991).

con aldehtdo

i*eaécmﬁéndb 1 2»» hrsyf "a""f4°C'; El

conjugado QLP se Iavo con buffer acetato 360 mM pr‘4 5 y se concentro medlante

uItrafuItracuon (Amlcon PM 30)

3. 63 Modlﬂcaclén del conjugado biocatalftico con polletllén gllcol actlvado con cloruro

clanurico

) cianurico

8 conbuffer
Fjug*édrag aLP se '.'Irla'i\\/c;)':,éon'
bufferifac’eta:vt'ésl.ﬁo mMi‘DH".;"4.5,’y;i;éfc‘bn,c::é'n't"ré méd :‘a'nvy u ré'/’ tracién (Amicon PM;30).
3.7 Dete_rmma"clén del grado de modificacién del ponétuén*gucol aldehfdo

Con'-el-objetivo de conocer el grado de modificacién que sufrié el PEG con la
activacion, se determind la presencia de los grupos aldehidos presentes en el PEG activado de

manera cualitativa y cuantitativa mediante diferentes métodos.
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a) Con la formacién de una baSe de Schiff Ia:réaccién}produc’e una COIo'récién rosa-en

‘560 n te mperatura

presencia de aldehldo La absorban aise mlde

prox1madamente inttos. El” reactlvo de Schlff”'

ambiente desarrolla un color maxnm ‘

b) Med(lante‘l"a reaccmn del aldehldo (0 g ,PEG CHO) “con 2,4-

dinitrofé'ﬁiihiara 7in ! drazona bs V'a'una preclpltamon'

c) La tltulacuon con tlosulfato de SOdIO, eI cual es un metodo lndlrecto en base a

NaBHy; que reaccxona con los grupos aldehldos

d) Un método espectrofotometrtco muy utlllzado para obtener |nformaC|on de Ia'
naturaleza quimica de determmado compue‘sto,;‘es el infrarrojo (IR). Una bandal‘caracterlstlca
para aldehidos se muestra aprbximadam_ehte a:1750 cm. Se utilizé 2 mg de PEG sin écfi\/ar

como control y PEG-CHO.

3.8 Determinacién del grado de modificacién hldroféblca del conjugado biocatallitico

Debido a.la presencia caracteristica de grupos amlnos"n eI quntosano, es pos;ble

determinar el grado de nmodificacién del conjugado ‘blocatalltlcoﬁ Esto se.debe-a que-los '

grupos funcionales activos en el PEG (aldehido y cloruro cianirico), reacyc‘ionén con Qs}grupos_

aminos del quitosano como se explicé en la seccién 3.6, > se pueden de r,mllhajff los

‘ do trlnltro

bencen- sulfonlco (Habeeb 1966) y el segundo con "flu re C mma (Steln y.col, 1972)
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a) El acido trinitro be'ncen-s'mféhicd (TNBS),.reacciona con los grupos émin‘os del

quitosano y se mlde Ia absorcuon de este snstema a 420 nm (Habeeb 1966) La« ez'_'élé"i‘dé;

reaccién contiene 150 pl de quntosano o quntosano modlflcado con PEG, 150*ul e NaHCO3 al™

4% y 150 ul de TNBS aI 0. 1% Después: de 2 hrs de reaccion a 40° C Ia reaccuon se termlno

con la adicién de 150 ul de SDS y 75 ul-de HCI 1.0 N. Se midio la absorbanma 'a 420 nm y el

porcenta)e de aminos modificados se calculé de la sugunente qurma.,;

% modificacion = [ Abs quitosano modificado ]

b) Se realizaron solucmnes de quntosano sm modlﬂcar y modlflcadocon PEG actlvado

a dlferentes concentracnones (0'01 mg/ml) a‘ as’ cuale 5 Ies ad|0|ono 500 ul de

3.9 Determingc[dn%dgA_If,(f)"s;” erf e v:_i;ivli_t’:fla'd’é;en»{func16:fn;,déipH,;tgr'ljp ratura y solvente’

orgénico
Se ‘rea‘l‘Iz‘Cf_::_ely-fp_e\'rfiil ad eh‘- fdnciénfdé pH en un fa‘hg"b’ dé' (1-1’2). La enzima

libre al igual que los conjugados: L v QLP se d|soIV|eron en buffer acetatos, fosfatos 6

carbonatos 200 mh La reacmon se IIevo a cabo en un volumen fmal de Tml

con ABTS 50 mM

El. perﬂl de actlwdad de la enZIma hbre y los conjugados QL y QLP en funmon de la

temperatura se reallzo en un intervalo de 20 a 80 C. Se comparo la actividad residual de la

¢
i
{

TES sco*q
- TADEOQRIGEN | *




Materiales y métodos

enzima libre y Ios coruugados QL y QLP La temperatura requerlda para realnzar eI perfII de

actavudad se Iogro con un control pelltler de temperatura que esta adaptado al

espectrofotometro

en funcuon de Ia concentracton de solventev

Se determlno eI perfll de actlwd (

organico.de Ia en2|ma llbre Yy comugados QL Y QLP utlllzando metanol etanol lsopropanol

’ acetonltnlo y tetrahvdrofurano‘ EI "'tervalo di solvente organlco es de 0 80%, en un volumen:'

final de reaccién de 1-ml con’ BT iSQ mM i

3.10 EstabIIidad:déi s on 19 o' blocatalftlcos modiflcado hIdrofébIcamente a: “pH
extremos, temperaturasysolv nte. orgénlc‘ R ‘ e ‘

Ios conjugados QL y QLP se reallzo en:un

mtervalo de pH de (1 1'2) La enz:ma hbre aI lgual que‘_los onjugados QL y QLP se |ncubaron
en buffer- acetatos, fosfatos 6] carbonatos 200 mM segun el caso a diferentes tlempos (0 60

min). La actlwdad Iacasa se. mIdIO a pH 4. 5 y 25°C

Se cofﬁparé la estabilidad a températura 'de"'“

QLP enun mtervalo de 30 a 70°C. Tanto la enZIma Ilbre como Ios conJugados se |ncubaron en

';énz'ima‘?lib\rek cvob‘n Ibﬂs‘—conjugados QLy

ausenCIa de sustrato a dlferentes temperaturas por 1 hr La establhdad térmica dela enzuma_

libre y los conjugados QL y QLP se determlno mldlendo Ia actlwdad residual a pH 4.5 y 25°C

La establhdad a solvente organlco de Ia enZIma y de’ los. conjugados QL y QLP se
determin6 con acetomtrllo, etanol Yy tetrahldrofurano en un lntervalo de 0 90% La

incubacion fue por Ihr y se midié Ia actuvndad resudual a pH 4.5y 25 C
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3.1 Ensayo de solubilidad de los conjugados modlficados hldroféblcamente en solventes

orgénlcos

Los solv,éntes;vif

mezclaron con, ‘dife‘fente’ ,:pro rciones: de’ solvente orgamco“(o 80%) Los calculos se

reahzaron como se des ribe:en la’seccién

Los slgwentes metodos, se basaron en precnpltar el quntosano y quutosano modlflcado

a diferentes’ proporcnones de olvente orgénlco Como se espera, una determmada cantldad

de quitosano premplta ,‘confor, .aumeynta,el porcentaje de solvente organico, asi, pues la

parte soluble de este: s ontendré-el quitosano que no. precipitd. La cantidad de
quitosano soluble diérﬁihuwéconforrhe se aumenta el porcentaje de solvente cjrgénico, En la

parte soluble del s”is dénde se llevo a cabo las determinaciones de azlcares

reductores, carb "n or anico otalyfluorescamma

b) Otra. forma »‘nklrecta de medlr Ia solublhdad del qultosano y del quitosano
modlflcado es medlante Ia cuantlﬂcamon de azucares reductores Muestras de qultosano Yy

guitosano mod|f|cado (O 1 mg/ml) se Ies adlcnono dlferentes concentraciones de solvente
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orgéanico (0-80%), esta mezcla se centrifugé a 10.000 g boi‘f 10. min. DéI sobfenadante se

tomé una alicuota y se sec en una microcenfrifdéé" la‘l' Véfc':io'"'a T72’}5:‘3'5.‘;”(:"SfA\/'AN"'i') p(c:r"”4 hrs

éproxumadamente Posteriormente esta pelicula seca se’ dISO|VIO en: agua y-se llevd a cabo
una depolimerizacién con 100 pl de NaNO,_ (20 mg/ml) Y. 100 ul de HCI 500 mM en un

volumen final de 1 mi. La muestra ya depollmerlzada reaccuono c:on 500 ul de aCIdO

dinitrosalicilico (DNS) en ebullicién por'S mlnry'se’ detuvo la reacclon

tomar la Ja'flic’ubtai‘dé a parte soluble del sistema Posterlormente se ‘siglio e

procedlmlento que descritoen 3 b Con Ia determlnamon 'de ammos lbres se'puede;

relacmnar cuantas unidades de glucosamlna ay.e 'eI slstema sm modiflcar y modlflcado,

cual es su comportamnento al aumentar la proporclon de solvente organlco
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3.12 Determlnaclén de actlvidad resldual en solvente orgénlco a diferentes aw.

La actwndad de agua (aw) del S|stem ) se- equ1llbro en recnp(entes de vudr|o sellados'

producto con sij’i‘ngalda’zma (féblé’Sj,

- Tabla 4 Actnvldad de agua de soluciones de sales saturadas
(Svensson y col, 1994)

Sal saturada aw
K2S04 0.92
NaCl 0.73
MgCl, 0.32

LiCl 0.11

3.13 Determlnacién de los parémetros cinéticos con dlferentes sustratos

Se determlnaron Ias constantes cinéticas. de: Ia en2|ma y. de los conjugados

blocatahtlcos a 25°C Los sustratos utilizados fueron ABTS snrlngaldazma Yy 2 6- DMPO con

una a,= 0.73, en etanol l.as velocidades iniciales se mldleron con a apancnon Ve producto a'
25°C. El slstema utilizado: para equilibrar la actividad de agua es eI descrlto en Ia seccuon

3.12.El ajuste de los datos se realiz6 mediante el programa Enz-Fltter
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 9. Reograma de quitosano y. quitosano modificado con polietilén glicol aldehido.
Quitosano no modificado (), quitosano modificado Rel 1:0.5 (m).
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El comportamlento reologlco de ‘ciertos-. flundos no- newtomanos se puede representar

con una ecuamon general denomnnada Iey de Ia potencua

-c=klcy"\ : ‘ - (2)

_Donde x y n son constantes; k se ha denominado indice de consistencia y n indice de

comportamiento de flujo. Este Gltimo constituyé una medida del grado de desviacion del

é 'newtonian'o; 'si né

comportamiento newtoniano. Si n=1 él*f'l el»}:flui'do es

pseudopléstlco y si n>1 es dilatante. La func

loge |tm|ca de esta ecuaclon (3), parece
ajustar la curva caracteristica de los fll.ndos pseudoplastlcos. donde Ia ordenada en el orlgen

es el Iog k ¥y la pendiente es igual a n -1~(Nunez‘y col, 200,1 ).
log n =log +f(h-1~)log ¥ : (3)

Apllcando Ia ley. de F] potencna a nuestro sustema ‘Se’ graflco eI log del gradiente de

deformacxon; cont‘ra, el; I‘ . de 'Ia wscosidad y se— aIcuIaron Ias pendlentes (n-1). Se

detefi’hin@') que no’ ;modlﬁcado con PEG-CHO

son fluidos Q'zsfeyﬂ'dogrl‘astlcos; debldo fa':qui‘é eliikndi'ce‘{’dejcorﬁéisténcia n<1 (Tabla 8).

Tabla 8. Valdresﬂdél indice de consistencia de quitosano y quitosano modificado

Quitosano Indice de consistencia (n)
No modificado 0.65
Modificado/PEG-CHO Rel 1:0.5 0.61
‘Modificado/PEG-CHO Rel 1:1 0.61
Modificado/PEG-CHO Rel1:2 0.62
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Las propledades f15|coqwm|cas del qultosano estan gobernadas por dlferentes

" polimero (Nystrom 'y col,” 1999)";'1

y formico (Majeti vy Kdrﬁi'r; 2000). Sin embargo a rS'H"h"';‘

reflejandose en la perdlda de solubilidad, medlante una precnpltacton Con el ObjetIVO de

determinar la viscosidad del quitosano a dtferentes pH se ut|I|zo una soluc[on d j*qwtosano

con una concentracion de 3.6% (p/v). Se puede observar enla Flgura 10, que al |ncrementar
el pH de la solucion de quitosano, la wscosudad aumenta hasta que el pollmero presenta una

precipitacion. Estos resultados corroboran que el pH tlene un' efecto |mportante e |nteresante

sobre la solubilidad del polimero, siendoVL‘l, a m tro altamente mampulable cuando el

polimero se utilice como un soporte para, foyfmar,cdynjug,ados biocataljtlcos.

Viscosidad (Cp)
¢

3 3.5 4 4.5 5 5.5 6
pH

Figura 10. Perfil de viscosidad de quitosano a diferentes pH
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4.2 Conjugados biocatalrtlcos

Con el’ ObjethO de Ilevar a cabo una |nmovu|12acuon covalente de la enznma Iacasa con-

“quitosano, formando una-amida-mediante-una-union covalente (Fig11). =

SR 0  N-R'
Lawsa;cqu. ¥ R—N"C‘N-R e Lausa—b-o-d
‘ HN-R
o . N—R"' ‘ Ke)
N . ) ;
LacasamC —0- Y4 Quitosano-NHy —— = Lasaec‘: =NH-Quitosano
HN-R o ‘ ‘
N
, 0.
R=NH=C =NH =R’

Figura 11. Mecanismo de reaccién de Iarcar‘bodimida

Se determinaron las mejores condiciones de operacién para la producciéon de ‘los
conjugados QL. variando la relacion molar de mondmero de glucosamina/proteina y el exceso -
molar de carbodimida. En la Tabla 9 se puede observar que aI fUar un radlo ‘de

glucosamina/proteina de 60 000 y un exceso molar de carbod|m1da/prote|na de 20 000 se:

obtuvo un 11.3% de inmovilizacién de la enzima sobre el quntosano.,Sm ekmbargq.al,va(rgla_r—; la

tempefatura de reaccién a 4°C, en las mismas condiciones de.radio de‘
de 60 000 y un exceso molar de carbodlmlda/protema de 20 000 se obtu 6.-“7;%'769 ’
enzima fnmowhzada. Estos datos sugleren que ‘se; Ileva a cabo un mayor porcentaje de"'

mmovllizacion, cuando Ia temperatura de reaccnon es igual a la temperatura de

almacenamlento
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Tabla 9. Porcentaje de enzima inmovilizada con diferentes radios de
glucosamina/proteina y excesos de carbodimida/proteina

Glucosamina/proteina Carbodimida/proteina % enzima inmovilizada

Temperatura: 25°C
30 000 5 000 0.5
20 000 ' 3.3
50 000 2.8
60 000 20 000 11.3
90 000 20 000 - 6.9
Temperatura: 4°C

60 000 20 000 56.7

4.3 Modificacién hldrofébica del conjugado biocatalitico

EI conjugado blocatalltlco se modificd quimicamente con PEGspge, (conjugado QLP),

mediante elj mét. rlto ‘en materiales y métodos. Como hemos mencionado, la

‘l: ¢onjugado biocatalitico, se basa en explotar la funcionalidad

modificacriéﬁ,:1hiatko Sbi

amino del quitosano. Considerando lo anterior, el principio de la modificacién se basa en que

la tltulacién de Ios grupos aminos libres del quitosano, con.la tecnlca de acido trinitrobencen-

sulfomco (TNBS) y fluorescamma A pesar de que el TNBS es eI ensayo mas utilizado para la

determunacnon de ammos primarios, la fluorescamina presenta ventajas |mportantes sobre el
TNBS. Requlere pequenas cantidades de protemas en‘ {qrden' de ug, es altamente

reproducubley no requnere de'la ehmlnacmn del PEG ue 10 cc ono (Stocks y col 1986)

| I 'qmtosano esta 85% deacetulado qu hay un 85% de ammos,

libres en Ia molecula que: son susceptlbles de se modnfi,cado V La formacnon del conjugado QL

involucra,: que" 9% de: Ios amlno ibre delquntosanoesten ocupados por la enzima. Por lo

tanto, se encuentran dlsponibles un. 66% de aminos para que sean modificados por el PEG

oCO]\

.1.
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actlvado. De esta forma, se estlmo que la modlflcaclon hldrofoblca fue responsable que eI
31% de aminos del quitosano estuvieran ocupados Los resultados |ndlcaron que el 50% ‘de

los grupos amino libres del polimero fueron modlflcados por’la’enzima y el PEG (Tabla 10)

Tabla 10. Grado de modificacién del conjugado biocatalitico :

Conjugado % aminos modificados
Quitosano Lacasa 19
Quitosano Lacasa PEG 50

4.4 Perflles de actividad de los conjugados a pH, temperaturay solvente orgénlco

Con el objetivo de conocer. si Ia Inmovnlnzacuon de Ia enznma y Ia modlflcamon

hldrofob|ca del conjugado mostraba mejo ualldades que Ia enzuma Ilbre se caracterlzaron

a los- conjugados QL. y QLP medlante p‘ rflles de actnvndad a dlferentes pH temperatura y

concentracion de solvente organlc

Se sabe que Ia especlﬂcndad del sustrato y la afmldad de,la Iacasa vana con camblos

en el pH Para s ‘tr to

favorecida para sustratos fenollcos a pH altos) El segundo efecto es el enlace de un grupo,
hidroxil al Cu tlpo T2/T3 de la lacasa (el cual mhlbe Ia act;vndad a: pH altos) El balance de

estos dos efectos opuestos, puede jugar un papel lmportante en el perfil de pH de las lacasas

4z
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(Xu y col, 1997). Adicionalmete, las lacasas puéden ser inhibidas por diferen‘t’es“ agenteS'

azidas, cianuros y enlaces de grupos hidroxil al cluster trmuclear Se han estudlado dlversos: :

inhibidores de las Iacasas, prmmpalmente compuestos ‘capaces de formar comp _ejos e cobre

estables como dltlotreltol (DDT), acido tloghcohco (TGA), cisteina, ac1do dletﬂd |ocarbam|co

(DDC), EDTA, fluoruro de sodio y azida de sodio (Johannes y Majcherczyk 2000); Otra forma

de mhlblcnorn,, es la ~perd|da de los cobres |nterrump1endo la transferenmamterna de

electrones.

120 -
100 -
8o

60

% actividad

40 ¢

20 -

Figura 12. Perfil de actividad contra pH de la enzima lacasa en diferentes sustratos.
: VABTS (®), siringaldazina (&), 2,6-DMPQO (e), catecol (A).

El perfll de activndad contra pH de la en2|ma libre y de los conjugados QL y QLP se

ensayaron con ABTS como sustrato Tanto el conjugado QL como el conjugado Q

un comportam|ento muy parecndo al de Ia enzsma Ilbre (Flg 13) Donde el pH;j P lmo de la

enzima es aproxnmadamente 4. Estos res tados |nd1can que el conjugar Ia enznma con eI

quitosano, no afecta:en el perf|I d' actiwdad contra pH. De la misma forma, la modlﬂcamonW

hidrofébica presenta un-perfil muy paremdo al de la enzima libre. Resultados similares han -

TESE CON
FAL - 07 CTIGEN
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sido reportados por D Annlbale y col (2000) y Vazquez—Duhalt y col (2001) qunenes
utilizaron quntosano como soporte para |nmov1||zar Iacasas y no observan un camblo en el

" perfil de actividad contra pH de Ia enzima I|bre y cuando es |nm0V|I|zada en el soporte

© 120 -
100 -
80 -

60 -

% actividad

40 -

20 -

Figural 3. Perfil de pH de la enzima libre y conjugados con ABTS como sustrato.
Enzima(#), conjugado QL (&), conjugado QLP (e).
En cuanto al perfil de actividad contra temperatura. este se realizd en un rango de 25
a 85°C. Como se puede observar en Ia Flgura ]4 eI perfll de temperatura de los conjugados

no cambia mgnﬂcatnvamente,en comparacmn a Ia enzima Ilbre Esto significa que la

mmov:hzacnon al |gqal que: Ia -modificacién: drofo_bica no- altera el perfil de a‘ctividad

caracteristico dréfla‘ﬁ‘en  que’ la enzima libre tiene una temperatura*é’ptima

entre 60y 70°_C7 Res Ita P tados por Tmoco y col (2001) y Vandertol-

Vanier y col (2002) E: 'rta_nte hacer notar que a una temperatur .d 85°C hay una

actividad’ entre un 40 y 50% de la acttvidad maxima de la-enzima: hbre y de Ios conjugados

QL y QLP:-
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120
100
8o

60

% actividad

40

20

o . . S S
20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura °C

Figura 14. Perfil de temperatura de la enzima.libre y conjugados.
Enzima(e), conjugado QL'(!), c,onjugadoQLP (®).

L.as enzimas han sido utlllzadas en medlos no: convencionales tales como solventes

organicos (Dordick, 1989) Una de:las principales:razones de:utiliza solventes orgénlcos en‘

1999). Se determlnq el efecto de la cqncentr C

isopropanol ‘acetonitrilo y tetrahidrofufano),"sob‘rezylya‘ ac

enzima Iibre y el Cbnj?ugédowQ', uestran Un 90% de actnvndad a 10% de etanol

con)ugado QL presenta>unyr,d| mi ’cion de la activndad en un 50% Al igual que con metanol,

a un 80% de etanol no hay presenma de actuvudad en la enzima y los conjugados.
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80;:

60 -

% actividad

40

20

20 30 o 60 70

80
% Etanol

Figura 15. Perfil de actividad de la enzima libre y conjugados en etanol.
Enzima (m), conjugado QL(a), conjugado QLP-(Q). -

Un comportamnento snmllar al del etanol se presento en el perfll de actnvndad con

isopropan‘ql (E!g  1_6 esar de que a 10% de |so opanol eI co ug re,seg;a\qasn.la

la enzima -libre

concentrac’:ibh'és’rde jsopropan Figuraf'17 se observa que a un 1 O%‘«de!aCetonitrilb héy*

un mcremento en Ia actlwdad de Ia en2|ma libre y los conjugados QL y QLP, en comparacnonf

con el control snn acetonltrllo Se observa un incremento en la actividad del conjugado QLP de~
aproximadamente 80% en relacién a la enzima libre a2 10% de acetonltrllo Se presenta un'
patrén similar del conjugado QLP en relacién a la enzima libre y el conJugado QL,'mcIuso ’a'un
60% de acetonitrilo. Este comportarhiehto solo se presentd con el acetonitrilo, yhay ﬁue
considerar que a bajas concehtrac‘ioﬁes‘fdé'SoIVéhte organico, la solubilidad dél suétra"co

puede aumentar reduciendo Iimit’acio‘nbes:yde transferecia de masa. Pickard y col, (1999)
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reportan.que la transformacion de antraceno por la enzima lacasa de C. gallica se lleva a cabo

en 6 horas en un medio de reaccion con' 15% de acetonitrilo.

120 -

100 - !ﬁ

% actividad
o
o)

o]
i

. .| m m B
o 10 20 30 40 50 60 70 80

% lsopropanol

Figura 16. Perfil de actividad de la enzima libre y conjugados en isopropanol,
Enzima (m), conjugado QL(st), conjugado QLP (O).

200
180 : P‘T
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80
60
40
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Figura 17. Perfil de actividad de la enzima libre y conjugados en acetonitrilo.
Enzima (®), conjugado QL(®), conjugado QLP (0J).
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Cuando se utlllza tetrahldrofurano se presenta una dlsmlnumon en la actividad de Ia )

enzimay los conjugados (Flg 18) En: general Ia Iacasa hbre o mmovullzada dlsmmuye su -

actividad conforme aumenta‘l concentracnon de solvente organlco ya ‘que la flexibilidad de =

las proteinas se ve reduclda, mle como,lubrlcante, las moleculas de

misma capacidad que el agua. dev ormarvpu‘entes,, e hi rogeno, E

120
100
80 -

60

% actividad

40

20

e, .

o 10 20 30 40 50 60 70 8o
% Tetrahidrofurano
Flgura 18. Perfil de actividad de la enzima libre y conjugados en tetrahidrofurano.
Enzima (m), conjugado QL(®), conjugado QLP (D)

4.5 Establlidad de los conjugados a pH, temperatura y solvente orgénlco

El efecto de Ia inmovilizacion y la moduflcacmn sobre la 'stabilldad de Ia enzuma se -

comparo medlante la: exposmon de la enznma Ilbr y:los:conjugado H extremos Se mldlo‘

Iacasa‘ varlando tiempos de mcubaclo a diferentes: pH Se tema referenc1a que la

inmovilizacion de;.,;la‘;lacasa sobre el qu1to$an, mejora 'Su estabﬂndad baJo condiciones

extremas d‘e";SHJ (Vazquez-Duhalt 'y col, ,2,001 ).
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Con5|derando Io antenor, se compard- si Ia modlflcamon hldrofoblca sobre el conjugado

QL aumentaba Ia establlldad a pH extremos, Ia cual es conferlda p |n ov \lzaclon'

covalente de Ia' nzima en el qmtosano. Como»se mu stra en la Figura ma-librea” "

pH 1:se desactlva completamente a Ios 40 mln, mientras“he :

Jugado QL retiené un

30% de actlwdad y cuando se modlflca hldrofoblcamente se dupllca su establlldad

aproxnmadamente a ‘un 60% de la actlwdad lmcxal

120
100
8o -\

60

% actividad

40 -

20 -

o 20 40 60
Tiempo (min)

Figura 19. Estabilidad del conjugado biocatlitico a pH 1.
Enzima (), conjugado QL (@), conjugado QLP (e).

En Iaf Figura 20, se‘dbservé;qt;le a.pH 12, el conjugado’QLP‘f,._jpresénta:LVma' méyor :

establlldad en comparac on”

| conjugado QL yala énzima libre (como también fue el caso a

pH 1). P05|blemen e: est

el conjugado Q’,P -onta : y . de ,EG Ie provean de una mayor proteccnon,'

reflejandose en un Ilge 0.2 m nt ,d' es, ab dad en comparacnon con la enzima Ilbre
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% actividad

20 40 60
Tiempo (min)

Figura 20. Estabilidad del conjugado biocatalitico a pH 12.
Enzima (), conjugado QL (%), conjugado QLP (e).

Debido a que el quitosano se encuentra cargado positivamente a,vablyorens‘b‘a'jos'de pH,

el polisacarido es capaz de formar puentes salinos intramoleculares,coh grupos-aniénicos de’ '

la proteina. Estas interacciones electrostaticas podrlan proveer e enzlmai‘,débidd'
a que los puentes salinos lntramoleculares son de hech 'fa'ctorés’para

mantener la conformacnon actlva de las' enzim

978). Vandertol-Vanier y

enzima, en el mtervalo de pH de 3 a10.
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En cuanto a la estabilidad a temperatura Ia enznma llbre aI |gua| que los conjugados se

reportan que la enzima es estable o

40 C por- 1 dia; Nosotros encontramos que Ia enzima

libre es estable a 40°C, al |gual que los conjugados QLy QLP

120 1

100

80

60

% actividad

40

20

50 60
Temperatura °C

Figura 21. Actividad de la enzima libre y conjugado después de 1 hr de incubacion a
diferentes temperaturas. Enzima (w), conjugado QL(#), conjugado QLP (0O1).

La establhdad de la enzima en solvente organico se determind a 1hr de lncubacmn
con dlferentes concentracuones de: solvente organlco La enzima Ilbre presento una marcada
estab:lldad en acetonltrllo por 1 hr, lncluso a un 80% de acetomtrllo Ia enznma presenta un
100% de actlwdad (Flg 22) De la misma" manera se reallzaron ensayos ‘para dsterminar’la

estabuhdad en etanol al lgual que en acetonltrllo, Ia enzima muestra una buena estabilidad
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despues de 1 hr de mcubacuon. A un 80% de etanol Ia enzima conserva un 70% de la’

actlwdad |n10|al Comportamtentos S|mllares, se presentan cuando Ia enzima se mcuba con

metanol e |soproypanol. T T R S SR e ", e

% actividad

% actividad

Fig~

160 -
140 -
120 -
100

80 -
60

40 -
20 -

o 20 40 60 8o
% Acetonitrilo

Fig 22. Actividad de la enzima libre en acetonitrilo
después de 1 hr de incubacion

140 -
120 -
100 3
80-
60 -
40 -
20 -

o 20 40 60 80

% Tetrahidrofurano

23: Actividad de la enzima libre en tetrahidrofurano
después de 1 hr de incubacién
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Un efecto de perd|da de actividad de la enznma Ilbre ‘se presenta cuando se |ncuba

con tetrahldrofurano (F»g 23) Aproxnmadamente con ‘un 40% de tetrahldrofurano, Ia en2|ma"

pierde el 70% de Ia ‘actividad inicial. Flnalmente Ia enZIma plerde"un 909’ de’s actwldad"

cuando se |ncuba por 1 hr.en 70% de tetrahldrofurano El tetrahldrofu

estabnlldad de .la- enzima, rompiendo la estructura de la proteina . Interflrlendo con Ias

mteracmone ‘h ;krofoblcas por puentes de hldrogeno que son crumales para maﬁtener'una
estructura terc@ma activa. o removiendo la capa esencial de hidratacion para la catahsus y el
proplo plegamlento Considerando lo anterior, estudiamos el efecto de la |nmovnl|zac10n de la
enz:ma y la.modificacién hidrofébica del conjugado sobre la estabilidad en tetrahidrofurano
(Fig 24). Estos resultados muestran que la enzima inmovilizada, al igual que el conjugado
mddifiéado hidrofobicamente, presentan la misma estabilidad que la enzima libre a 1 hfde
incubacion. Incluso hasta un 70% de tetrahidrofurano, cuando se presenfa aproximadamente

un 20% de la actividad inicial.

140 -

120

o TESTS CON

80 ™ IO
T ORIGEN

60

% actividad

40

o} 10 20

% Tetrahidrofurano

Fig 24. Estabilidad de la enzima libre y conjugados en tetrahidrofurano
Enzima (m), conjugado QL(%), conjugado QLP (O0).
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4.6 Solubllldad del conjugado modlficado hldroféblcamente en solvente orgénlco

- Se probaron dtferentes metodos para poder med|r Ia solubllldad del qultosano y:los-

disminuye.

El quitosano mantiene. su_solubilidad en metanol hasta un 60%, al igual que en.

acetonitrilo (Figura 25 y 2‘6).Si'n’é‘mﬁal"§6 c’ﬁaﬁdd'esté en presencia de tetrahidrofuranojhay;

una precipitacién del qUit‘osa'n‘o,‘: 'ré'u"al ée_ Ve—:i'e'fle"jado en una disminucién de unidades de
glucosamina. A pesar que eI qwtosano es’ menos soluble en tetrahldrofurano, se observa que
a un 80% de metanol,. acetonltrllo y tetrahldrofurano el quitosano presenta Ia mlsma

tendencia, siendo practlcamente |nsoluble
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120
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Figura 25. Solubilidad del quitosano y conjugados en metanol
Quitosano (), conjugado QL(®), conjugado QLP (O).

La modlflcamon quumlca con PEG se reporta frecuentemente como una buena

estrategla para lncrem Vntar Ia solubllldad de enznmas y por Io tan en2|mat|ca

en solventes no polares ( ada y coI 1986) Sln embargo los resultado mues an que bajo »

nuestras condlcnones de modlflcamon hldrofobuca ‘con PEG no:le ‘confiere una :.mayor

solubilidad al conjugado QLP en metanol (Fig. 25), acetonltrllo (Flg ,26)fy tetrahldrofurano

(Fig 27). Incluso hay una disminucién de la solubmdad del. conjugado QLP comparada con el

quitosano.
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Figura 26. Solubilidad del quitosano y conjugados en acetonitrilo
Quitosano (m), conjugado QL(=), conjugado QLP (O3).
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Figura 27. Solubilidad del quitosano y conjugados

60 80

en tetrahidrofurano

Quitosano (m), conjugado QL(®), conjugado QLP (O).
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4.7 Actlvldad en solventes orgénlcos con- baJa actlvldad de agua

: Como‘jsabemos;

I“contenldo de' agua‘juega un’ papel escencnal en: |a blocatalisw

Desde-un-punto-de-vista-

sistemas’ que contienen

principales, sé en'cuéhtra que:determlnad‘os: ustrato. solubles Aeh—sdlventes orgénlcos y

ademas ‘las” enznmas pueden lncrementar su ermoestabllldad en estos snstemas Muchas'—' -

enzimas-o complejos multnenznmatlcos |nclu,endo Ilpa‘as esterasas y deshldrogenasas

usalmente inmovilizadas, funcionan en ambientes ~|drofob|cos (Dordlck 1989) Las enzlmasy

que se utilizan predomlnantemente en un medlo organlco, requneren una d termmada

cantidad de agua para tener actividad»ca‘ta_h"cica. Las enzimas tienden a cqnse‘ryar}moléculas

de agua necesarias para mantener su. estructura’ funcional,  con laayuda‘ de” interacciones

fuertes en sitios especificos con las moléculas de agua.

" Para cuantificar la cantidad de agua-presente en la mezcla de reaccion, se utiliza el

término de actividad de agua (a,), en lugar de concentracion de. agua. La a, es de gran

importancia para la velocidad de reaccion.y el equ‘ili,br‘i‘o,de"la,misma. Diversos autores tienen

preferencias para la terminologia: de un ,sls“ter‘h‘a con_fbajbcdntenido de agua.. Sin embargo

Halling, (1994) argumenta.que efs-‘;tri:/;;fament h‘ablénad los sistemas con bajo contenido de

para mantener la actividad de agua constante.
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El sistema utilizado para regular la a, del snstema, se descrlbe enla seccmn dei

materiales y métodos. La actlwdad de Ia enzima y los conJugados se determlno medlante Ia
aparicion de producto con ‘siringaldazina. Se utlllzaron cuatro soluclones salmas'

sobresaturadas para regular la actividad de agua. De las sales utlhzadas NaCI MgCIz, L|CI

(a,=0.73, 0.32 y 0.11. respectnvamente), solo se detecto actlwdad catalitica con NaCl
(2,=0.73). A pesar de qu'éwla estabilizacién de la a,, es Ienta (aproxnmadamente 3 [ 4 dlas),'
no pudimos estabilizar la actividad de agua con K,SO, (aw=0.92). Por lo que demdlmojs’_ ’!TIEdII'-

la capacidad de oxidar siringaldazina de la enzima y los conjugados, en'un sistemacon

a,=0.73, en solventes organicos (etanol, isopropanol, butanol.y tert-butanol).

mmol /min / U enzima adicionada

Tert-ButOH ButOH

Solvente organico

Figura 28. Velocidad de oxidacion de siringaldazina en solvente organlco
- con a,=0.73. Enzima (m), conjugado QL(=).

La Fig 33 muestra que e 'conjugado QL es mas actlvo que la en2|ma Ilbre en etano|

isopropanol 'tert-butanol butanol cuando la actlvldad de agua se mant:ene en 0 73 De los

solventes organlcos utlhzadosr el una’ dlferenma significativa  de actividad

entre la enzima libre 'y el conjugado QL comparada con |sopropanol butanol y tert-butanol.
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EStUdIOS prewos muestran que la naturaleza anfifilica del PEG, puede partncrpar en una

mejora de la actlwdad enzimatica en solvente organico (lnada y col, 1986 y Galj ‘-Arellano y '

determinacion de’ lo'

netlcos solo se reallzaron en Ia en2|ma y el‘conjugado QL

4. 9 Determlnaclén d Io parémr tros clnéticos

Las constantes cmetlcas de Ia enzima libre y eI conjugado QL se determmaron para la
oxidacién de 3 sustratos diferentes: ABTS, sirmgaldazma y 2 6 DMPO Utilizando como
solvente al etanol y un sistema con una aw=0.73.'Se;m|dyleror’1 _Igs ye!ocudades iniciales de
oxidacién con la_enzima libre y el conjugado QL a dlferentes cdnéentréciones de los tres

sustratos.

Tabla 11. Constantes cinéticas de la enzima libre y el conjugado QL en etanol, para la
oxidacién de ABTS, siringaldazina y 2,6-DMPO.

ENZIMA , CONJ QL
keat Km kcat/Km kcat Km keat/Km
s mMm mMTs? s mM mMT's?
ABTS 0.06 0.62 10.36 0.014 1.32 0.011
2,6-DMPO 1.6 0.051 31.37 0.36 0.056 6.43
siringaldazina 1.17 0.02 58.5 9.364 0.0064 1504.7
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Resultados y discusion

La Tabla 11, contlene las constantes cinéticas de la Iacasa Ilbre y del conjugado

resultado interesante se presenta cuando se. utlllza snrmgaldazma como sustrato, hay un o

aumento en la eficiencia catalitlca en dos ordenes de magnitud del con)ugado QL con

respecto a la enzima libre. La reducmon ‘de la Km tiene como consecuenCIa un

notable en la eficiencia catalitica-en el caso de la siringaldazina. Uno d_e Ios‘pririéipales
problemas que afectan Ia blocataI|S|s en medio orgéanico es la particién favorable del sustrato
hacia el solvente. Un aumento en la hidrofobicidad del biocatalizador, puede promover una
mayor lnteraccmn deI sustrato hidrofébico con el sitio activo aumentando la . eficiencia

calatitica del, mismo. -

-
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VCo‘nrcl;;sior;chs' i/‘r;'zcré;wctizrmé
5. CONCLUSIONES Y PERSPECI'IVAS

En este proyecto-se‘planteo el objetivo de estudiar Ias caracterlstlcas que Ie conflere a-
la enzima lacasa, el inmovilizarla sobre el polimero natural qun:osano, segmda de una
modificacién hidrofébica. Dentro de los resultados obtemdos, se logro producnr un
conjugado QL, inmovilizando 118 U de enznma/g de qmtosano, Ia temperatura y la presencua
de carbodimida fueron factores determlnantes en la formamon del conjugado biocatalitico.
Se pudo determinar mediante la formacién de fluoréforos, que aproximadamente el
quitosano sufrié una modificacion de un 50% en sus grupos aminos, debido a la
inmovilizacién de la enzima y la adicion del polietilén glicol. La mmovnlnzamon covalente le

confirid a la enzima propiedades interesantes, debido a que resulto en: un |ncremento en la

estabilidad de la enzima a pH extremos, como fue el caso de pH‘ y=12‘ Esto puede atribuirse

en gran medida, a [a modificacion de los grupos carboxilos respohsables de la inactivacién a
pH, confiriendole insensibilidad a la enzima. Aunado a este efecto, se suma la presencia del
polietilén glicol, el cual muestra un efecto favorable de ,aumento en la estabilidad de la
enzima y del conjugado QL a pH extremos, probablemen{e debido a la modificacién de més

grupos susceptibles, o creando un microambiente amortiguador.

El-perfil de actividad contra pH, temperafcura,y-solvente orga"nico de la enzima, no se

ia E‘myodlflcamon hidrofébica del

vié afectadado por la inmovilizacién covalente, n'i'itb’o_f:

sistema. La enzima, al igual que los conjugados QL y QLP son bastante estables en un

intervalo de pH=3-10. Sin embargo a pesar de odas as alldades que puede proveer la

adicién de la -molécula de polietilén glu:ol en este caso Ia iﬂcacuon quumlca no aumento
la termoestabilidad de la enzima y no’ presento una mayor tolérancna del 5|stema a solventes

orgdnicos.
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Conclusiones y perspectivas

La biocatalisis en solvente orgénico, expande las posibilidades del Uso industrial de las
enzimas. Lo anterior, supone vencer una serie de obstdculos; puesto.que la:mayoria-de |as

di

acUOso'y su‘estructura en presencia

de solvente organico no siempre es la deseada El t‘ene'i' un si‘st’ema.soluble‘yactiv’o”en’un
ambiente no polar, podria permltlr el estudlo de ‘reacciones que funcnonen en ambuentes»

hidrofébicos, como es el caso: de algunos sustratos dela Iacasa Esto es logrado

generalmente, mediante’la modiflv' ion qufmlca del ‘sistema con’ polletllen gllco 'dEbldO ar

que conduce a una mayor SOIUblllda , de la enzima y auna establlldad en solvente organlco

Sin embargo, en este proyecto, Ia adncuon de polletnlen glicol al conjugado’Q no favorecno la

catélisis en solvente orgénico, de tal forma que no'se: pudleron determmar, as constantes

cinéticas del conjugado QLP. Sin embargo, como consecu' ncla” eila Inmovnllzacion de la

peciflcamente

n h]a’v]lactiyidad de

que fue 58.5 mM ' s, Este fenémeno fue atrlbuldo a.q e la

hidrofobicidad, solubilizandose en amblentes no: polares y dlsminuyendoilasvllmitac‘lones de'

transferencia de masa.

Los resultados de este trabajo sugieren que la inmoviliza'ciézn 'de Ié enzima lacasa
sobre el polimero quitosano, permite en gran medida ser un biocatalizador. de interés en
condiciones de pH extremos. Ademas, las preparaciones tienen propiedades de solubilidad
que las hacen facilmente recuperables del sistema de reaccidn. Esto es, a pH de catélisis la
enzima conjugada es totalmente soluble, y con un incremento de pH, esta se insolubiliza
permitiendo una facil separacidén de los productos. Su estabilidad en medios con diferentes
PH, hace que los conjugados puedan ser utilizados en un gran ntimero-de cnclos catahtlcos

Considerando lo anterior serfa interesante, poder estudiar a profundldad los mecanlsmos que'

le confieren esta estabilidad a los conjugados e incluso, explorar dlferentes agentes para la

modlflcaclon quimica, al igual que diferentes enzimas con interés biotecnologlco
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