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RESUMEN

En condiciones naturales, las enzimas llevan a cabo su actividad catalitica en
disolucién acuosa. Por ello, la gran mayoria de las investigaciones en enzimologia han
utilizado el agua como medio de reaccion.

El agua presenta un papel muy importante en la conformacién de la proteina, le
ayuda a conservar su actividad catalitica. Por lo tanto, la ausencia de agua puede
distorsionar su estructura e inactivandola. Sin embargo, existen evidencias de que algunas
enzimas practicamente mantienen su actividad en medios no acuosos, por ejemplo, la
enzima chimotripsina, polifenol oxidasa, peroxidasa y algunas lipasas.

El efecto de los disolventes orgénicos en la actividad de una enzima obtiene grandes
ventajas sobre un medio acuoso.

Algunas de estas ventajas son: 1) la solubilidad de muchos compuestos orgénicos en
medio no acuoso; 2) la capacidad para llevar a cabo nuevas reacciones que en agua son
imposibles, 3) reacciones indeseables como hidrélisis de anhidridos 4cidos causadas por el
agua; 4) la estabilidad de las enzimas en disolventes organicos, 5) la mayor facilidad en la
recuperacion del correspondiente producto en disolvente organico en comparacion con el
agua y 6) la eliminacién de la contaminacién microbiana.

El uso de enzimas inmovilizadas ha aumentado considerablemente en los tltimos
afios. Esto es debido a las ventajas que presenta la inmovilizacion de enzimas, sobre todo a
nivel econémico. La inmovilizacion de enzimas ha mostrado ser una gran herramienta,
principalmente en el desarrollo de biosensores con el propdsito de aumentar la sensibilidad
y selectividad en la determinacion de muestras complejas.

Por otro lado, los métodos automaticos de analisis, como Anadlisis por Inyeccion en
Flujo (Flow Injection Analysis, FIA, por sus iniciales en inglés) ha sido de gran
importancia principalmente para el desarrollo de metodologias analiticas. Dentro del
desarrollo de estas metodologias ha sido el acoplamiento de biosensores a esta técnica, FIA;
combinando el caracter dinamico de la técnica con el caricter cinético de la reaccion
enzimatica.

En este trabajo se presenta el estudio cinético en medio acuoso y no acuoso de un

reactor enzimatico empacado con tirosinasa inmovilizada en vidrio de poro controlado



(controlled pore glass, CPG, por sus iniciales en inglés) y en alginato, acoplados a un
sistema de flujo continuo.

Se eligid la tirosinasa, ya que esta enzima es especifica para compuestos fenélicos y
ha sido estudiada en medio no acuoso. Ha sido inmovilizada en diferentes soportes como
geles especificamente en polihidroxicelulosa, membranas como polipirrol y en diversos
polimeros: polivinilalcohol, Eastman AQ, poli-(Ni-protoporfirina IX-dimetil ester)’*. La
inmovilizaciéon en CPG se ha utilizado principalmente en sistemas acuosos, cuando el
medio es un disolvente orgéanico la determinacioén no se ha realizado en sistemas de flujo
continuo.

En este proyecto se realizd un estudio de la actividad aparente de la tirosinasa
inmovilizada en dos soportes diferentes, vidrio de poro controlado y alginato para
empacarlos en reactores enzimaticos y acoplarlos a una configuracién FIA.

También, se realizd un estudio de la estabilidad de los reactores enzimaticos en
disolventes de diferente polaridad. Finalmente, se determind la actividad de la tirosinasa
inmovilizada en vidrio de poro controlado utilizando la constante de Michaelis — Menten
(Km’”) y la velocidad maxima (Vméx) las cuales fueron comparados con los coeficientes de

particion (log P) para cada disolvente estudiado en el sistema de flujo propuesto.



CAPITULO I
ANTECEDENTES

1.1 BIOCATALISIS ENZIMATICA EN DISOLVENTES ORGANICOS

La bioquimica se ocupa en su mayor parte de las propiedades y reacciones de los
componentes organicos. En las células, la mayor parte de los compuestos y las reacciones
bioquimicas ocurren en medio acuoso.

El agua, cuyas propiedades son fundamentales para la vida, solubiliza y modifica las
caracteristicas de biomoléculas como las enzimas. Forma puentes de hidrégeno que
mantienen su naturaleza y actividad catalitica. Es por esta razén que todos los estudios en
enzimologia como son: extracciones, purificaciones, caracterizaciones, reacciones y
aplicaciones a escala industrial son realizadas en medio acuoso. Sin embargo, varias
aplicaciones de biocatdlisis dentro del drea de la biotecnologia han sido limitadas debido a
que muchos procesos enzimaticos son imposibles en medio acuoso. Tomando como base
esta limitacion, diversas investigaciones surgen por la introduccion de otro medio de
reaccion '

1) Adicién de pequefias cantidades de disolventes organicos miscibles con
disoluciones acuosas enzimaticas. Las enzimas son cataliticamente activas aunque
en mucho menor grado, ya que el sistema no es tan distinto del agua la molécula de
la enzima se encuentra localizada en un entorno acuoso ayudandole a conservar sus
propiedades intrinsecas.

2) Mezclas bifasicas: la disolucién acuosa enzimdtica se mezcla con un disolvente
inmiscible, originando una emulsién. Para estabilizar la emulsion, se adiciona un
surfactante formando miscelas reversas. Estas son formadas por colas hidrofébicas
y en su interior cabezas polares que son espontaneamente formadas cuando el
surfactante es disuelto en el disolvente orgéanico. Las miscelas solubilizan una gran
cantidad de agua, en su interior. La enzima es atrapada por agitacion, disolucién

enzimética y del surfactante en el disolvente orgénico. Por lo tanto, la molécula de



la enzima es situada en la cavidad acuosa, estando completamente en un medio
acuoso, ideal para su funcionamiento (figura b
3) Introduccion de disolventes orgénicos como medio de reaccién: el estudio se llevo a
cabo empleando enzimas capaces de hidrolizar proteinas solubles en agua. Por lo
tanto, su habitat natural involucra un medio acuoso. Las enzimas fueron colocadas
en un disolvente organico (octano) para llevar a cabo una reaccién de
transesterificacion. Ambas enzimas mostraron una constante de velocidad muy alta,
por lo tanto, estas proteasas mostraron ser cataliticamente activas en un medio no
acuoso’.
Sin embargo, al probar otras enzimas como: alcohol deshidrogenasa, tirosinasa y
alcohol oxidasa, comparando sus actividades en agua y en disolventes organicos las
enzimas presentaron poca actividad en medio no acuoso, pero, al adicionar una pequefia

cantidad de agua sus actividades aumentaron™®
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Figura 1. Formacion de miscelas
reversas en disolventes organicos

La conformacion natural de una enzima esta determinada por una red complicada de
enlaces de hidrégeno y de interacciones hidrofobicas. La molécula enzimatica posee

moléculas de agua ordenadas en su superficie formando una capa que la protege e hidrata.



Esta capa o esqueleto de hidratacién es importante para mantener la actividad y estabilidad
de la enzima. Una enzima exhibe sus propiedades cataliticas cuando tiene bien definida su
conformacién natural®. Esta puede ser alterada por diversos factores, como puede ser la
presencia de un disolvente organico.

El disolvente orgénico puede interactuar con la enzima causando una
desnaturalizacion parcial o total provocando la pérdida de sus propiedades cataliticas. Por
lo tanto, la conservacion del esqueleto de hidratacién de la enzima es necesaria para la
retencion de la actividad en el medio organico. La eliminacién de éste puede distorsionar la
conformacién e inactivar la enzima.

La estabilizacion de la estructura enzimatica en un medio no acuoso se debe a la
formacion de una microfase acuosa en la superficie de la enzima. Por lo tanto, no hay
contacto del disolvente con la enzima, debido a las moléculas de agua acumuladas en la

superficie de la enzima (figura 2)

- oY Sl
Movimiento
Hidrofobico / L=y

Grupos de
agua esencial

Disolvente <

Orgéanico Grupo

Hidrofilico \
Sustrato

agua
esencial

Figura 2. Catalisis enzimética en disolventes orgénicos. a) desactivacion de la enzima
por efecto del disolvente, b) estabilizacién de la enzima en medio no acuoso,



1.1.2 IMPORTANCIA DEL AGUA

El agua juega un papel central en la catalisis enzimatica y es considerada como un
componente ubicuo en todos los procesos bioldgicos: biosintesis, fotosintesis metabolismo
y catabolismo.

La naturaleza y la conformacion cataliticamente activa de las enzimas son llevadas a
cabo por un balance de varias interacciones no covalentes (puentes de hidrégeno,
interacciones idnicas, hidrofébicas y de Van der Waals). El agua participa directa o
indirectamente en todas ellas, proporcionando estabilidad a todo el sistema. Por lo tanto, el
agua es absolutamente requerida para la actividad de las enzimas. Forma una pequefia capa
de hidratacién alrededor de la molécula enzimatica. Sin embargo, la pregunta no debe ser si
el agua es requerida, si no cuanto de ella es necesaria para permitir que una enzima
funcione. La concentracién de agua en el contorno de estas enzimas es menor a 55.5 M en

medio acuoso.

En los ultimos afios se ha investigado mucho con respecto al efecto de la
concentracién de agua en la actividad de la enzima en presencia de disolventes organicos.
El grado 6ptimo de hidratacion difiere de enzima a enzima y de disolvente a disolvente. Es
decir, la chimotripsina requiere sélo 50 moléculas de agua para su actividad en octano. La
actividad de la tirosinasa en cloroformo necesita alrededor de 3.5 x 107 moléculas de agua
por molécula de enzima’.

Por otro lado, la actividad de la alcohol deshidrogenasa, polifenol oxidasa y alcohol
oxidasa fueron evaluadas en diferentes disolventes organicos en funcién de la
concentracion de agua presente. Las enzimas presentaron actividad tanto en disolventes
hidrofilicos como hidrofébicos, su actividad dependid de la concentracion de agua presente
en el medio. La cantidad de agua requerida para la actividad de cada enzima varié
significativamente de un disolvente a otro, es decir, la actividad de la alcohol oxidasa en
éter etilico fue mil veces mayor que en sec-butanol con un contenido de agua del 0.6 %. La

polifenol oxidasa en octanol al 97% s6lo presento un 40% de su actividad. Asi, la actividad



de la alcohol oxidasa fue la misma en diferentes disolventes: éter dietilico, octanol y acetato
butilico con la misma concentracion de agua.

Los estudios mostraron que las enzimas suspendidas en disolventes hidrofobicos
requieren menor cantidad de agua para su actividad que cuando se encuentran suspendidas
en disolventes hidrofilicos. Es decir, el agua actia como un lubricante permitiéndole a la
enzima la movilidad conformacional necesaria para su actividad optima. En medios no
acuosos, la enzima muestra actividad debido a que se encuentra fuertemente atada a su agua
esencial, reteniéndola. En un medio hidrofobico la actividad es mayor que en un medio
hidrofilico debido a que los disolventes hidrofébicos poseen una menor capacidad para
eliminar el agua esencial de la molécula enzimatica. Mientras que un disolvente hidrofilico
elimina mas facilmente la capa de hidratacion de la enzima.

La actividad catalitica de las enzimas depende de las propiedades del disolvente. La
pérdida del agua esencial tiene un fuerte efecto perjudicial en la actividad enzimatica, pero
cuando se repone (adicionando agua a la suspension de la enzima) la actividad catalitica
puede ser restaurada.

El agua puede ser sustituida por otros compuestos. Al ser eliminada por algin
disolvente, se puede asumir que las dreas de la enzima que normalmente se encontraban
interactuando con el agua quedan expuestas, provocando un efecto perjudicial en su
actividad. Sin embargo, la adiciéon de compuestos que pueden imitar la interaccion del agua
con la enzima, formando puentes de hidrégeno debe en algun grado restaurar la actividad.

Muchas enzimas han mostrado actividad en una variedad de disolventes organicos,
el mejor medio de reaccion no acuoso para las reacciones enzimaticas son disolventes
hidrof6bicos. Las enzimas en este tipo de disolventes tienden a mantener su capa de

hidratacion esencial, permitiéndoles mantener su conformacion natural, asi como suficiente

flexibilidad.



1.1.3 EFECTO DEL DISOLVENTE ORGANICO

Las interacciones hidrofébicas juegan un papel principal en la conformacion
catalitica de las enzimas Una pequefia alteracién en dicha conformacién afecta la
estabilidad de la enzima y por lo tanto su actividad enzimaética.

Los disolventes en ocasiones producen efectos fisicoquimicos en la molécula de la
enzima, estos efectos pueden ser imprevistos y potencialmente muy utiles dependiendo de
la clase del disolvente y de la enzima.

Existen factores que provocan alteraciones en las propiedades fundamentales de las
enzimas, factores como el efecto del disolvente orgéanico al reemplazar el agua esencial del
esqueleto de hidratacion en la molécula de la enzima. Un disolvente debe tener la habilidad
de conservar las interacciones hidrofobicas, a tal grado de mantener la actividad de la
enzima. Por lo tanto, la seleccién del disolvente es importante para evitar inactivar la
enzima.

Los disolventes pueden alterar de diferentes formas una molécula enzimética:

Inactivacion de la enzima por contacto directo con el disolvente:

Alteracion de la conformacién natural de la enzima por efecto del disolvente, es
decir, penetrando en el nucleo hidrofébico de la proteina, afectando los enlaces de
hidrogeno e interacciones hidrofébicas provocando una desnaturalizaciéon en la enzima

Esta situacion es particularmente importante cuando las enzimas son solubles en un
medio constituido por agua y un disolvente orgdnico miscible y a bajas concentraciones de
agua. Por el contrario, la insolubilidad de las enzimas en un disolvente organico, previene a
la enzima de severas distorsiones en su estabilidad conformacional. De hecho, muchas
enzimas en un medio totalmente organico son capaces de retener su conformacion natural

aun después de una fuerte agitacion.



Interaccién con la capa de agua esencial de la enzima:

Interaccion directa del disolvente con el agua que rodea a la enzima. La naturaleza
del disolvente es crucial para mantener esta capa de agua. Los disolventes muy polares o
aquellos con caracteristicas hidrofilicas son capaces de absorber el agua, por lo tanto,
eliminar esta capa de la enzima, ocasionando la pérdida de sus propiedades cataliticas. Sin
'embargo, existen algunas enzimas en las cuales el agua es herméticamente enlazada por lo
que el disolvente no puede eliminarla, como es el caso de las enzimas: oxidasa xantina,
lipasa pancredtica porcina y subtilisina’. Al ser suspendidas en algunos disolventes
miscibles con el agua presentan actividad. Por el contrario, los disolventes no polares o
hidrofébicos no tan facilmente absorben el agua de la enzima. Un disolvente que es
suficientemente hidrofébico debe permitir el funcionamiento de la enzima.

La hidrofobicidad de un disolvente organico es expresada como el logaritmo del
coeficiente de particion (log P) como una medida estdndar de un sistema de dos fases
octanol — agua.*'® Los disolventes con un log P < 2 estan considerados a distorsionar
fuertemente la interaccion agua — biocatalizador. Aquellos disolventes con un log P entre 2
y 4 son distorcionadores relativamente débiles, afectando la actividad de la enzima de una
manera imprevisible. Finalmente, los disolventes con un log P > 4 son normalmente
biocompatibles, como los hidrocarburos ya que no tan facilmente absorben el agua de la
enzima.

A pesar de algunas excepciones, como es el caso de la enzima subtilisina en
dimetilformamida con un log P =-0.1 y la lipasa pancreética porcina con un log P = 0.71 en
piridina presentan una actividad alta. Este modelo ha sido aceptado como una guia para

predecir la actividad biocatalitica en disolventes organicos.’

Solubilidad del sustrato y del producto en el medio:

La seleccion del disolvente para la solubilidad del sustrato como del producto debe
ser considerada. El uso de disolventes donde el sustrato no sea soluble puede ser poco

préactico para la reaccion enzimatica, ya que no habra interaccion entre enzima — sustrato.



Por otro lado, la compatibilidad de los productos de la reaccién enzimatica con el
disolvente es crucial. Los productos polares eliminan agua del esqueleto de hidratacién de

la enzima provocando inhibicién o alguna reaccion indeseable.

Dependencia del pH:

En soluciones acuosas, la actividad enzimadtica depende del pH. Las enzimas
presentan un pH caracteristico en el cual su actividad es maxima.

El concepto de pH en disolventes organicos no tiene significado. Sin embargo, el
estado de protonacién de los grupos ionogénicos de la enzima deben ser controlados por
otros factores. Se ha descubierto que las enzimas presentan un fenémeno denominado
efecto de “pH memoria”, es decir, el comportamiento catalitico de la enzima en disolventes
organicos va estar en funcién del pH de la solucién acuosa anterior a la cual la enzima
estuvo expuesta.

Sin embargo, el comportamiento de una enzima en un disolvente orgénico va estar
en funcién del pH de la solucién acuosa anteriormente expuesta. Asi mismo, si la solucién
acuosa no presenta en valor de pH adecuado, la actividad de la enzima en el medio
organico estard destinada a ser suboptima. Evitando este efecto, es preferible el uso de
soluciones amortiguadoras para lograr la maxima actividad enzimdtica en el disolvente
organico. Las enzimas antes de ser sometidas a un disolvente organico deben presentar un
estado i6nico adecuado, ya que en un medio orgédnico no existe alguna fuerza que pueda

alterar los grupos cargados.

Estabilidad Térmica:

Las enzimas son intrinsecamente inestables en solucién y pueden ser inactivadas por
desnaturalizacién, causada por un aumento en la temperatura''. Cuando hay un aumento de
temperatura, la molécula de la enzima primero se desdobla o se abre reversiblemente y

sufre una o mas de las siguientes reacciones: formacién de estructuras mezcladas



incorrectamente, destruccion de enlaces sustrato — sustrato via B - eliminacién,
deamidacién de residuos de aspargina y glutamina e hidrélisis de enlaces peptidico a
residuos de é4cido aspartico. Cada proceso requiere agua y por consiguiente no deben
ocurrir en un medio ambiente libre de agua.

Por lo tanto, la deshidratacion en las enzimas la hace remarcablemente estables al
calor. Se ha demostrado que la lipasa pancreatica es extremadamente termoestable y puede
resistir calentamiento a 100 °C. A esta temperatura la enzima es 10 veces mas activa que a
temperatura ambiente por varias horas.

El agua actia como un lubricante que le permite una alta flexibilidad
conformacional a la molécula de la enzima. Por consiguiente, la deshidratacion las hace
mucho mas rigidas. Asi, la lipasa pancreédtica puede resistir temperaturas de 100 °C en
disolventes orgénicos. Esto significa que la estructura de la enzima permanece propiamente

estructurada en medio orgéanico aln a altas temperaturas.

Alteracion de la especificidad de la enzima:

Las enzimas no sélo son selectivas al tipo de reaccién que catalizan sino que
también en su posicién de ataque en una molécula.

La presencia de un disolvente orgénico en una enzima puede modificar su sitio
activo en su conformacioén, es decir, al ser eliminada el agua, su estructura conformacional
se vuelve rigida o inflexible provocando la imposibilidad a adaptar un sustrato
determinado. Consecuentemente, el aumento de rigidez por la deshidratacion produce un
cambio en la especificidad del sustrato.

La lipasa pancreatica, hidratada reacciona con sustratos grandes y pequefios. Sin
embargo, deshidratada reacciona sélo con sustratos pequefios, ya que su centro activo se
vuelve rigido rigido.

Las fuerzas de transmisién de enlace enzima-sustrato son interacciones
hidrofébicas, producidas por la presencia de agua. los sustratos lipofilicos son expulsados

del agua en el centro activo de la enzima. En medio no acuoso estas fuerzas de transmision



no existen, y esto provocara un cambio en el balance del enlace enzimas - sustratos debido
a la energia que es usada en la catilisis.

En estudios realizados con la chimotripsina que hidroliza a la étil ester N-acetil-L-
fenilalanina en agua es 100 veces mas rapido que a la etil ester N-acetil-L-histidina debido
‘a la hidrofobicidad del segundo sustrato. Al ser sometida en octano la especificidad del
sustrato se invierte y el derivado de histidina se vuelve un sustrato apreciablemente mejor
que la fenilalanina.’

Existen enzimas que exhiben una especificidad muy alta en un medio no acuoso.
Esta interaccion preferida por las enzimas es muy util principalmente en el caso de
enantidémeros. Por lo tanto este hecho puede ser usado en el desarrollo de biosensores

Opticos para reconocer isémeros 6pticos.

La conservacion de la actividad catalitica de enzimas en disolventes orgédnicos ha
resuclto grandes obstidculos en el drea de la biotecnologia ya que muchos procesos
biocataliticos que dificilmente podrian ser realizados en soluciones acuosas debido a la baja
solubilidad del sustrato y/o un desfavorable desplazamiento del equilibrio de reaccién en
agua, ha sido de gran aprovechamiento para la estabilizacién de la enzima en un medio

diferente al agua.
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1.2 CATALISIS ENZIMATICA

Las enzimas son catalizadores muy eficaces y muy selectivos. Estén especializadas
en la catélisis de reacciones biolégicas. Una de sus propiedades esenciales, es la capacidad
de fijar uno o mas sustratos en una reaccién biomolecular. El gran tamafio de las proteinas
en relacion con los sustratos condujo al concepto de que una regién restringida de la
enzima, denominado sitio activo, se ocupa de la catalisis. El sitio activo constituye una
pequefia porcién de la estructura de la enzima. Asi, la especificidad de la enzima depende
del arreglo de los 4&tomos en el sitio activo.

L. Michaelis y M. L. Menten desarrollaron una teoria general sobre la accion y
cinética de las enzimas. Su teoria supone que la enzima se combina con el sustrato
formando un complejo enzima — sustrato, ES, que se descompone para formar un producto,

P, y la enzima libre:

k,
E+S—-k* ES—X2 » p + E (1.1)
1

La velocidad inicial de una reaccion es la velocidad medida antes de que se haya
formado suficiente producto para permitir que la reaccion inversa ocurra. A una
concentracion baja de sustrato, la velocidad inicial de la reaccion es casi proporcional a la
concentracion del sustrato y la reaccion es aproximadamente de primer orden. A medida
que la concentracion del sustrato aumenta, la velocidad inicial de la reaccién disminuye y
deja de ser aproximadamente proporcional a la concentracién del sustrato, en este punto el
orden de la reaccion es mixto. Con un aumento posterior de la concentracion del sustrato, la
velocidad de la reaccion llega a ser esencialmente independiente de la concentracién del
sustrato y se aproxima asintéticamente a una velocidad constante. En este intervalo de
concentraciones de sustrato la reaccion es esencialmente de orden cero con respecto al
sustrato, y se dice que la enzima se encuentra saturada con el sustrato (figura 3).

Todas las enzimas muestran el efecto de saturacion , pero este varia ampliamente

con respecto a la concentracién del sustrato que se necesita para que se manifieste.
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Figura 3. Efecto de la concentraci6n del sustrato sobre la
velocidad inicial de una reaccion enzimatica a una
concentracion de la enzima constante.

En la figura 3, los puntos A y B indican que solamente una porcién de la enzima
presente estd combinada con el sustrato, aun cuando existan muchas més moléculas de
sustrato que de enzima. Esto se debe a que la constante de equilibrio para la reaccién no es
infinitamente grande. En los puntos A o B al aumentar o disminuir la concentracion del

sustrato aumenta o disminuye la concentracién de la enzima ligada al S como ES; de aqui

que velocidad inicial dependa de [S].

En el punto C, esencialmente toda la enzima se encuentra combinada con el sustrato

de manera que un incremento posterior en [S], aunque hace aumentar la frecuencia de las
colisiones entre E y S, no puede causar incrementos en la velocidad de reaccién, puesto que
no existe enzima libre disponible para reaccionar.

El caso B presenta una situacion de mayor interés teérico donde exactamente la
mitad de las moléculas de enzima estdn unidas con sustrato. Entonces, la velocidad es la
mitad de la velocidad maxima alcanzable (Vmax/2) a esa concentracion particular de enzima.

Cuando la concentracion del sustrato es tan elevada, practicamente toda la enzima
del sistema estd presente en forma del complejo ES, es decir, cuando la enzima se

encuentra saturada, se alcanzara la velocidad inicial maxima, Vs, dada por:
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Vm = l(+2 [ET] (1 2)

Donde [Ex] es la concentracién total de la enzima.

Vinss [S] (13)

I

Vo
Km + [S]

La ecuacion 1.3 es la ecuacién de Michaelis-Menten, ecuacion de la velocidad para
una reaccioén de un solo sustrato, catalizada enziméticamente. Esta ecuacién relaciona la
velocidad inicial, la velocidad maxima y la concentracion inicial del sustrato a través de la
constante de Michaelis-Menten (Km). Al parecer la ecuacién no muestra un término para la
concentracion de la enzima, en realidad ésta se encuentra contenida en el término de Vi
(ecuacion 1.2).

De la ecuacion de Michaelis-Menten se deriva una relacion importante en el caso
especial en que la velocidad inicial de la reaccion sea exactamente la mitad de la velocidad
maxima, es decir, Vo = 1/2Vnx (fig. 3, punto B). De donde se obtiene que [S] = Km
cuando la velocidad inicial es igual a la mitad del valor de la velocidad méxima. Asi, el
valor de la constante de Michaelis—Menten (Km) es una medida de la afinidad de la enzima
por el sustrato.

Numerosas enzimas dan curvas de saturacién que no permiten determinar
facilmente los parametros cinéticos: velocidad inicial maxima y Km, cuando se grafica Vo
en funcién de la concentracion del sustrato [S].

Para evaluar la velocidad méxima y la constante de Michaelis-Menten, es
conveniente utilizar una regresion lineal.

La ecuacién de Michaelis-Menten (1.3) puede ser invertida:
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» ” (1.3)

Al graficar 1/Vo como funcién de 1/[S] se obtiene una recta con pendiente Km / Viax ¥
ordenada al origen 1 / V pax.

Km
----- * Pendiente =

Vmax

1

sl

Figura 4. Gréfica de Lineweaver — Burk usada para
valorar Km y Vmax

Esta representacion es conocida como la transposicion propuesta por Lineweaver— Burk.
La constante de Michaelis—Menten (Km) estara expresada de acuerdo a las unidades

en las que se encuentre expresada la concentracion del sustrato.
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1.2.1 TIROSINASA

Polifenol Oxidasas (PPO) es un término genérico para el grupo de enzimas que
catalizan la oxidacién de compuestos fenélicos causando un color marrén principalmente
en frutas, y en general, en los tejidos de plantas al poco tiempo de ser cortadas o dafiadas.
Dependiendo de la especificidad del sustrato, las polifenol oxidasas son designadas como
monofenol monooxigenasa, cresolasa o tirosinasa (EC 1.14.18.1), difenol oxidasa, catecol
oxidasa o difenol oxigeno oxidoreductasa (EC 1.10.3.2) y lacasa o p-difenol oxigeno
oxidoreductasa (EC 1.10.3.1)."

La tirosinasa es una enzima muy importante y muy abundante en la naturaleza. Se
encuentra tanto en las células de organismos vegetales como de animales. Es aislada de una
gran variedad de fuentes y su purificacion es dificil por la contaminacién de pigmentos. Los
productos de esta reaccion enzimatica, quinonas, forman melaninas permitiendo la
modificacion de proteinas, incluyendo la tirosinasa.

Muchas de las primeras purificaciones de la PPO fueron realizadas a partir de hongos
silvestres, encontrando que se encuentra en multiples formas (isozimas), la presencia de un
cofactor (Cu) y diferente relacion de actividades.

Estudios espectroscépicos, han establecido que el sitio activo de la enzima esta
constituido principalmente por dos iones cobre en la molécula enzimaética, por lo tanto, el
cobre forma una parte esencial en la molécula enzimatica. Cuando la proteina se encuentra
libre de cobre no tiene la habilidad para llevar a cabo su actividad".

Asi mismo, los iones cobre forman un sitio activo binuclear, los cuales se
encuentran en sus dos estados de oxidacién. Tres diferentes estados funcionales han sido
distinguidos en la tirosinasa denominados: mettirosinasa (met), deoxitirosinasa (deoxi) y
oxitirosinasa (oxi), los cuales son esenciales para el proceso enzimético

La mettirosinasa es denominada como una estructura tetragonal, donde el sitio
activo de cobre binuclear Cu(II), forman puentes con iones hidroxilo (OH) y de esta forma
proporciona un camino efectivo para el intercambio de 2e” para formar el estado funcional

de la deoxitirosinasa.
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La forma oxitirosinasa es obtenida a partir de la presencia de oxigeno molecular, a
partir de peroxido de hidrégeno (figura 5). Durante la lenta autoxidacién de muchas
sustancias como compuestos fendlicos, hay formacion de peroxido de hidrégeno
posiblemente a que la tirosinasa contiene catalasa y peroxidasa. La catalasa presente en la
enzima se descompone rapidamente formando €l peréxido, proporcionando asi un 4tomo de
oxigeno al sistema

Técnicas como resonancia espectroscoOpica raman, han mostrado que el oxigeno
molecular es enlazado al sitio activo binuclear formando un peréxido. Estos datos muestran
que los dos iones cobre est4n en su estado de oxidacién cuprico.

Finalmente, en la deoxitirosinasa en el sitio activo binuclear los iones cobre se
encuentran en su estado de oxidacion (I), en contraste, a la forma met y oxitirosinasa, la
deoxitirosinasa reacciona con oxigeno molecular reversible dando lugar también al estado
funcional oxitirosinasa.

Estos tres estados funcionales de la tirosinasa son indispensables para la catalisis

enzimatica de la enzima.

Cu Cu
N I I \N
Deoxi

2e”

H
N N O N
\Cu/ \ ¥ \Cu/ \cu/
N/H \ v ﬂ\ H,0, 2 H,0 N /H\CI)/ H\N
H
Oxi
Met

Figura 5. Interrelaci6n de los tres estados funcionales del sitio activo
de la enzima tirosinasa
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La tirosinasa tiene la capacidad de catalizar la oxidacién aer6bica tanto de fenoles
monohidricos y o-dihidricos. Estas dos actividades parecen ser tan diferentes en caracter, es
decir, una involucra la insercion de un grupo hidroxilo, mientras que la otra involucra la
eliminacion de dos dtomos de hidrogeno. La tirosinasa ha sido considerada poseedora de
dos diferentes catalisis o actividades enzimaticas.

El hecho de que la relacion de estas dos actividades puede variar durante el proceso
de aislamiento y purificacién de la enzima, ha permitido suponer que la tirosinasa es una
enzima que presenta dos actividades, o es una mezcla de dos enzimas diferentes o una
enzima mas algun factor desconocido.

Dos sustratos han sido ampliamente usados para el estudio del modo de accién de la
tirosinasa: p-cresol para el caso de la actividad de fenoles monohidricos y catecol para la
actividad de fenoles o-dihidricos. Debido a estos sustratos, estas dos actividades son
comuinmente nombradas como actividad cresolasa o monofenolasa (reaccién 1) y actividad

1418 1a relacion de estas dos actividades varia

catecolasa o difenolasa (reacciéon 2)
irregularmente de una seccién de célula a otra, estando en mayor proporcion la actividad

catecolasa y la cual va ser proporcional al contenido de cobre.

OH

+ 0, + BH, - + B + H,O

R R

Reaccidn 1. Actividad cresolasa de la enzima tirosinasa.
BH2 (compuesto o-difendlico)
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2 + 02 - 2 + 2H20

R R

Reaccion 2. Actividad catecolasa de la enzima tirosinasa.

1.2.2 MECANISMO DE REACCION DE LA TIROSINASA

La formacién de o-quinonas por medio de la enzima tirosinasa consiste en un ciclo
de dos etapas (figura 6). El mecanismo de oxidacién del o-difenol parece ser més simple y

sera considerado primero.

Actividad Catecolasa (figura 6A)

Los iones cobre son fundamentales para que la enzima sea cataliticamente activa.
Cuando estos sitios activos bicuprosos (estructura deoxitirosinasa (deoxi, IA)), una
molécula de O, es enlazada a los dos iones de cobre, provocando la formacion
caracteristica de un peréxido y un cambio en su estado de oxidacién (II) dando lugar a la

formacion de la oxitirosinasa (oxi, IIA).
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Los dos iones de Cu (II) de la oxitirosinasa se unen a los atomos de oxigeno de los
dos grupos hidroxilo de una molécula de catecol, empleada como sustrato, para formar el
complejo O;-catecol-tirosinasa (III A). El catecol se convierte a o-benzoquinona y la
enzima se reduce a su forma mettirosinasa (met, IV A).

Otra molécula de catecol, se une de la misma forma que cuando est4 en estado oxi,
por medio de los atomos de oxigeno forman enlaces con los iones Cu (II) (V A). El catecol
se oxida formando asi la o-benzoquinona y la enzima es reducida a su estado

deoxitirosinasa, completando el ciclo.

Actividad Cresolasa (Figura 6B)

El mecanismo de la o-hidroxilaciéon de un monofenol por medio de la tirosinasa
(figura 6B). Comienza con la mettirosinasa(IVA), partiendo del ciclo anterior. Este estado
de la enzima se reduce por un compuesto BH; (reaccion 1); designando como compuesto
BHs , catecol, para obtener la deoxitirosinasa (IA).

Entonces el oxigeno molecular se une a la deoxitirosinasa , formando la
oxitirosinasa (IIA). Asi el compuesto monofenélico es enlazado a un ion Cu(Il) mediante el
atomo de oxigeno del grupo hidroxilo del fenol formando el complejo O,-monofenol-
tirosinasa IB. Posteriormente, se lleva a cabo un nuevo arreglo permitiendo una forma
asimétrica para poder atacar el monofenol por medio del desdoblamiento de enlace O-O
(intermediario IIB).

Subsecuentemente, la posicién orto del monofenol se hidroxila por un dtomo de
oxigeno del intermediario O,-monofenol-tirosinasa para dar el complejo (IIIB), el cual es
entonces disociado formando asi deoxitirosinasa (IVB) y benzoquinona completando el

ciclo.
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Figura 6. Mecanismo de la actividad enzimatica de la tirosinasa.

A) actividad catecolasa, B) actividad cresolasa'”.
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Durante mucho tiempo, los compuestos monofenoles y o-difenoles habian sido
considerados como sustratos exclusivos de la tirosinasa. Sin embargo, estudios recientes
con otro tipo de sustratos como aminas aromaticas y o-aminofenoles, han mostrado que este
tipo de sustratos sufren las mismas reacciones cataliticas (orto hidroxilacién y oxidacién)

formando o-quinonaiminas. Llevandose a cabo los ciclos explicados en la figura 6.

1.2.3 APLICACIONES

En la naturaleza, la tirosinasa es ampliamente distribuida en microorganismos,
plantas y animales. En los animales la enzima tiene una gran relevancia ya que es
responsable del proceso de melanizacién. La formacién de melanina produce la
pigmentacion oscura marronacea de los epitelios, y también la tinta de los calamares y
pulpos. La enzima tirosinasa convierte el aminoécido tirosina en el pigmento oscuro e
insoluble melanina. La melanina proporciona una pantalla protectora frente a la radiacién
solar.

En algunas plantas el efecto oxidativo (oscurecimiento o un color marrén) puede ser
benéfico. Los productos de reaccién, quinonas, son dafiinas para las bacterias, y por tanto
protege a los tejidos vegetales heridos o dafiados de la invasion bacteriana. Sin embargo, en
muchos casos esta oxidacion enzimatica puede ser indeseable por la secuela del color
deteriorando algunas frutas y vegetales comerciales, modificando el aspecto y sabor de
éstos provocando la pérdida econdmica en la industria alimenticia y agricola.

El efecto de la oxidacién enzimatica, es prevenido ya sea inhibiendo la enzima o por
adicion de agentes reductores. Por otro lado, la tirosinasa cataliza la formacion de
homopolimeros a partir de fenoles, proporcionando aplicaciones para la produccién de
resinas fendlicas o en la manufactura de adhesivos, Utiles para aplicaciones quirtrgicas.

Se han desarrollado una gran cantidad de métodos de inmovilizacién, un gran
nimero de autores han utilizado estos métodos de inmovilizacién principalmente para la

construccién de biosensores electroquimicos '*%.
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Debido a la especificidad de la tirosinasa y a su fuerte accion en medios no acuosos,
se han desarrollado métodos para la determinacién de compuestos fenélicos, basados en la
construccién de sensores y biosensores empleando diferentes soportes de inmovilizacién.
Dentro de estos soportes de inmovilizacién se han empleado hidrogeles, membranas, vidrio
de poro controlado y polimeros ****, Disefiados como ya se menciono anteriormente para la
determinacion de compuestos fendlicos especificamente para muestras de alimentos
operando en sistemas no continuos (batch).

Razon por la cual, crece el interés del estudio del comportamiento de un sensor
elaborado con tirosinasa inmovilizada en vidrio de poro controlado acoplado aun sistema de

flujo continuo.
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1.3 BIOSENSORES

Un biosensor quimico esta constituido por 2 componentes bdsicos en serie: un
sistema quimico y un transductor fisico, el cual tiene como funcion relacionar la
concentraciéon de un analito a una sefial eléctrica medible. El sistema quimico utiliza un
mecanismo bioquimico, es decir, contiene un componente bioldgico, generalmente
inmovilizado como: enzimas c€lulas o anticuerpo W,

A partir del surgimiento de los métodos de inmovilizacién de enzimas y del
conocimiento que las enzimas pueden funcionar en disolventes organicos. Se han
desarrollado biosensores con el propésito de aumentar la selectividad y sensibilidad en la

determinacién de compuestos en diferentes matrices ***2.

1.3.1 METODOS DE INMOVILIZACION DE ENZIMAS

A partir del desarrollo de biosensores para la determinacién de glucosa, se ha
desarrollado un gran nimero de técnicas de inmovilizacion. El alto costo de las enzimas,
son un obstaculo para su recuperacion después de haber sido utilizadas. Al unir la enzima a
un soporte insoluble permitiéndole conservar sus propiedades, le permite a la enzima poder
ser reutilizable y de alguna manera reducir los costo.

Los métodos de inmovilizacién se pueden agrupar en cuatro técnicas: atrapamiento,
formacion de enlaces covalentes, adsorcion y por entrecruzamiento con reactivos bio-

multifuncionales ****.

23



Inmovilizacién por atrapamiento.

Este método de inmovilizacién consiste en el atrapamiento de la enzima dentro de
una estructura que la retiene, sin dejar que se escape, permitiendo la penetracién del
sustrato y la salida del producto. En este tipo de inmovilizacion son empleados diferentes

soportes como: geles, fibras, precipitados de hidroxidos metélicos 0 membranas.

1.- Atrapamiento por geles: la enzima es atrapada en los espacios intersticiales del gel
insoluble en agua. La estructura se puede preparar por polimerizacién, formacion de redes

ibnicas o por precipitacion.

a) Atrapamiento por polimerizacion: pueden emplear matrices como poliacrilamida,
poliacrilonitrilo, poliuretano, poli-(vinilalcohol), membranas sol- gel o hidrogeles redox. La
matriz se forma por entrecruzamiento de compuestos bifuncionales. Debido a que la
polimerizacién es muy exotérmica, hay que controlar la temperatura para evitar dafiar la

enzima.

b) Atrapamiento por formacién de redes i6nicas: el gel se forma por polimerizacion de
polielectrolitos mediante iones multivalentes (Ca o Al). El més utilizado es el alginato (3-
D manuronato (M) y residuos de o - L- guluronato (G)). La solucién de la enzima a
inmovilizar se mezcla con una solucién de alginato sddico, posteriormente inyectando

dicha suspension a una solucién endurecedora de cloruro calcico.

2.- Atrapamiento en fibra: consiste en disolver un polimero formado de fibra, como el
triacetato de celulosa, en un disolvente organico inmiscible con el agua es emulsificado con
una suspension acuosa de células con glicerol. La emulsién es extraida con un liquido
coagulante, como el tolueno, que precipita al polimero en forma filamentosa, junto con

microgotas de suspension celular que quedan atrapadas en la fibra.

3.- Atrapamiento en precipitados de hidroxidos metalicos: las sales mas cominmente

utilizadas son de cloruro de Ti** o Zr** que se afiaden a una solucién acuosa del
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componente bioldgico y dependiendo del pH se forman precipitados poliméricos
gelatinosos de los hidréxidos metalicos en los cuales quedan atrapados los componentes
biolégicos. Los hidréxidos de Ti** son mas efectivos a pH é4cido y los de Zr*" a pH neutro o
alcalino. Este método es de bajo costo, de fécil preparacién y con una capacidad para

inmovilizar los componentes biolégicos con alta retencién de su actividad enzimatica.

4.- Atrapamiento en membranas semipermeables, de ultra filtracién o de peliculas con poro
calibrado: las membranas son impermeables a los receptores bioldgicos, pero dejan pasar
los productos y en algunos casos a los sustratos. Son muy adecuados para la conversion de
sustratos de alto peso molecular, solubles o insolubles en agua. Se pueden controlar los
productos y los sustratos segtin la selectividad de la membrana. La inmovilizacién por esta
técnica es facil de llevar a cabo. Se ha de situar tan sélo la suspensién celular a un lado de

la membrana.

Inmovilizacién por enlace covalente

La inmovilizacién por enlace covalente consiste en el enlace directo de la enzima a un
soporte activado. El enlace suele ser con algiin componente reactivo de la superficie
celular, como grupos amino, carboxilos, tiol, hidroxilo, imidazol de las proteinas. Se
pueden emplear dos tipos de soporte: orgénicos e inorganicos. Dentro de los soportes
inorganicos, el vidrio es el soporte cominmente empleado. Generalmente, requiere de un
tratamiento previo para generar grupos amino, a su vez son los que sirven de puentes de
unién con las proteinas. Por otro lado, como soportes organicos los mds usados son la
celulosa por lo que la inmovilizacién de los componentes biolégicos precisa de la
formacién de los grupos reactivos apropiados para la unién, con los grupos reactivos de las

proteinas.
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Inmovilizacién por adsorcién

Al colocar una superficie limpia en una solucién acuosa, las moléculas organicas se
adsorben rapidamente a la superficie, formando una pequefia capa viscosa sobre la misma.
Esta capa cambia completamente las propiedades de la superficie, haciéndola més accesible
a los componentes bioldgicos. Estos llegan a la superficie del soporte, bien por fuerzas
dindmicas del fluido, por sedimentacién o por difusién browniana. Una vez en la superficie,
se adhieren, primero de una forma reversible por fuerzas de Van der Waals, electrostaticas
o covalentes. Formando una biocapa. Cuando esta biocapa crece demasiado empieza a
haber problemas de difusion del sustrato y de los productos. Por lo que al ser muy gruesa,
el sustrato no llega al componente biolégico. Para este tipo de inmovilizacién se han
utilizado un amplio nimero de soportes inertes como: arena, alimina y arcillas. Varios
factores, como la composicion del soporte, asi como la porosidad, influyen
significativamente.

Otro tipo de soportes son el empleo de resinas de intercambio iénico. La carga de la pared
celular de los componentes biolégicos depende principalmente de péptidos, acido
diaminopimélico y hexosamina. A pH normal, la mayoria de las células estan cargadas
negativamente y son atraidos por resinas anionicas. El enlace depende del nimero de cargas
superficiales, de la configuracion especifica de los lugares cargados y de la accesibilidad de

estos grupos funcionales i6nicos.

Inmovilizacion por entrecruzamiento con reactivos bi o multifuncionales

Los receptores biolégicos son adheridos unos a otros por medios fisicos o quimicos.
Generalmente se emplea glutaraldehido, el cual se enlaza con los grupos amino libres de los
mucopéptidos de las paredes microbianas. Son enlaces irreversibles y sobreviven a pH y
temperaturas extremas.

Otra forma es por floculaciéon, empleando agentes floculantes como polielectrolitos

cati6nicos (poliamidas) o aniénicos (poliacrilamidas carboxil sustituidas).
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1.3.3 SISTEMAS EN FLUJO-CONTINUO

Durante el desarrollo de la técnica de inyeccién en flujo, ha sido posible la
resolucion de problemas analiticos. Acoplar un reactor empacado con una enzima
inmovilizada a una configuraciéon FIA, ha aumentado el interés en el desarrollo de
metodologias por esta técnica.

Por otro lado, la capacidad y facilidad de inmovilizar enzimas y mantener su
actividad, ha permitido grandes ventajas en el desarrollo de los biosensores, en especial
combinarlos con la técnica por inyeccién en flujo y principalmente aumentar su aplicacién
en disolventes organicos.

Desde un punto de vista analitico, la combinacién fisica de las enzimas
inmovilizadas y de los transductores opticos para formar equipos de deteccion selectiva en
los sistemas de inyeccion en flujo proporciona ciertas ventajas sobre otros sistemas.

La aplicacion de las enzimas inmovilizadas a los sistemas de flujo continuo pueden ser
acoplando el reactor enzimatico a la configuracion FIA o bien la enzima inmovilizada ser
empacada en la misma celda de flujo en el detector: .

1) Sistemas de reactor enzima - deteccion Optica, el suceso bioquimico se lleva a cabo
en un reactor enzimatico, el cual se encuentra en el sistema de flujo continuo y
posteriormente el producto es medido espectrofotométricamente (figura 7a).

2) Sistemas reactor enzima - sensor optico, la enzima es inmovilizada en un reactor
donde se va a llevar a cabo la reaccién enzimatica y el cual se encuentra antes del sensor
optico (fosforescencia a temperatura ambiente) en el sistema en flujo continuo. Una celda
de flujo convencional es empacada con algin otro componente que va ser sensible al
producto de la reaccion enzimatica (figura 7b).

3) Sistemas de flujo directo enzima - optosensor, en este tipo de sistemas tanto la
enzima inmovilizada como otro compuesto inmovilizado sensible al producto de la

reaccion enzimatica son empacados en la celda de flujo en el sistema en flujo-continuo

(figura 7c).

27



Los sensores Opticos y biosensores electroquimicos para medio organico y la combinacion
de la técnica de inyeccion en flujo, son de gran interés para diversas dreas. Se ha favorecido
el desarrollo de metodologias analiticas por diversas razones, por ejemplo: muchas
muestras importantes de la industria alimenticia farmacéutica y petroquimica son muy
hidrofébicas y requieren de tediosas etapas de pretratamiento antes de su anélisis. El
acoplamiento de los biosensores y el analisis por inyeccion en flujo evitan la necesidad del

tratamiento de la muestra y permiten un rapido analisis ***2.
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Figura 7. Diferentes sistemas para biosensores 6pticos en flujo continuo. a) sistema reactor enzima -
deteccion dptica, b) reactor enzima-sensor 6ptico y ¢) flujo directo enzima — optosensor,
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En este trabajo, se realizd6 el estudio cinético de la tirosinasa inmovilizada,
determinando la Constante de Michaelis—Menten (Km) y la velocidad méxima (Vmsy). Para
llevar a cabo este estudio se inmovilizdé la enzima empleando dos métodos de
inmovilizacion: por enlace covalente usando como soporte vidrio de poro controlado y por
atrapamiento en gel con alginato.

Una vez inmovilizada la tirosinasa, se evalud la actividad aparente de la enzima en
medio acuoso con disolucién amortiguadora de fosfatos y en medio no acuoso se
emplearon disolventes de diferente polaridad (heptano, hexano, cloroformo, etanol,
isopropanol y acetonitrilo).

La actividad aparente de la enzima, se compard por batch y por flujo-continuo. En un
sistema en flujo continuo, se acopl6é un reactor enzimatico (empacado con la tirosinasa
inmovilizada), en ambos métodos el sistema de deteccion fue espectrofotométrico.

Con esta investigacion se pretende determinar si la enzima al ser inmovilizada es capaz
de mantener su actividad catalitica en medios no acuosos y en cual de estos presenta una
mayor actividad. La finalidad principal de este proyecto es establecer las condiciones de
reaccion en medio acuoso y no acuoso para la tirosinasa y con ello desarrollar un método
automatico para la cuantificacion de compuestos fendlicos en diferentes muestras de

aceites, jugos, aguas, etc.
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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un reactor enzimatico empacado con Tirosinasa que pueda reaccionar en un

medio hidrofébico utilizando una configuracion de Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA)

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Inmovilizar la enzima Tirosinasa en vidrio de poro controlado (CPG). Comparar su
comportamiento en Medio Acuoso y No Acuoso por medio de un sistema de flujo continuo
(FIA) y un sistema no continuo (Batch)

b) Estudiar la actividad de la Tirosinasa en diferentes disolventes organicos por FIA.

¢) Determinar las condiciones de reaccién Optimas en medio acuoso y no acuoso de la

enzima Tirosinasa inmovilizada en CPG en un sistema de flujo continuo.

d) Evaluar el comportamiento cinético de la Tirosinasa inmovilizada mediante la
determinacién de la Constante de Michaelis— Menten (Km®) en Medio Acuoso y No

Acuoso por FIA.

) Inmovilizar la tirosinasa en alginato y estudiar su comportamiento en medio acueso y no

acuoso por FIA.

f) Evaluar y Comparar la actividad enzimética de la Tirosinasa inmovilizada en CPG y

Alginato.
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CAPITULO I

DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Todos los reactivos y disolventes utilizados fueron grado analitico.

Tirosinasa (E:C 1.14.18.1) fungal, Sigma, con actividad especifica de 2060 unidades/mg
s6lido

Perlas de vidrio de poro controlado (CPG) con un didmetro de 242°A, Sigma.
3-aminopropiltrietoxisilano de Aldrich

Glutaraldehido al 25% de Aldrich.

Acido nitrico al 5%

Disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M a diferentes pH (6.5 a 8.0)

Disolucién amortiguadora de acido acético/acetato 0.05 M pH=5.0.

Disolucién madre de enzima tirosinasa de 86.68 u/mL.

Disoluciéon de 3-aminopropiltrietoxisilano al 11%, afiadiendo 5 ml de este compuesto a 45
ml de una disolucién amortiguadora de acido acético/acetato.

Disolucién de alginato de sodio a una concentracion de 33.46 mg/ml preparada en una
disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH=7.0

Disolucion de CaCl, a una concentracion de 56.82 mM

Disoluciones de p-cresol preparadas en los disolventes a estudiar en un intervalo de 0.0055
—-8.22 mM.

Los disolventes organicos empleados fueron hexano con un 0.005% de agua , cloroformo

con 0.006% de agua, heptano < 0.01% de agua, acetonitrilo, etanol e isopropanol.
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2.2 INSTRUMENTACION.

Espectrofotémetro UV-VIS de doble haz Cary 1 Varian, equipado con una celda de flujo de
cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

Bomba peristaltica de 4 canales marca Gilson Minipuls 3.

Mangueras para bomba peristéltica

Botella de desplazamiento

Vélvula de inyeccion de baja presion de 6 puertos Rheodyne

Reactor tubular de teflon.

Reactor de vidrio de 0.3 mm de didmetro interno con una longitud de 5.0 cm.

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA TIROSINASA EN
DISOLUCION.

Se prepar6 una disolucion madre de tirosinasa, disolviendo 1.052 mg de enzima en
25 ml de una disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH = 7.0. La actividad de ésta
disolucién es de 86.68 u/ml.

La actividad de la enzima se determiné usando como sustrato p-cresol a una
concentracion de 0.148 mM.

Se colocaron 5 ml de la disolucién del p-cresol en un vaso de precipitado al que se
le adicionaron 500 pl de la disolucién enzimatica (86.68 w/ml) dejando reaccionar durante
30 minutos con agitaciéon suave. Transcurrido este tiempo la actividad de la enzima
tirosinasa se midi6 espectrofotrométricamente a una A de 400 nm.

La actividad de la enzima se calculé de acuerdo a la definicién de una unidad de

actividad para tirosinasa: AA= 0.001 por minuto
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2.3.2 INMOVILIZACION POR ENLACE COVALENTE

INMOVILIZACION EN CPG

La inmovilizacion de la enzima tirosinasa se llevo a cabo mediante la formacién de
enlaces covalentes directamente de la enzima con un soporte activado. Como soporte se
emple6 vidrio de poro controlado (CPG) el cual se someti6 a un tratamiento previo antes de

fijar la enzima>>:

Limpieza del Vidrio

A 200 mg de vidrio de poro controlado se le adicionaron 30 ml de 4cido nitrico al
5%. Se calento a ebullicion cubriendo el vaso de precipitado con un vidrio de reloj, durante
30 minutos y con agitacion magnética. Se enfrié a temperatura ambiente y se filtr6 al vacio,
se lavo con suficiente agua destilada hasta eliminar los residuos de acido y se seco a una

temperatura de 95°C durante toda la noche.

Activacion del Vidrio

La activacion del vidrio consiste en dos etapas:

a) Silanizacién:

En primer lugar, se prepard la disolucion del silanizante. A 45 ml de una disolucion
amortiguadora de acético/acetato 0.05 M pH = 5.0 se le adicionaron 5 ml de 3-
aminopropiltrietoxisilano. El vidrio previamente limpio y seco se agrego a la disolucién del
silanizante, se calent a bafio maria a 90°C durante 2 horas y con agitacion. Transcurrido

este tiempo, se dejé enfriar la disolucion a temperatura ambiente y posteriormente se filtr6
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a través de una placa porosa. Se lavé con suficiente agua destilada y se sec6 a 95°C. El

vidrio ya silanizado y seco puede guardarse por tiempo indefinido protegido de la luz.

b) Acoplamiento con Glutaraldehido.

Al vidrio de poro controlado ya silanizado y seco se le adicionaron 10 ml de una
disolucion de glutaraldehido al 25%. Esta mezcla se dejé en agitacion suave durante dos
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, el vidrio con glutaraldehido se dejo secar en
la estufa a una temperatura de 75°C durante una hora.

El vidrio ya activado se almaceno en un frasco de color ambar para protegerlo de la luz

hasta su uso.

Inmovilizacion de la Enzima Tirosinasa

Se pesaron 3.237 mg de enzima tirosinasa y se disolvieron en 2 ml de buffer de una
disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH= 7.0. A 0.2 g de vidrio activado se les
agregaron la disolucion de la enzima, la mezcla se colocd en un bafio de hielo y se dejo
durante 6 horas aproximadamente, agitando ocasionalmente. Después de este tiempo la
enzima, ya inmovilizada, se lavo primeramente con agua destilada y posteriormente con
disolucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH = 7.0. Se almacené en un frasco de color

ambar y en disolucion amortiguadora de fosfatos a una temperatura de 4°C hasta su uso.
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2.3.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD APARENTE DE LA ENZIMA
TIROSINASA INMOVILIZADA EN CPG POR BATCH

Para la determinacion de la actividad enzimética se prepararon disoluciones madre
de p-cresol en una disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH=7.0 y para cada uno de
los disolventes evaluados (hexano, cloroformo, acetonitrilo, etanol, isopropanol y heptano)
a una concentracion en promedio de 5.0 mM. De cada una de las disoluciones se tomaron
alicuotas de 5 ml y se adicionaron en promedio 20 mg de enzima tirosinasa inmovilizada
previamente seca; la mezcla se dej6 en agitacion suave a temperatura ambiente durante 30
minutos. Posteriormente se filtré6 y se midié su absorbancia para determinar la actividad

aparente en cada medio de reaccion estudiado.

2.3.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD APARENTE DE LA ENZIMA
TIROSINASA INMOVILIZADA EN CPG POR FIA

El reactor enzimatico utilizado consistié de un trozo de tubo de teflén empacado con
23.7 mg de tirosinasa inmovilizada. La actividad aparente fue determinada tanto para medio
acuoso como no acuoso empleando las siguientes configuraciones:

a) Medio acuoso: la muestra se inyecta por medio de la valvula de inyeccién (VI) en
el portador (disolucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH=7.0) y por medio de éste se
transporta a través del sistema pasando primero por el reactor enzimético (RE) donde se
lleva a cabo la reaccion, posteriormente el producto de reaccion llega al sistema de

deteccion (D) donde se mide espectrofotométricamente a 400 nm (figura 8)
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Figura 8. Configuracion FIA utilizada para el estudio de la actividad de la tirosinasa en medio acuoso.
B: bomba peristaltica para el portador (disolucion amortiguadora de fosfatos) a un flujo de 03 ml/min,
Muestra: 100 pl de una disolucion de p-cresol, VI: valvula de inyeccion, RE: reactor enzimatico (23.7
mg de CPG-tirosinasa); D: detector a A,;, = 400 nm y W: desechos.

b) Medio no acuoso: por medio de la bomba peristaltica (B) se pasa agua a una
botella de desplazamiento donde se encuentra el disolvente orgédnico a estudiar,
(cloroformo, hexano y heptano) al momento de entrar el caudal de agua a la botella el
disolvente organico sale hacia el sistema de reaccién al mismo caudal con el que entr6 el
flujo de agua. Por medio de la valvula de inyeccién (VI) la muestra se inyecta en el
portador (disolvente organico) que la transporta al reactor enzimatico donde se lleva acabo
la reaccién. Finalmente el producto de la reaccion llega al sistema de deteccion donde se

mide a 380 nm.
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Figura 9. Configuracién FIA para la determinacion de la actividad de la tirosinasa en medio no acuoso. B:
bomba peristaltica para el portador (disolvente orgédnico) a un flujo de 0.3 ml/min, Muestra: 100 pl de
disolucién de p-cresol, VI: valvula de inyeccién, RE: reactor enzimético; D: detector a a Ap;, =380 nmy W:

desechos.

2.3.5 DETERMINACION DE LA CONSTANTE APARENTE DE MICHAELES -
MENTEN (Km’) Y LA VELOCIDAD INICIAL MAXIMA POR FIA

A partir de una disolucion madre de p-cresol se prepararon disoluciones estandar en
una disolucién amortiguadora de fosfatos y en cada uno de los disolventes organicos en un
intervalo de 0.0055 a 2.79 mM. En el caso del medio no acuoso la cantidad de agua
presente en el sistema dependié del disolvente en estudio. Cada una de estas disoluciones
fueron inyectadas por triplicado utilizando las configuraciones mostradas en la figura 8 y 9.

Para calcular la constante de Michaeles — Menten y la velocidad inicial maxima se
empled el método propuesto por Lineweaver — Burk, es decir, graficando el inverso de la

velocidad inicial maxima como una funcién del inverso de la concentracidn del sustrato.
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2.3.6 INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO

INMOVILIZACION CON ALGINATO

En un vaso de precipitados, se disolvieron 0.5020 g de alginato de sodio, en 15 ml
de una disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH= 7.0, la disolucién se agité
magnéticamente y una vez disuelto todo el alginato se colocoé en el ultrasonido para

desaerear hasta la eliminacion total de las burbujas de aire.

Por otro lado, se disolvieron 1.058 mg de enzima tirosinasa en 1.0 ml de disolucién
amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH = 7.0. Esta disolucién se agregd al alginato ya sin
burbujas agitando magnéticamente y muy suave.

La disolucién anterior enzima — alginato se inyecto goteando sobre una disolucién
de CaCl, a una concentraciéon de 56.82 mM, agitando suavemente, obteniendo asi esferas
uniformes. Las esferas obtenidas de enzima — alginato se lavaron con agua y se guardaron

en la misma disolucién de CaCl, a una temperatura de 4°C aproximadamente.

2.3.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA TIROSINASA
INMOVILIZADA EN ALGINATO POR BATCH

A 5 ml de una disolucidn de p-cresol a una concentracion de 5.6 mM en disolucién
amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH= 7.0, se le adicionaron 15 esferas de enzima —
alginato. La disolucién se agit6 magnéticamente durante un periodo de 30 minutos a
temperatura ambiente. El peso de las esferas de enzima — alginato deshidratadas fue de 11.2
mg.

En medio no acuoso la determinacion se realiz6 empleando 5 ml de una disolucion

de p-cresol a una concentracion de 5.44 mM en hexano, en este medio el experimento se
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realiz6 a 5 tiempos diferentes, lavando con el mismo disolvente entre cada determinacion.

Posteriormente para cada medio se determino la actividad aparente.

2.3.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD APARENTE DE LA ENZIMA
TIROSINASA INMOVILIZADA EN ALGINATO POR FIA

Se prepar6 un reactor enzimético empacando un tubo de vidrio de 3 mm de
didmetro interno y 5 cm de largo con las esferas de enzima — alginato. El reactor enzimatico
se acoplo a la configuracion de la figura 9.

La determinacion por FIA se realizé de la misma forma que cuando se utilizé el
reactor enzimatico empacado con la enzima inmovilizada en CPG. Los resultados se

compararon con los obtenidos cuando la enzima se inmovilizé en CPG.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA TIROSINASA EN

DISOLUCION.

Medio Acuoso (disolucién amortiguadora de fosfatos)

Una de las principales propiedades de la tirosinasa es la regioselectividad que presenta
hacia numerosos compuestos monofenolicos y o-difenolicos, los cuales han sido usados
para estudiar su comportamiento enzimatico.

Algunas de estas investigaciones han sido enfocadas al estudio de la actividad
monocresolasa de la tirosinasa a través de la medicion de la hidroxilacion de este tipo de
compuestos en medio acuoso como no acuoso. Se han reportado los efectos que tienen
estos compuestos en la actividad de la tirosinasa, realizando comparaciones de sensibilidad,
intervalos lineal y limites de deteccion. Los resultados obtenidos han mostrado que las
mejores respuestas han sido cuando se empleo como sustrato p-cresol.'*' %%

Tomando como referencia estos estudios, se seleccioné al p-cresol como sustrato para
el estudio de la actividad enzimatica de la tirosinasa.

Se preparé una disolucién de p-cresol a una concentracion de 0.148 mM en una
disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH = 7.0. A esta disolucién se le midié su
espectro de absorcion (figura 10) obteniendo un maximo de absorbancia a 280 nm.
Posteriormente se adicionaron 500 ul de la disolucion madre de tirosinasa con una
actividad de 86.68 w/mL. La mezcla se agitd y se determiné su espectro de absorcién en un
intervalo de 200 a 900 nm considerando esta primera lectura como el tiempo cero (t = 0).
Se dej6 reaccionar agitando ocasionalmente y realizando lecturas cada 10 minutos hasta un
tiempo total de 30 minutos. A los 30 minutos de reaccion la disolucién presenté un color
amarillo y al medir su espectro de absorcién se obtuvo un méximo de absorbancia a 400 nm

como se observa en la figura 11.
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Figura 10. Espectro de UV-VIS correspondiente al p-cresol a una concentracion de
0.148 mM en buffer de fosfatos 0.1 M pH =7.0
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Figura 11. Espectro de UV-VIS de la 4 —metil — 1,2 — benzoquinona a 400 nm. Reaccion
enzimdtica de la tirosinasa en disolucion con el p-cresol a una concentracion de 0.148 mM
en buffer de fosfatos 0.1 MpH=7.0
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Estos espectros de absorcién comprueban que se estd llevando a cabo la reaccién
enzimatica, es decir, de acuerdo a las propiedades de la enzima anteriormente mencionadas,
la tirosinasa, en presencia de oxigeno, hidroxila al p-cresol en posicion orto al grupo
hidroxilo formando asi el 4-metil catecol y posteriormente éste es oxidado para producir 4-

metil-1,2-benzoquinona, como se observa en la siguiente reaccion:

H H
OH 0]
tirosinasa tirosinasa
0, 0,
CH, CH, CH,

p-cresol 4-metil catecol 4-metil-1,2-benzoquinona

Reaccidn 3. Catalisis enzimatica de la enzima Tirosinasa con p-cresol como sustrato.

La 4-metil-1,2-benzoquinona es el responsable del color de la disolucién y del
incremento de absorcion a una A = 400 nm. Al llevarse a cabo la reaccién enzimatica con el
p-cresol se esperaria que la sefial analitica a 280 nm disminuyera como consecuencia del p-
cresol que no reacciond. Sin embargo, se observa que hay un pequefio aumento de
absorcion a ésta longitud de onda (figura 12). Durante el proceso de la reaccion se forma 4
—metil catecol, compuesto que también absorbe a esa misma longitud de onda, motivo por
el cual existe un aumento de absorcién a 280 nm.

La actividad de la enzima se calculo empleando la ecuacién 3.1. La enzima
tirosinasa en disolucion, bajo estas condiciones de trabajo, presenté una actividad de
246.039 wmg de enzima ( 0 10.35 wml):
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AA/t -
5 = [o.ooJ”/E '

donde:

AE = actividad de la enzima
AA = absorbancia

t = tiempo ( minutos)

f= factor de dilucién

E = cantidad de enzima (mg)

La actividad especifica obtenida es menor con respecto a la reportada por el
proveedor (2060 u/mg). Esta actividad reportada por el proveedor fue determinada

empleando como sustrato tirosina, lo cual explica la diferencia con el valor obtenido.

Abs
4.0~

32 ﬂ = p-Cresol

- p-cresolienzima

2.4+

1.6+

0.0 T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 000
nm

Figura 12. Comparacion del espectro de absorcion de la catélisis enzimatica del p-cresol a 4 — metil —
1,2 — benzoquinona (=== ) contra una disolucion de p-cresol en buffer de fosfatos (=== )



Medio no acuoso (hexano)

500 uL de la disolucién de tirosinasa con actividad de 86.68 wmL fueron
adicionados a 5 ml de una disolucion de p-cresol (0.154 mM) en hexano, observando dos
fases. Después de 30 minutos la fase orgéanica present6 un color amarillo.

Para demostrar que la reaccion enzimética puede ocurrir en un medio organico, se
planted la siguiente hipétesis: en este sistema bifasico, donde la enzima se encuentra
disuelta en la fase acuosa y el sustrato en el disolvente organico, la reaccién se lleva a cabo
en el sistema acuoso / organico originando que el p-cresol sea convertido por la enzima a la
4 —metil —1,2-benzoquinona y provocando que el equilibrio de la reaccion se desplace hacia
el producto. Por lo tanto, al ser el producto de la reaccién poco soluble en agua se disuelve
preferentemente en el disolvente orgénico demostrandose por el color amarillo en la fase
organica.

El espectro de absorcién se midié y se observé un incremento de absorciéon a 380
nm. La actividad de la enzima calculada en este medio es de 50.33 w/mg (2.118 w/ml).

3.2 INMOVILIZACION POR ENLACE COVALENTE

3.2.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD APARENTE DE LA ENZIMA
TIROSINASA INMOVILIZADA EN CPG POR BATCH

El objetivo principal de este ensayo es demostrar que la enzima tirosinasa puede
trabajar en un medio totalmente hidrofébico.

Para conservar la integridad y actividad de la enzima y dar una mayor resistencia a
la desactivacion por efecto de los disolventes orgénicos, la enzima fue inmovilizada
covalentemente como se describe en la seccién 2.3.2. Empleando como matriz vidrio de

poro controlado CPG (reaccion 4) con el propésito de que quede intacta bajo condiciones
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que puedan provocar su desnaturalizacion. La unién covalente se basa en la activacion de
grupos quimicos del soporte con el 3-aminopropiltrietoxisilano para generar grupos amino
que son los que van a servir de puente unién (a) con el glutaraldehido para la formacion de
los grupos reactivos apropiados para la unién con los grupos reactivos de la enzima (b). Asi
el vidrio previamente activado contiene grupos carboxilicos que son los que van a servir de

puente de uni6n para fijar la enzima (c)

a) Silanizacion:

ClJ OC,H, ? 0 OCH,
i—OH + Cszo—?i —(CH,),—NH, 4 s[si—o—?i —(CH,);—NH, + C,H;OH
o) OC,H, ZE OC,H,
b) Acoplamiento con Glutaraldehido:
? OC,H, //,O cl) ?CZHS
_Si—O—?i —(CH,);—NH, + /C—(CHz)s—C\—- i-o-?i-—(CHz)3—N=(|;— ((]:Hz)3
o OC,H, H H 0 OC,H, H CHO



¢) Inmovilizacion de la Enzima:

C,H;

/e

| I |
“—‘fi“—o—lsr— (CHz)S—N*_-—CH—(CHz);—f + H,N—Enzima————»
0 H

OC;H;

? OC,H;

_Si—0—i?.i—(CH2)3—N=CH—(CH2)3‘—'CH=N—Enzima + H0

s

o OC,H,

Reaccion 4. Mecanismo de inmovilizacién de la enzima tirosinasa

Durante el proceso de inmovilizacién, el agua presente forma una capa de
hidratacion hermética alrededor de la molécula de la enzima. Asi la actividad de la enzima
no se ve afectada por el disolvente orgénico a menos que la capa de agua sea eliminada.

Si el total de la enzima queda inmovilizadaen en el vidrio de poro controlado, la
actividad de la enzima inmovilizada seria de 32.962 wmg de vidrio con un rendimiento de
inmovilizacion del 98.86%.

La actividad aparente de la enzima inmovilizada fue determinada

espectrofotométricamente en medio acuoso y no acuoso.
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Medio acuoso

El estudio se realizé usando una disolucién de p-cresol a una concentracién de 7.33 mM
en una disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH = 7.0. Se adicion6 la enzima
inmovilizada y se agité suavemente. A los 30 minutos de reaccién la disolucién adquiri6é un
color amarillo; al medir el espectro de absorcion en un intervalo de 250 a 600 nm se
observé un maximo de absorciéon a una longitud de onda de 400 nm.

Por otro lado, se hizo un blanco para comprobar que efectivamente la sefial de
absorcion correspondiera a la formaciéon de la 4-metil-1,2-benzoquinona y no a alguna
interferencia proveniente de la misma enzima inmovilizada que pudiera estar absorbiendo a
esta misma longitud de onda. El blanco se prepar6 pesando 20 mg de tirosinasa
inmovilizada, se adicionaron 5 ml de disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH=7.0.
La disolucién se dejé reaccionar durante 30 minutos con agitacién magnética;
posteriormente se determiné su espectro de absorcion. Comparandolo con el de la muestra
anterior observamos que el blanco no presenta sefial de absorcién a la longitud de onda de
trabajo, el méximo de absorbancia obtenido a 400 nm corresponde al producto de la

reaccion entre la enzima y el sustrato (figura 13)

0.000 T e T T T
300.00 400.00 500.00 600.00
nm

Figura 13. Catilisis enzimatica del p-cresol por la enzima tirosinasa en CPG en buffer de
fosfatos ( === ). Blanco: buffer de fosfatos 0.1 M pH = 7.0 con enzima inmovilizada en
CPG ((m)
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Medio no acuoso

Para determinar la actividad aparente de la enzima en CPG en medio no acuoso se
emplearon disolventes de diferentes polaridades: no polares, polares y de polaridad
intermedia: heptano, hexano, cloroformo, etanol, isopropanol y acetonitrilo.

Este estudio fue realizado en primer lugar con aquellos disolventes con
caracteristicas no polares como hexano ( 0.006% de agua) y heptano (0.01% de agua),
usando disoluciones de p-cresol preparadas en estos disolventes. La determinacion se
realiz6 de la misma manera que en medio acuoso. Después de 30 minutos de reaccion se
observé un color amarillo claro y su absorbancia fue medida en un intervalo de 200 a 600

nm obteniendo un maximo a 380 nm para ambos disolventes.

Abs
0.500

0.400-

-

0.300+
0.200 -
=
0.1004
-
0.000

T T T T T
200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
nm

Figura 14. Catdlisis enzimatica del p-cresol en heptano por la tirosinasa inmovilizada en CPG.
Maximo de absorbancia a 380 nm de la 4-metil-1,2-benzoquinona
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En el caso del cloroformo (con un 0.005% de agua), disolvente con caracteristicas
también no polares, pero que en comparacién con el hexano y heptano se considera como
un disolvente mas polar. La sefial obtenida fue muy pequefia por lo que se dejo 2 horas més

reaccionando, con el propdsito de aumentar la sefial. Sin embargo, ésta no aumentd.

El estudio en acetonitrilo, disolvente con polaridad intermedia, después de 30
minutos se tomod la lectura de absorbancia sin ningtn resultado. De la misma forma que
para el cloroformo, sé dio mas tiempo a la reaccion hasta un tiempo total de 4 horas, tiempo
en que se observo que la disolucién presenté un color amarillento y con un maximo de
absorbancia también a 380 nm.

Finalmente, el estudio efectuado con etanol e isopropanol no fueron satisfactorios,
ya que en ningin momento hubo aumento de la sefial analitica a 380 nm. Ambos
disolventes son considerados como hidrofilicos, pueden deshidratar la enzima eliminando

la capa superficial de agua que la envuelve cuando se lleva a cabo la inmovilizacion.
La actividad aparente de la enzima inmovilizada, se calculé para cada una de las

pruebas realizadas tanto en medio acuoso como no acuoso empleando la siguiente

ecuacion. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1.

= (o )/ 2 6

donde:

AE = actividad enzimatica
AA = absorbancia
t = tiempo (minutos)

E = enzima inmovilizada en el soporte (mg)
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Tabla 1. Actividad aparente por batch de la enzima Tirosinasa
inmovilizada en CPG

Disolvente Actividad Log P
u/mg de soporte
(CPG)

Buffer de Fosfatos 0.4155 -
Acetonitrilo 0.00304 -0.33
Cloroformo 0.0379 2.0

Hexano 0.0830 3.5
Heptano 0.4187- 4.0

Los resultados obtenido muestran, que a medida que la polaridad del disolvente
aumenta, la actividad de la enzima disminuye. Los disolventes muy polares, como el etanol
e isopropanol son capaces de absorber el agua y eliminar la capa de hidratacién de la
enzima, ocasionando la perdida de sus propiedades cataliticas. Sin embargo, los disolventes
hidrofébicos o no polares no tan facilmente eliminan el agua de la enzima manteniendo asi
su capa de hidratacién. Es decir, son menos capaces de afectar su actividad catalitica. La
tirosinasa presenta una mejor actividad en heptano y hexano, mientras que en etanol e
isopropanol provocan una deshidratacion en la enzima disminuyendo o eliminando su
actividad catalitica.

Por otra parte, la actividad de la enzima se puede relacionar con el coeficiente de
particién, es decir, log P (coeficiente de particién del disolvente entre el octanol y el agua)
el cual es un pardmetro que se ha introducido como una medida cuantitativa de la polaridad
del disolvente. De acuerdo a la literatura, aquellos disolventes que presentan un log P <2 la
actividad enzimatica es baja, en disolventes con un log P entre 2 y 4 la actividad enzimatica
es moderada y en aquellos con un log P > 4 la actividad es alta. En la tabla 1 se anexaron
los valores de log P reportados en la literatura de los disolventes estudiados, mostrando asi

que para el heptano, hexano y cloroformo la actividad de la enzima es moderada. Sin
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embargo, haciendo una comparacién entre los tres la compatibilidad de la enzima es mejor
con el heptano y hexano, con un log P mayor, que con el cloroformo.

El etanol donde no hubo reaccion enzimética presenta un log P negativo, lo que
indicaria una actividad baja. En este caso no se observa actividad posiblemente porque
absorbe el agua esencial de la enzima provocando su inactivacién. No obstante, la enzima
present6 actividad muy pequeria en acetonitrilo a pesar de tener un log P también negativo,
comparéndolo con el del etanol el log de P es un poco mayor, lo que significa que la
reaccion tiene lugar pero es muy lenta y por lo tanto su actividad es muy baja. Podemos
pensar que por ser de polaridad intermedia el tiempo de deshidratacién es lento.

3.2.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD APARENTE DE LAENZIMA
TIROSINASA INMOVILIZADA EN CPG POR FIA

Para determinar la actividad enzimética por FIA fue necesario optimizar los
parametros quimicos e hidrodindmicos del sistema en cada uno de los medios de reaccion

estudiados.

Optimizacién de los Pardmetros Hidrodindmicos y Quimicos

Medio Acuoso

Para la determinacion de la actividad aparente por Analisis por Inyeccién en Flujo,
se construyd un reactor enziméatico empacando la enzima inmovilizada en una columna de
teflén de aproximadamente 1.5 cm de largo y 2 mm de didmetro interno y se acopld a la
configuracién FIA (figura 8). Las variables hidrodindmicas y quimicas estudiadas fueron:
pH, temperatura caudal y volumen de inyeccién de la muestra con el fin de optimizar los

valores para obtener la mayor actividad.
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El estudio se realizé inyectando una disolucién de p-cresol por triplicado para cada
anélisis a una concentracion de 2.88 mM la cual se preparé6 en una disolucién

amortiguadora de fosfatos. La deteccion se realizé a una A = 400 nm.

5

El pH es un parametro critico para la actividad de una enzima ya que la estabilidad
de ésta va depender del pH en el que se encuentre. El efecto del pH en la actividad del
reactor enzimatico se estudié empleando disoluciones amortiguadoras de fosfatos 0.1 M a
diferentes valores de pH (6.5 a 8.5) El reactor enzimatico presentdé su mejor
comportamiento a un valor de pH de 7.5. A pH’s menores y mayores de este valor la sefial

analitica disminuyé (figura 15).
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Figura 15. Efecto del pH en la actividad de la
Tirosinasa inmovilizada en CPG
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Temperatura:

Un estudio sobre el efecto de la temperatura sobre la enzima inmovilizada se llevé a
cabo en un intervalo de 25°C a 40°C como se muestra en la figura 16. La sensibilidad
analitica fue mayor a temperatura ambiente ya que a medida que la temperatura aumentd sé
vio afectada tanto la estabilidad de la linea base como la forma del pico, resultando picos

dobleteados y de menor tamaiio.

3.6 -
3.4 -
3.2 1

3
2.8 -
2.6 -
24 -
22 1

Actividad aparente (u /mg)

20 25 30 35 40 45
Temperatura ( °C)

Figura 16. Efecto de la temperatura en la actividad de
la tirosinasa inmovilizada en CPG

Caudal:

Un comportamiento similar al de la temperatura se observé con el caudal. Se
estudio en un intervalo de 0.3 a 1.0 ml/min, encontrando la méxima respuesta a un caudal
de 0.3 ml/min. A medida que la velocidad del flujo aumenta, la sefial analitica
correspondiente al producto de la reaccion de la enzima disminuye, lo que nos indica que el

tiempo de contacto entre la enzima y el sustrato no es suficiente (figura 17).
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Figura 17. Efecto del caudal en la actividad de la tirosinasa
inmovilizada en CPG.

Volumen de Inyeccion:

Se inyectaron diferentes cantidades de muestra ( 50 a 250 pl). La sefial analitica mas
alta se encontr6 al inyectar 100 pl. Por encima de este valor la seifial analitica se mantuvo
constante pero se obtenian picos mas anchos y por lo tanto una frecuencia de muestreo
menor (figura 18).

En la tabla 2 se resumen las condiciones 6ptimas de trabajo para la determinacion de la

actividad aparente de la tirosinasa en medio acuoso por FIA.
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Actividad aparente (u /mg)
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Figura 18. Efecto del volumen de inyeccion en la actividad
de la tirosinasa inmovilizada en CPG.

Tabla 2. Condiciones 6ptimas de trabajo en medio acuoso

por FIA
Parametro Condiciones
pH 7.5
Temperatura 22°C
Caudal 0.3 ml/min
Volumen de 100 pl
inyeccion

Medio No Acuoso

Basindose en los resultados obtenidos por batch, la enzima tnicamente presentd

actividad en los disolventes con caracteristicas hidrofébicas.
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La optimizacién de los pardmetros fue determinada para heptano, hexano y
cloroformo. Para estos disolventes el efecto de las variables a estudiar sobre el reactor
enzimético fueron: volumen de inyeccion de la muestra y caudal. Se inyectd por triplicado
una disolucién de p-cresol a una concentracién de 2.8 mM preparada en el disolvente a

analizar.

Volumen de Inyeccién:

El comportamiento del reactor con esta variable se llevé a cabo de la misma manera
que en medio acuoso, inyectando volumenes de 50, 100, 200 y 250 upl. Al trabajar con
hexano y heptano la respuesta del reactor enzimatico no se vio afectada, es decir, para cada
volumen la sefial obtenida fue la misma para ambos disolventes. Mientras que para el
cloroformo, el reactor enzimético presenté su méxima actividad con un volumen de
inyeccion de 100 pl. A medida que el volumen de inyeccién va aumentando, se observa una
disminucién en la actividad y el pico se va ensanchando, por lo tanto, el volumen de

inyeccion 6ptimo para estos disolventes es de 100 pl.

Caudal:

La optimizacién de este pardmetro, de acuerdo al comportamiento que presenté el
reactor en medio acuoso; se estudié en un intervalo de 0.3 a 0.8 ml/min. El comportamiento
fue similar al que se presenté en medio acuoso: a medida que el flujo aumentaba la

actividad de la enzima disminuye. La sefial maxima fue a un caudal de 0.3 ml/min.

A pesar de que por un sistema en batch la enzima inmovilizada no present6é
actividad en isopropanol y etanol, se realizaron pruebas en flujo continuo. El agua es
esencial para que la enzima mantenga su actividad catalitica, con una pequefia cantidad de

agua que se suministre sera suficiente para proporcionar su capa de hidratacion. Por lo
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tanto, con este tipo de disolventes que son miscibles con el agua, para evitar que la enzima
perdiera su capa de hidratacion, se adicioné disolucién amortiguadora de fosfatos en una
proporcién de 10, 40 y 50% con el fin de poder estimular la actividad de la enzima y
obtener una respuesta. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron satisfactorios en
ningin momento. Al aumentar la proporcion de la disoluciéon amortiguadora incremento la
sefial del blanco y la formacién de burbujas y por lo tanto picos dobleteados.

Una razén del por qué no hay actividad bajo estas condiciones, es que al encontrarse
estos disolventes en proporciones altas con respecto a la de la disolucién amortiguadora,
estdn reemplazando la capa de agua de la enzima, distorsionando asi su estado de
hidratacion y ocasionando su desnaturalizacion e in activacion.

Una posible solucién a este problema cuando se emplean sistemas basados en
disolventes miscibles con el agua, podria ser utilizar concentraciones menores del
disolvente, aunque en este caso la enzima no estaria trabajando en un disolvente orgénico

puro.

Tabla 3. Actividad aparente de la enzima Tirosinasa

por FIA en diferentes medios de reaccion

Disolvente wmg de
soporte(CPG)
Acuoso (Buffer de 7.0272
fosfatos)

Etanol -
[sopropano -
Cloroformo 0.7577

Hexano 1.0649
Heptano 1 1.9167
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La tabla 3 muestra los resultados obtenidos. La actividad enzimatica en un sistema
de flujo continuo es menor a la actividad obtenida en disolucién. Esto puede deberse a
diferentes factores: 1) la dispersion del bolo de la muestra en el sistema es mayor,
ocasionando una disminucion en la sefial y 2) que durante el proceso de inmovilizacion la
estructura de la enzima haya sido alterada.

Sin embargo, al comparar estos resultados con los obtenidos por un sistema no
continuo (batch), la actividad de la enzima es mayor en FIA. Es decir, al acoplar el reactor
enzimético a la configuracion FIA, proporciona mayor sensibilidad analitica, existe una
reduccion drastica en el tiempo de analisis; permitiendo realizar varias determinaciones
consecutivas utilizando el mismo reactor enzimatico. En un sistema no continuo, entre un
analisis y otro se requiere de una etapa de lavado y posiblemente con una perdida gradual
de la enzima.

En ambos sistemas, FIA y batch, la enzima inmovilizada presenta una mejor
actividad al trabajar en una disolucion amortiguadora de fosfatos (medio acuoso), medio
Optimo para conservar su actividad. Sin embargo, existe una desventaja para este tipo de
analisis; se sabe que el producto de la reaccion, es decir, la o-quinona en medio acuoso, es
inestable y tiende a polimerizar rapidamente '>'%,

Basandonos en esta informacién, se realizé6 un analisis cualitativo en batch. Se
colocaron aproximadamente 20 mg de enzima inmovilizada en un vaso de precipitado y 5
ml de disolucién de p-cresol en disoluciéon amortiguadora de fosfatos y se dejo agitar
durante 30 minutos. Después de este tiempo se midi6 su espectro de absorcion en un
intervalo de 200 a 600 nm, obteniendo un maximo de absorbancia de 0.6460 = A a 400 nm
La solucion se dejé reaccionar y cada 15 minutos se midié su espectro de absorcién asi
como también sus lecturas de absorbancia: A; = 0.4010, A3 = 0.3713 y A4 = 0.3936 (figura
19), observando que a medida que pasaba el tiempo la solucién cambia de un color amarillo

a un café oscuro.
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Figura 19. Seguimiento de la polimerizacion de la 4-metil-1,2-benzoquinona
en buffer de fosfatos 0.1 M pH=7.0

Este mismo andlisis se realizd en medio no acuoso, colocando en un vaso de
precipitados la enzima inmovilizada y solucién de p-cresol en heptano. Después de 30
minutos (t = 1) la solucién presenté un color amarillo, se decanto y midié su espectro de
absorcién, obteniendo una absorbancia de 0.1 a una longitud de onda de 380 nm. Después
de un periodo de aproximadamente 24 horas (t = 2), la solucién continuaba manteniendo su
color inicial con una lectura de absorbancia de 0.0957. En la figura 20 observamos que la

sefial se mantiene constante después de este tiempo.
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Figura 20. Catilisis enzimatica del p-cresol en heptano mostrando la estabilidad de la 4 —metil-1,2-
benzoquinona en un periodo de 24 horas aproximadamente.

Efectivamente se lleva a cabo la polimerizacién de la 4-metil-1,2- benzoquinona en
medio acuoso. Formandose rapidamente un compuesto de color oscuro, lo cual explica los
cambios en las lecturas de absorbancia. Este comportamiento no es observado en medio
organico (heptano). Uno de los posibles mecanismos de polimerizacion del compuesto que

posiblemente se llega a formar y el cual también puede llegar a provocar la inhibicién de la

enzima es:
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Reaccién 5. Producto de polimerizacion de la 4-metil-1,2-benzoquinona

3.3 ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL REACTOR ENZIMATICO POR
EFECTO DEL DISOLVENTE

Con la finalidad de conocer la estabilidad del reactor enzimatico en disolventes
organicos se realizé un estudio en continuo. Relacionando la sefial analitica contra el
tiempo para los tres disolventes seleccionados: heptano con un contenido de agua menor de
0.01%, hexano con 0.006% y cloroformo con 0.005%.

Se inyectaron disoluciones de p-cresol a una concentracion de 0.37 mM en hexano,
0.68 mM en cloroformo y 1.25 mM en heptano continuamente.

Después de 20 inyecciones de la disolucion de p-cresol para cada medio
(aproximadamente 100 minutos) la enzima perdi6 actividad, disminuyendo un 64.17% en
cloroformo, 64.63% en heptano y 64.17% en hexano pero en un periodo mas largo (170
minutos) (figura 23).

El reactor enzimatico, mostré ser menos estable en cloroformo, al trabajar en este
medio el contenido de agua presente en el sistema es relativamente menor con respecto a
los otros medios (0.005%), ya que en hexano la cantidad de agua presente es de 0.006% y

en heptano tenemos una concentraciéon de 0.01%. Sin embargo, el contenido de agua
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presente en cada uno de los medios no es suficiente para mantener la actividad de la
enzima.

A pesar de que estos disolventes tienen -caracteristicas hidrofébicas, estan
interaccionando con el agua esencial que rodea la enzima. Provocando que con el tiempo
eliminen solo una parte del agua que requiere la enzima para su catélisis, ocasionando una
disminuci6n en la actividad enziméatica. Como aun existe agua en el medio, esta protege a
la enzima para no ser afectada totalmente por los disolventes orgénicos permitiendo tener
aun actividad catalitica. Todo lo contrario, con aquellos disolventes con caracteristicas
hidrofilicas como el etanol que elimina totalmente el agua de hidratacién desnaturalizando
y por lo tanto dafiando irreversiblemente a la enzima. No podemos decir exactamente
cuanta es la cantidad de agua que cada uno de estos disolventes elimina, pero se piensa que
la interaccion entre el hexano y la capa de hidratacion de la enzima es lento. Por lo tanto, la
disminucion de su actividad se lleva a cabo en un periodo més largo.

Para recuperar la actividad del reactor enzimético fue necesario someterlo a un
proceso de rehidratacion, el cual se realizo en linea. Se propuso la configuracion que se
muestra en la figura 21. El proceso de rehidratacion constd de 2 etapas: 1) rehidratacion de
la enzima inmovilizada: Cuando las valvulas de seleccion VS1 y VS2 se encuentran en
posicion de llenado se hace pasar buffer a través del reactor enzimadtico, para la
regeneracion de éste, mientras que al mismo tiempo el portador (disolvente organico) fluye
por el sistema sin pasar por el reactor hasta el detector.

2) Regeneracion del medio organico: Cuando la valvula VS2 cambia de posicion se
hace pasar el disolvente orgéanico a través del reactor enzimatico por medio de la valvula de
seleccion VS1 dirigiéndose hacia el desecho. Una vez que el disolvente organico ha
desplazado el buffer de fosfatos del reactor enzimatico se cambia de posicién la valvula
VS1 y se inyecta el estandar de p-cresol disuelto en el disolvente adecuado. El bolo de
muestra inyectado pasa a través del reactor enzimatico y se mide el producto de reaccion a
380 nm.
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Figura 21. Configuracién propuesta para la rehidratacién en linea del reactor enzimdtico. Bl:
bomba peristaltica para el portador (disolvente organico), Muestra: disolucion de p-cresol en el
disolvente organico, VI: valvula de inyeccioén con un loop de 100 pl, RE: reactor enzimdtico, VSI:
vilvula de seleccion 1, VS2: vélvula de seleccién 2; B2: bomba peristiltica para rehidratar el
reactor con buffer y regenerar el medio orgdnico y W: desechos.

Sin embargo, con esta configuracién no fue posible regenerar el reactor debido a
que se formaba una emulsién provocando la obstruccién del reactor enzimatico y por lo
tanto evitando el paso del portador.

Para evitar la emulsion se propuso la configuracion de la figura 22. Por medio de la
véalvula VS1 se selecciona un flujo de aire que se hace pasar por toda la configuracién
utilizando la vélvula de seleccién VS2. Después de 1 minuto se cambia de posicién la
vélvula VS1 y se hace pasar buffer de fosfatos 0.1 M pH = 7.0 por 10 minutos para
rehidratar la enzima inmovilizada. Al mismo tiempo se le cambia de posicion a la vélvula
VS3 para que el buffer de fosfatos no llegue a la celda de flujo y la moje.

Después de 10 minutos se vuelve a cambiar de posicién la vdlvula VS1 y se hace
pasar aire durante 1 minuto para secar la tuberia de la configuracién . Posteriormente, se

cambia de posicion las valvulas VS2 y VS3 para que de nuevo pase el disolvente orgénico



por el reactor enzimético y el detector. Una vez lleno el sistema con el disolvente organico

se inyecta la muestra disuelta en el disolvente estudiado por medio de la vélvula VI.

Muestra

Figura 22. Configuraci6n para la rehidratacion en linea del reactor enzimético con buffer de fosfatos 0.1
M pH = 7.0. Muestra: disolucién de p-cresol, VI: vélvula de inyeccién con un loop de 100 ul, VSI:
valvula de seleccion 1, VS2: valvula de seleccidn 2, VS3: valvula de seleccién 3; W1: desechos acuosos y
W2: desechos organicos.

Con esta configuracion se logré rehidratar la enzima inmovilizada y se regenero el

reactor para las siguientes determinaciones.

En la figura 23 se muestra que después de 100 minutos de trabajo continuo del
reactor enzimético la actividad enzimatica disminuye hasta un 65% con respecto a la
inicial. Después del paso de rehidratacion llevado a cabo como se describe en la figura 22,
la actividad de la enzima se recupera un 81% para hexano, 60 % para cloroformo y 75%
para heptano. Asi, si cada 20 minutos de reaccién se realiza el proceso de rehidratacién en
estos medios, se lograra mantener la actividad de la enzima por arriba del 90%. Los
resultados también muestran que la enzima es mas estable en hexano que en los otros

disolventes estudiados ya que para perder el mismo % de actividad requiere mds tiempo.
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Figura 23. Efecto del disolvente organico sobre el reactor enzimatico,
e ) sefial después de la etapa de rehidratacién.

Una vez establecidas las condiciones Optimas para que la enzima tirosinasa
inmovilizada en CPG reaccione en un sistema de flujo continuo con disolventes organicos

se determino la Km’ y V4« para cada medio de reaccion estudiado.

3.4 DETERMINACION DE LA Km’ y Vyix

Se inyectaron por triplicado disoluciones de p-cresol en un intervalo de 0.0055 —
2.794 mM para cada uno de los disolventes analizados empleando las configuraciones de la
figura 8 y 9. Las figuras 24 y 25, son ejemplos de fiagramas obtenidos en medio acuoso

(disolucién amortiguadora de fosfatos) como no acuoso (hexano). La longitud de onda a la
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cual la absorbancia fue monitoreada corresponde al maximo del espectro de la 4-metil-1,2-
benzoquinona 400 y 380 nm respectivamente. En ambos casos, la conversién del p-cresol
se lleva a cabo en presencia de la enzima, es decir, la enzima tirosinasa inmovilizada en
CPG empacada en un reactor y acoplando éste al sistema de flujo continuo, resulté ser
satisfactoria. Mediante el sistema FIA la actividad de la enzima incremento debido al
aumento de interacciones enzima-sustrato. Este tipo de inmovilizacién tiene una gran
ventaja sobre otros sistemas donde se han empleado otros tipos de matrices para la
inmovilizacién de enzimas, ya que al ser acoplados a sistemas en continuo presentan

problemas en cuanto a su resistencia mecanica.

0.120+

K 0.24 mM
0.080

= 0.125 mM

0.02 mM 0.05 mM

0.000 20.000 40.000 ' 60.000
minutos

Figura 24. Sefiales obtenidas para el estudio cinético de la enzima tirosinasa de disoluciones de p-
cresol en buffer de fosfatos por Anélisis por Inyeccién en Flujo.
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Figura 25. Sefiales obtenidas para el estudio cinético de la enzima tirosinasa de disoluciones de
p-cresol en hexano por Anilisis por Inyeccion en Flujo.

El célculo de la velocidad inicial se realizé tomando medidas de tiempo, a partir de
los fiagramas obtenidos para cada medio de reaccién (p.e figura 25). Se considero como
tiempo inicial al momento en que el pico empieza a subir y como tiempo final el maximo

del pico, considerando este tiempo como el tiempo de residencia del sustrato con la enzima.
Para valuar la constante de Michaelis — Menten y la velocidad inicial maxima se

realizé la obtencién de la transposicion de Lineweaver — Burke para cada medio estudiado,

obteniéndo las graficas siguientes:
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Figura 26. Determinacion de la KM y V ;. de la tirosinasa en
medio acuoso (disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH = 7.0)
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Figura 27. Determinacién de la Km y V.,
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Figura 28. Determinacién de la Km y V,,,,, de
la tirosinasa en cloroformo.
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Con las graficas anteriores, se determino la constante de Michaelis-Menten y la

velocidad maxima para cada uno de los medios.

Tabla 4. Parametros cinéticos

Actividad especifica

) Vmax Km® -

Disolvente : (wg de vidrio- Log P

(mM/min) (mM) )
enzima)
Disoluciéon
amortiguadora de 0.1236 0.1086 5.2142 -

Fosfatos

Cloroformo 0.0535 0.2252 2.2579 20
Hexano 0.0681 0.2026 2.8713 3.5
Heptano 0.0830 0.1548 3.5039 4.0

La tabla 4, muestra los valores obtenidos de los pardmetros cinéticos evaluados. Se
observa que los valores de Km son menores en medio acuoso. Sin embargo, se piensa, que
la polimerizacion de la 4-metil-1,2-benzoquinona se ve favorecida en este medio, lo cual
puede causar la inhibicion de la enzima. Por otro lado, la constante de Michaelis-Menten es
menor en heptano con respecto a los otros medios estudiados. Indicando que existe una

mayor afinidad de la enzima por el sustrato.

A medida que el log P aumenta los valores cinéticos disminuyen. Un disolvente no
polar como el cloroformo, con un log P de 2, es menos hidrofébico que el heptano y puede
eliminar mas cantidad de agua del medio reduciendo asi la actividad de la enzima. Es decir,

un log P menor e igual de 2 indica una baja actividad de la enzima.

Comparando las polaridades de estos disolventes, el cloroformo es mas polar con

respecto al hexano y heptano. Al ser mas polar, como ya se ha mencionado anteriormente,
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elimina mas cantidad de agua de la capa de hidratacién de la enzima. La molécula de la
enzima se hace mas rigida ¢ inflexible provocando una reducciéon en la actividad

enzimatica y consecuentemente una disminucion en la sensibilidad del reactor enzimatico.

El efecto deshidratante del cloroformo puede estar afectando la eficiencia de la
enzima reflejandose en la constante de Michaelis-Menten, una Km mayor y una actividad
menor. Sin embargo, al aumentar el log P, es decir, al ser mas hidrofobico el disolvente,
como el heptano, aumenta la sensibilidad del reactor obteniendo una Km’ menor y una
actividad mayor. Por otro lado, al trabajar en este medio existe mayor cantidad de agua con
respecto al hexano y cloroformo. Favoreciendo el medio de la enzima, por lo que podemos

concluir que la enzima es mas activa en este disolvente.

3.5 INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO

3.5.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA TIROSINASA
INMOVILIZADA EN ALGINATO POR BATCH

La enzima tirosinasa fue inmovilizada empleando otra técnica de inmovilizacién
usando como matriz un gel. El gel de alginato es un copolimero compuesto de B- D
manuronato (M) y residuos de a - L- guluronato (G), que al estar en presencia de iones
calcio o aluminio se lleva a cabo el proceso de gelacion. Asi en la red tridimensional del gel
la enzima es atrapada en sus espacios intersticiales, siendo estd bioquimicamente inerte
para la enzima.

El CaCl; es la mejor fuente de iones calcio. Las perlas fueron formadas por gotas
individuales de la enzima — alginato sobre una disolucién de CaCl,, quedando la enzima
inmovilizada y sin ser afectada por la concentracién del alginato y del cloruro de calcio.

Esta capa densa es formada durante el contacto inicial del alginato con el cloruro de calcio,
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la cual va ser responsable para retener relativamente pequefias cantidades de la enzima.
Asimismo, el alginato proporciona un medio ambiente favorable para la enzima y de alguna
manera simulando su cdpsula natural y protegiéndola.

La inmovilizacion de la tirosinasa en alginato se llevo a cabo como se describe en la
seccion 2.3.6. Si el total de la enzima queda inmovilizada en el gel, la actividad de la

tirosinasa inmovilizada seria de 8.6831 w/mg de alginato.

En los andlisis de inmovilizacién en CPG realizados en batch se establecié un
tiempo de reaccién de 30 minutos, tiempo que se tomé6 como referencia para la realizacién
de estos anélisis.

Después del tiempo de reaccién entre la tirosinasa inmovilizada en perlas de
alginato con el p-cresol, la solucién presenté un precipitado, observando que las perlas se
estaban disolviendo. Al estar en un medio ambiente de fosfatos, estos son fuertemente
enlazados al alginato, por lo tanto provocan alteracion en el gel debido a la solubilizacién
del enlace Ca®*. Asimismo, el gel de alginato es alterado por la perdida de estos enlaces
disolviéndose. Este efecto puede ser resuelto por la adicion de mas iones Ca™".

La disoluci6n se decanto, se midié su espectro de absorcién en un intervalo de 200 a
500 nm obteniendo un méximo de absorcién a 400 nm (figura 29). La actividad aparente de
la tirosinasa fue determinada empleando la ecuacién 3.1. La actividad enzimatica calculada
es de 0.2125 w/mg, menor a la actividad esperada. Esto puede deberse a que al ser alterado
el enlace del alginato con el Ca’ por la presencia de los fosfatos, parte de la enzima

atrapada en el gel, se pierde. Provocando una disminucién en su actividad.
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Figura 29. Espectro de UV de la 4-metil-1,2-benzoquinona. Catilisis enzimatica del
p-cresol en buffer de fosfatos por la enzima tirosinasa inmovilizada en alginto.

Tomando en consideraciéon que en un medio de fosfatos existe alteracién en el
alginato, es decir, perdida de los enlaces calcio se espera que en la presencia de otro medio
este comportamiento no se presente. Asi, el andlisis fue realizado empleando un medio no
acuoso, usando como disolvente hexano. Después del tiempo establecido para la reaccion,
se midi6 el espectro de absorcién obteniendo un méximo de absorbancia a 380 nm. La sefial
obtenida fue muy pequefia por lo que se dejé mas tiempo de reaccién realizando lecturas
cada 10 minutos hasta un tiempo total de 70 minutos. En cada medicion, la sefial aumenté
pero la diferencia no fue muy grande. La actividad aparente de la enzima fue determinada

para cada tiempo (tabla 5).

74

500.00



Tabla 5. Actividad aparente de la enzima inmovilizada en alginato

en hexano por batch

Tiempo de reaccién wmg de soporte
(minutos)
30 0.0512
40 0.0741
50 0.0744
60 0.0765

Comparando estos resultados con los obtenidos en CPG por batch la enzima
presenta una mayor actividad cuando se encuentra inmovilizada en vidrio de poro
controlado, en alginato para ambos medios acuoso y no acuoso la respuesta de la enzima es
muy pequefia ain dejandola reaccionar més tiempo. Este tipo de gel posee una gran
cantidad de agua por lo que la enzima deberia tener una actividad mayor, pero
posiblemente la difusién del sustrato hacia la enzima es més lenta, hay un menor contacto
con la enzima y el sustrato y ademas el producto de reaccién posiblemente también se

difunde mas lento.

3.5.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD APARENTE DE LA ENZIMA
TIROSINASA INMOVILIZADA EN ALGINATO POR FIA

Para determinar la actividad aparente de la tirosinasa inmovilizada en alginato por
FIA, fue necesario la optimizacién de los pardmetros hidrodindmicos. Los parametros a
optimizar fueron volumen de inyeccién y caudal. Estos parametros fueron estudiados en
medio orgéanico empleando inicamente hexano.

Para optimizar los pardmetros se utilizd una disolucién de p-cresol a una

concentracion de 5.5 mM.
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Volumen de Inyeccion:

La optimizaci6n del volumen de inyeccion fue evaluada en un intervalo de 50 a 200
pul, observando que la sefial analitica obtenida fue pequefia. A pesar de los valores
obtenidos se determiné que a un volumen de 100 pl la enzima muestra su méaxima

actividad, siendo ésta de 1.6503 u/mg.

1.7 -
1.6 4
1.5 4
14 4
1.3 1
1.2 -
1.1 5

Actividad aparente (u/mg gel)

0 50 100 150 200 250
volumen de inyeccién (uL)

Figura 30. Efecto del caudal en la actividad de la tirosinasa
inmovilizada en alginato.

audal:

La optimizacion del caudal fue evaluada a una velocidad de 0.3, 0.5 y 0.6 ml/min.
Se intentd trabajar a velocidades mayores de 0.6 ml/min pero a medida que la velocidad del
flujo se aumento la sefial analitica disminuyé ya que no fue posible diferenciarla del ruido.

Como podemos observar la maxima respuesta es a una velocidad de 0.3 ml/min.
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Figura 31. Efecto del caudal en la actividad de la tirosinasa
inmovilizada en alginato.

Con este tipo de inmovilizacidn las sefiales analiticas obtenidas tanto en medio
acuoso y no acuoso fueron bajas. Intentando aumentar el tiempo de contacto entre la
enzima y el sustrato, se utiliz6 un sistema abierto—cerrado, asi en primer lugar se hizo pasar
la muestra por el reactor enzimatico en un intervalo entre 2 y 5 minutos, recirculando el
volumen inyectado. A pesar de aumentar el tiempo de contacto la sefial analitica no vario.

En estas condiciones la actividad enzimatica es de 0.3267 u/mg por lo que este tipo

de inmovilizacién no es recomendable para determinar fenoles en medio no acuoso y

acuoso.

Esta técnica de inmovilizaciéon en alginato, es una técnica répida y sencilla que
proporciona un medio ambiente adecuado a la enzima y principalmente sin alterar su
estructura. Por otro lado, las perlas de alginato también presentan gran resistencia mecénica
al ser acopladas a un sistema en continuo. Sin embargo, la actividad que presenta la
tirosinasa en este soporte de inmovilizacién es muy baja ya que al estar atrapada la enzima

en el gel existe menor contacto con el sustrato debido a que el mecanismo de difusion del

sustrato a través de la capa del gel hacia la enzima es lento.
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Al ser acoplados los reactores enziméticos a un sistema de flujo continuo, la
actividad de la enzima aumenta, debido a que existe una mayor interaccion entre la enzima
y el sustrato.

En el caso de la inmovilizacién enzima-vidrio, la actividad es mayor, debido al
aumento en el area superficial, provocando un mayor nimero de interacciones entre el
sustrato y la enzima. Por lo tanto, un aumento de la actividad de la enzima.

En el caso del reactor enzima-alginato, el bolo de la muestra también sufre
dispersion y por otro lado el efecto de la difusion es lento provocando una menor actividad

con respecto al método de inmovilizacion anterior.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

La Tirosinasa puede ser cataliticamente activa en un medio bifésico liquido — liquido. Sin
embargo, en estos sistemas hay efectos desfavorables como la formacién de emulsiones,
perdida de la enzima (econdmicamente) o simplemente la enzima es desactivada més

rapidamente.

La inmovilizacién por enlace covalente en CPG de la enzima tirosinasa resulté ser efectiva
para un sistema en flujo, ya que proporcioné estabilidad a la enzima y no es desorbida del

soporte durante el funcionamiento continuo del reactor.

La tirosinasa inmovilizada en CPG, cataliz6 la conversién del p-cresol a 4-metil-1,2-
benzoquinona en medio acuoso como no acuoso, aunque la oxidacién enzimética del fenol
en medio acuoso causa la polimerizacién espontdnea del producto. La misma reaccion en
medio organico impide la polimerizacién del producto de reaccién, permitiendo una mayor

actividad en heptano y por lo tanto una Km’ menor.

La enzima inmovilizada en CPG es capaz de oxidar el p-cresol en disolventes orgénicos no
polares como: heptano, hexano y cloroformo. Por otro lado, la enzima fue completamente
inactiva en disolventes organicos polares y de polaridad intermedia como: etanol,

acetonitrilo e isopropanol.

ESTA TESIS NO SALL
DE LA BIBLIOTECA
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La estabilidad del reactor enzimético se vio afectada por los disolventes orgénicos, y la
hidrofobicidad de éstos. Sin embargo, después de un proceso de rehidratacién se logro

regenerar al 90% la actividad de la enzima prolongando la vida del reactor enzimatico.

El estudio cinético fue realizado empleando la grafica de Lineweaver — Burk. Presentando
un mejor comportamiento en heptano con una Km = 0.1548 mM y Vs = 0.0830 con
respecto a los otros disolventes organicos, comportamiento que al ser relacionado con el log

P es el disolvente mas hidrofdbico.

La Tirosinasa inmovilizada en alginato catalizé la oxidacién del p-cresol a 4-metil-1,2-
benzoquinona tanto en medio acuoso como no acuoso. Sin embargo, al comparar la
actividad enzimatica aparente de los dos métodos de inmovilizacién se obtiene una mayor

actividad de la enzima cuando se encuentra inmovilizada en CPG.

Finalmente, el objetivo principal de esta investigacion, desarrollo de un reactor enzimatico
para ser usado en disolventes organicos de diferente polaridad fue totalmente logrado. Los
resultados son definitivamente alentadores y confirman las expectativas de en un futuro
poder usar este reactor en el andlisis de fenoles solubles en disolventes no acuosos, por

ejemplo, en la determinacién del contenido de compuestos fendlicos en aceites de oliva.
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