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RESUMEN

TITULO: Il\JMOVILIZACION DE LIPASA DE Candida antarctica B SOBRE
NANOPARTICULAS DE MAGNETITA: ESTUDIO DE SU ESTABILIDAD Y ACTIVIDAD
CATALITICA*.

AUTOR: OSCAR JAVIER MARTINEZ VILLABONA**

PALABRAS CLAVES: Nanoparticulas, Magnetita, Inmovilizacion de Enzimas, Actividad y
estabilidad enzimatica.

En este estudio, se realizd la sintesis de nanoparticulas de magnetita por el método de
coprecipitaciéon de Fe?* y Fe® en solucion de hidroxido de sodio. Las nanoparticulas fueron
recubiertas con (3-(2-amino-etil-amino)propil)trimetoxisilano (APTS) 5% (v/v). Posteriormente, se
hicieron reaccionar con glutaraldehido (10% v/v) a pH 7. Inmediatamente después, se agreg6 una
solucién (0.05 mg/mL) de lipasa Candida antarctica B (CALB) para su inmovilizaciéon covalente. La
lipasa de Candida antarctica B fue inmovilizada también por interacciones idnicas en el soporte de
magnetita y magnetita aminada. A su vez, se logré también la inmovilizacién covalentemente en la
superficie de las nanoparticulas magnéticas recubiertas con glutaraldehido. Las nanoparticulas
obtenidas fueron caracterizadas por Difraccion de Rayos-X (DRX) obteniendo una fase cristalina de
FesOa correspondiente a la magnetita. El tamafio de las particulas se determind por la técnica de
Dispersion de Luz Dinamica (DLS) obteniéndose un tamafio promedio de 11 nm. Ademas, se
identificaron los grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas que son los responsables
de la interaccion proteina-soporte por Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (IR-
TF). La actividad enzimatica de la CALB inmovilizada y soluble se determind en solucién salina de
buffer de fosfato con la hidrdlisis del sustrato p-nitrofenilbutirato (pNPB). Se realizaron los ensayos
de cuantificacion de proteina por el método de Bradford; también se estudi6 el efecto del pH en la
inmovilizacién de la proteina y determind la estabilidad térmica de la CALB inmovilizada en el soporte
recubierto con glutaraldehido (Glu). Finalmente, se determind la actividad de la CALB en un proceso
de reutilizacion del bioconjugado.

* Proyecto de Grado
** Facultad de Ciencias Escuela de Quimica. Director Rodrigo Gonzalo Torres Saez, PhD.
Codirector Luis Oveimar Barbosa Jaimes, MSc.
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ABSTRACT

TITLE: IMMOBILIZATION OF Candida antarctica LIPASE B ON MAGNETITE
NANOPARTICLES: STUDY OF STABILITY AND CATALYTIC ACTIVITY*

AUTHOR: OSCAR JAVIER MARTINEZ VILLABONA **

PALABRAS CLAVES: Nanoparticles, Magnetite, Immobilization of enzymes, Enzymatic
activity and stability.

In this research, the synthesis of magnetite nanoparticles was performed by coprecipitation of Fex*
and Fes™ in solution of sodium hydroxide. The nanoparticles were coated with (3-(2-amino-ethyl-
amino) propyl) trimethoxysilane (APTS) 5% (v/v) and then were reacted with glutaraldehyde (10%
viv) at pH 7. Immediately thereafter was added a solution (0.05 mg / mL) of Candida antarctica lipase
B (CALB) for its immobilization. Candida antarctica lipase B was immobilized by ionic interactions on
the support of magnetite and aminated magnetite. Also achieved covalently immobilizing on the
surface of magnetic nanoparticles coated with glutaraldehyde. The obtained nanoparticles were
characterized by X-ray Diffraction (XRD) obtaining a crystal phase of FesOs corresponding to the
magnetite. The particle size was determined by the technique of Dynamic Light Scattering (DLS) to
obtain an average size of 11 nm. Furthermore, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)
identified the functional groups on the surface of the nanopatrticles that are responsible for the protein-
support interaction. The enzymatic activity of the immobilized and soluble CALB was determined in
saline solution of phosphate buffer with the hydrolysis of p-nitrophenylbutyrate (pNPB). Assays to
quantify protein were performed by the Bradford method; also, the effect of pH on immobilization of
the protein and the thermal stability of the CALB immobilized on the support coated with
glutaraldehyde (Glu) was studied. Finally, the CALB activity in a process of reusing the bioconjugate
was determined.

* Grade Project
** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Director Rodrigo Gonzalo Torres Saez, PhD.
Codirector Luis Oveimar Barbosa, MSc.
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INTRODUCCION

Las enzimas son proteinas que pueden catalizar una gran variedad de reacciones
con sustratos organicos, naturales y sintéticos: poseen una elevada especificidad y
selectividad, lo cual las convierte en catalizadores ideales para llevar a cabo
reacciones en biosintesis organica. A pesar de estas ventajas, el empleo de
enzimas no se ha generalizado debido a las limitaciones que la mayoria de éstas
presentan; inestabilidad en condiciones drasticas de pH, presion y temperatura.
Ademas, son inhibidas por diferentes tipos de sustratos y productos de reaccion.
Por otra parte, al ser solubles en agua, se dificulta su separacién del sustrato y de

los productos de reaccion [1].

Con el fin de revertir los problemas mencionados anteriormente, la ingenieria
enzimatica ha desarrollado a lo largo de los udltimos afios, nuevas técnicas de
estabilizacion de enzimas que pretenden mejorar las propiedades biocataliticas de
las enzimas. Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran la inmovilizacion sobre
soportes, modificacion quimica y manipulacién genética. En éstas, las técnicas de
inmovilizacién de enzimas sobre soportes se han propuesto como una solucion para
obtener biocatalizadores reutilizables. A través de la inmovilizacion enzimatica se
puede también aumentar el rendimiento de la enzima por el mejoramiento de sus
limitaciones, como estabilidad, actividad, especificidad, selectividad o inhibiciones

por sustratos y reactivos.

Entre las diversas técnicas de inmovilizacion, el uso de soportes para inmovilizar
enzimas se produce a través de acoplamiento covalente o fisico. El uso de
nanoparticulas (NPs) como soportes de inmovilizacion permitiria aumentar
notablemente la actividad de las enzimas debido a la gran capacidad area superficial

que presentan estas nanoestructuras [2].
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En general, los métodos de inmovilizacién de enzimas se clasifican en dos grandes
categorias como lo son: la inmovilizacién por enlace quimico y la inmovilizacién por

confinamiento.

Los métodos de inmovilizacion enzimatica por enlace quimico pueden ser divididos
a su vez en dos tipos: enlazado o unidn a un soporte y entrecruzamiento de proteina.
Estos métodos se fundamentan en la activacion de grupos funcionales del soporte
para que reaccionen con los nucledfilos de las proteinas. Entre los veinte
aminoacidos diferentes que se encuentran en la estructura de las enzimas, los mas
empleados para la formacion de enlaces con el soporte son la lisina, cisteina,
tirosina e histidina, y en menor medida la metionina, triptéfano, arginina y el acido
aspartico. Estos son los aminoacidos que se encuentran en general en el exterior

de la estructura proteica ya que los demas poseen un caracter hidréfobo.

En la inmovilizacion enzimatica por confinamiento se lleva a cabo el
entrecruzamiento molecular, mediante el uso de reactivos bifuncionales que
originan uniones intermoleculares ente las moléculas de proteinas. Como reactivos
bifuncionales se emplean di-aldehidos, di-iminoésteres, di-isocianatos, di-amidas si
estan activadas con carbodimida. El resultado del entrecruzamiento enzimatico
genera biocatalizadores robustos de enzimas con enlaces intermoleculares

irreversibles [1].

La inmovilizacion enzimética también se puede llevar a cabo en diferentes tipos de
particulas, lo mas comdn es en particulas no porosas y de forma esférica. Sin
embargo, la revolucibn de la ciencia en materiales nanotecnolégicos ha
proporcionado particulas de tamafios y formas ilimitadas, incluyendo particulas
amorfas, esféricas o agregados, asi como formas complicadas geométricamente
como barras, tubos, cubos, triangulos y conos. Ademas, nuevas estructuras

simétricos organicos han surgido en el rango de los nanémetros que incluyen

19



fullerenos, nanotubos de carbén y dendrimeros, que son estructuras definidas

altamente simétricas usadas como andamios moleculares en la bioconjugacion [3].

Las nanoparticulas y microparticulas son usadas en pruebas y ensayos de
aglutinacion, métodos ELISA de captura de particula, pruebas de flujo lateral,
ensayos de fase sdlida, ensayos de proximidad de centelleo, ensayos para la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ensayos basados en
superparamagnetismo y sistemas de separacidbn magnética, biosensores, como
potenciadores de sefiales espectrales de Raman, ensayos de dispersion de luz, y

como etiquetas fluorescentes o manchas para descubrir moléculas [3].

La activacion de las nanoparticulas con glutaraldehido provoca que la superficie del
soporte sea revestida con un compuesto quimicamente reactivo, capaz de
inmovilizar covalentemente las proteinas. Sin embargo, una capa de grupos
catiénicos (los grupos amino), hace que sea un intercambiador i6nico. De hecho, se
ha demostrado en la mayoria de los casos, la adsorcion enzimatica en soportes de
glutaraldehido activados a baja fuerza idnica es mas rapida que la union covalente.
Ademas, los dimeros de glutaraldehido pueden conferir cierta propiedad hidrofobica

a la superficie de soporte, y puede afectar la inmovilizacion de algunas enzimas [4].

Existen diversas enzimas que pueden ser inmovilizadas para catalizar procesos
bioquimicos. Entre éstas, las lipasas se constituyen como una de las mas versatiles
por su capacidad de catalizar adversos tipos de reacciones, tales como
esterificacion, hidrolisis, aminolisis, entre otras. Las lipasas son enzimas que tienen
una alta afinidad por las superficies hidrofébicas, tales como: gotas de aceite
(sustrato natural), un soporte hidrofobo o proteinas hidrofébicas. Esto es una
consecuencia del mecanismo catalitico de las lipasas, lo cual les permite a actuar
en la interfaz de gotas de aceite. Esto implica para la lipasa el movimiento de una
cadena polipeptidica llamada “lid” o tapadera que aisla el sitio activo del medio. El

entorno del centro activo de la lipasa y la cara interna de la tapadera son hidrofobos,
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y después del movimiento tapadera, la lipasa se adsorbe sobre las gotas de aceites.
Asi, la naturaleza hidréfoba de glutaraldehido podria permitir la adsorcion de lipasas
a través de este mecanismo, antes que pueda tener la union covalente. Esta
flexibilidad del centro activo de lipasas ha hecho que sus propiedades funcionales
(actividad, selectividad, especificidad) puedan ser facilmente moduladas a través de
diversas técnicas de ingenieria de proteinas, siendo la inmovilizacion de lipasas una
de las mas prometedoras (de hecho, cualquier inmovilizacion de las lipasas es

probable que se altere sus propiedades positivamente o0 negativamente) [4].
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1. DEFINICION DEL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enzimas son biocatalizadores versatiles que funcionan con gran especificidad
para catalizar gran variedad de reacciones quimicas en la naturaleza. Un ejemplo
de ello lo constituyen las lipasas, las cuales son enzimas que catalizan la reacciéon
de hidrdlisis de los triglicéridos a acidos grasos de cadena larga y glicerol. A pesar
de encontrarse ampliamente distribuidas en la naturaleza, son las de origen
microbiano aquellas de mayor interés en la industria quimica farmacéutica, debido

a gque presentan alta especificidad y elevada regio y enantioselectividad [5].

Los biocatalizadores presentan diversas ventajas y usos en condiciones suaves de
reaccion [6]. Sin embargo, las enzimas libres por lo general tienen poca estabilidad
a altas temperaturas y a condiciones drasticas de pH, por ejemplo, la
termoestabilidad de la lipasa B de Candida antarctica (CAL-B) a 70°C en 2-butanona
disminuye al 50% y en o-xileno al 75% en 1 hora [7]. Ademas, las enzimas son
dificiles de recuperar y reutilizar, por lo tanto los desafios primordiales para las
investigaciones donde se emplean estos biocatalizadores son mejorar su
estabilidad, conservar y aumentar su actividad catalitica y finalmente, lograr su

reutilizacion [8], [9].

Ademas, una de las tareas mas importantes de la industria es lograr el desarrollo
de nuevos meétodos para mejorar la estabilidad de la enzima. La inmovilizacion de
enzimas sobre soportes solidos se considera una técnica empleada que logra este
propésito siempre y cuando se eviten los problemas de difusién y se supere la baja
carga de inmovilizacion de la enzima sobre el soporte. Todo lo anterior se desarrolla
con el fin de impedir la contaminacion de los productos (farmacos) con las enzimas

utilizadas, que al final pueden causar efectos perjudiciales para la salud.
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En este trabajo, se utilizara como enzima modelo la lipasa de Candida antarctica B,
esta se inmovilizara en nanoparticulas magnéticas con el fin de lograr estabilizar la
enzima y lograr reutilizarla por varios ciclos en reacciones con sustratos de tipo

lipidico de baja solubilidad en medio acuoso.

1.2. JUSTIFICACION

Las enzimas son comunmente los catalizadores quimicos preferidos por la industria
farmacéutica, ya que son mas selectivos, generan productos con mayor pureza y
altos rendimientos de reaccion en aplicaciones biologicas. Los principales
beneficios de las enzimas inmovilizadas sobre soportes son la recuperacion de las
mismas después de su uso y la disminucién de la contaminacién del complejo de
reaccion. Ademas, con la inmovilizacion de enzimas se facilita su reutilizacion y se
amplian sus aplicaciones sin que pierda su actividad a cambios bruscos de

temperatura y pH [7].

El éxito de una enzima inmovilizada para aplicaciones précticas es fuertemente
dependiente de las propiedades de los soportes utilizados, los cuales deben
proporcionar al sistema una prolongada actividad enzimatica. En los ultimos afos,
se han utilizado una gran variedad de soportes de tamafios nano-métricos, de

naturaleza organica o inorganica, en la inmovilizacion de enzimas [9].

La actividad enzimatica, la estabilidad de los biocatalizadores y el area superficial
son maximizadas con soportes de particulas pequefias. Sin embargo, la
recuperacion de estas particulas en sistemas de reaccion donde se han
inmovilizado las enzimas sigue siendo dificil y las técnicas convencionales para su
separacion aun son insuficientes. A diferencia de otros soportes, el soporte de
nanoparticulas de magnetita presenta propiedades magnéticas que permiten
alcanzar una separacion rapida debido a un campo magnético externo. Ademas,

tiene una alta capacidad de inmovilizacidon de enzimas y es quimicamente estable
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[10]. En vista de esto, la presente investigacion busca la sintesis de nano-
biocatalizadores de lipasa de Candida antarctica B inmovilizados en soportes de
nanoparticulas de magnetita activadas, con el fin de aprovechar las propiedades

magnéticas, para emplearlos en reacciones de hidrdlisis.

El empleo de magnetita (FesOs4) modificada con grupos amino y activada con
glutaraldehido como soporte en la inmovilizacion de la enzima CALB permitird
obtener preparaciones de lipasa inmovilizada que pueden ser retiradas rapidamente
del medio de reaccion, reutilizarla en varios ciclos, aumentar su actividad enziméatica

y soportar cambios drasticos de temperatura y pH conservando su estabilidad.

24



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nanobiocatalizadores de lipasa de Candida antarctica B inmovilizados en
nanoparticulas de magnetita.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Sintetizar las nanoparticulas magnéticas de Fe3Os como soporte de
inmovilizacién de enzimas.

« Evaluar el efecto de la temperatura y la velocidad de agitacién sobre el tamafio
de las nanoparticulas magnéticas durante el proceso de sintesis.

» Caracterizar las nanoparticulas por las técnicas DRX, DLS e IR-FT.

* Modificar las nanoparticulas sintetizadas con grupos amino primarios y
aldehidos.

» Caracterizar las nanoparticulas recubiertas empleando las técnicas DRX, DLS e
IR-FT.

* Inmouvilizar la lipasa de Candida antarctica B en las nanoparticulas de Fez0a4
recubiertas con grupos aminos y aldehidos.

+ Determinar la actividad y la estabilidad enzimatica de los diferentes

nanobiocatalizadores de la lipasa de Candida antarctica B.
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3. MARCO DE REFERENCIA

3.1 MARCO DE ANTECEDENTES

Un requisito importante para la inmovilizacién de proteinas es que la matriz debe
proporcionar un entorno inerte y biocompatible, es decir, no debe interferir con la
estructura nativa de la proteina, de ese modo podria poner en peligro su actividad
biol6égica [11]. La inmovilizacidbn de enzimas en soportes nanométricos como
esferas, fibras y tubos, ha sido recientemente estudiada en la literatura. Como
ejemplos se pueden encontrar, la inmovilizacion enzimética en nanotubos de silice
[11]. Esta se desarrolla dentro de bicapas de fosfolipidos, en peliculas de Langmuir-
Blodgett, dentro de una matriz de polimero, en galerias de fosfato de a-circonio, en
materiales mesoporosos, sobre particulas de latex de poliestireno, en
nanoparticulas de oro absorbidas en polimeros, zeolitas y en peliculas de lipido
graso térmicamente evaporado. Todos estos soportes han sido desarrollados cada
uno con pros y contras caracteristicos. Las microesferas de polimero y varias
nanoparticulas metalicas también han sido exitosas cuando se conjugan con

proteinas y enzimas [12].

La superficie de las nanoparticulas se ha modificado con moléculas, enzimas y
sondas de biomembranas proporciondndoles propiedades Unicas de
biofuncionalidad. Qhobosheane y colaboradores (2001) inmovilizaron lactato
deshidrogenasa y glutamato deshidrogenasa en nanoparticulas de silice mostrando

excelentes actividades enzimaticas y capacidades de deteccion [12].

El fundamento de usar estructuras a nanoescala para la inmovilizacion de enzimas
es lograr reducir las limitaciones por difusion de los soportes y maximizar el area
superficial funcional de estos mismos, lo cual permite incrementar la carga de la

enzima [13]. Ademas, las caracteristicas fisicas de las nanoparticulas como la
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difusién mejorada y la movilidad de particula pueden afectar la actividad catalitica
inherente de enzimas enlazadas [14]. La estabilidad térmica, la superficie
aumentada y la resistencia a la irradiacion son otras ventajas que aceleran sus
aplicaciones potenciales en fotodetectores, celdas solares, biosensores,
nanogeneradores y ceramicas [15]. En afios recientes, se han empleado varios tipos
de nanoparticulas en la produccion de diferentes nanoestructuras como nanobarras,

nanotubos, nanocables, nanoanillos, entre otras [16].

Finalmente, en una de las investigaciones mas recientes sobre nanotecnologia,
Domenica y colaboradores (2003) presentaron la conjugacion de nanoparticulas
superparamagneéticas con un oligodesoxirribonucle6tido marcado con fluorescencia
(ODN), capaz de plegarse en una hélice de guanina unimolecular cuadruple, estable
en condiciones adecuadas, a través de su union a una secuencia de un aptamero

de trombina.

3.2 MARCO TEORICO

3.2.1 Lipasas

Hace casi 100 afios atras, el microbi6logo C. Eijkmann publicé que varias bacterias
podian producir y secretar lipasas. Cuando se aceptd que las lipasas podian
permanecer en la conformacion activa en disolventes organicos, los estudios se
enfocaron a desarrollar estas enzimas en herramientas ideales para el quimico
organico. Pero, ¢qué es lo que hace tan atractivas las lipasas? En primer lugar,
suelen mostrar quimioselectividad, regioselectividad y estereoselectividad. En
segundo lugar, son facilmente disponibles en grandes cantidades debido a que
muchos de ellos se pueden producir con altos rendimientos a partir de organismos
microbianos, hongos y bacterias. En tercer lugar, muchas estructuras cristalinas de
las lipasas han sido resueltas, facilitando considerablemente el disefio de

estrategias racionales de ingenieria de proteinas. Finalmente, no requieren por lo
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general cofactores ni catalizan reacciones secundarias. Estas propiedades hacen a
las lipasas el grupo mas utilizado de los biocatalizadores en la quimica organica.
Esto se refleja en mas de 1000 articulos originales sobre las lipasas que aparecen
cada afio y su interés en muchas reacciones de resolucién de farmacos quirales
[17].

Las lipasas de origen microbiano disfrutan de la mayor importancia a nivel industrial
ya que son mas estables en comparacién con las lipasas de plantas y animales.
Ademas, pueden ser obtenidas en grandes cantidades a bajo costo. La mayoria de
las lipasas se obtienen de forma extracelular, con un peso molecular que oscila

entre ~33 y ~65 kD. Mas del 50% de las lipasas provienen de levaduras [18].

Las lipasas catalizan una amplia gama de reacciones, incluyendo hidrolisis, inter-
esterificacion, alcohdlisis, aciddlisis, esterificacion y amindlisis (Figura 1). En la
hidrélisis, estas lipasas catalizan el rompimiento del enlace éster de acido graso del
triacilglicerol y liberan &cidos grasos. La reaccion es reversible y su direccion

depende del contenido de agua presente en la mezcla de reaccion [18].
La caracterizacion bioquimica y molecular de un nimero de diferentes fuentes de

lipasas ha mostrado la gran cantidad de heterogeneidad en ellas con respecto a la

especificidad, secuencia de aminoacidos y propiedades cataliticas.

28



Figura 1. Reacciones que pueden ser catalizadas por lipasas

Hidrdlisis

R,COOH + R,OH Esterificacion - R,COOR, + H,0
Interesterificacion

R1COOR2 + R;COOR, > R;COOR, + R3COOR,

R,COOR, + R,cooH ~AAdoliSs ¢ cooH + R,COOR,
Alcohdlisis

R,COOR, + R;OH ! >  R;COORj+ R,0H
Aminodlisis

R,COOH + R3NH, > R,;CONHR; + R,0OH

Fuente: Houde, Alain and Kademi, Ali and Leblanc, Danielle. Lipases and their industrial

applications. Applied Biochemistry and Biotechnology 2004, 118 1-3, p 155-170

Las lipasas se pueden producir facilmente a gran escala en cultivos de
microorganismos en un fermentador, sin embargo su uso era hasta hace poco
limitado a la industria de lacteos y oleoquimica. En los ultimos afios del siglo XX el
uso de las lipasas ha sido enfocado en la biotecnologia, la fabricacién de productos
farmacéuticos y plaguicidas, la produccion de una proteina unicelular y la

preparacion de biosensores.

Las lipasas se han convertido en una parte integral de la industria alimentaria
moderna y se utilizan en la preparacion de una variedad de productos de los jugos
de frutas, alimentos horneados, fermentacion vegetal y los productos lacteos
enriquecidos. También se utilizan en la industria del cuero para el procesamiento
del mismo, en las pieles, en el tratamiento de lodos activados y otros productos de
desecho aerdbico donde eliminan la capa delgada de las grasas y, al hacerlo,
facilitan el transporte de oxigeno. Algunas de las fuentes comunes de lipasas se

tabulan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Fuentes comunes de las lipasas

Fuente

Mamifero

Fungi

Nombre
Lipasa pancreatica humana.
Lipasa pancreética caballo.
Lipasa pancreatica del cerdo.
Lipasa pancreética de cerdo
de Guinea
Rhizomucormeihei
Pencilliumcamberti
Humicolalanuginosa
Rhizopusoryzae
Aspergillus niger
Candida rugosa
Lipasa Candida antarctica A
Lipasa Candida antarctica B
Geotrichiumcandidum
Chromobacteriumviscosum
Pseudomonas cepacia
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens

Bacteriano Pseudomonas fragi

Fuente: vakhlu Jyoti, Kour Avneet, Yeast lipases: enzyme purification, biochemical properties and

Bacillus thermocatenulatus
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus aereus
Staphylococcus epidermidis

gene cloning, Electronic Journal of Biotechnology 2006 9:1 69-85 p.

(http://www.au-kbc.org/beta/bioproj2/sources.htm)

3.2.2 Estructura de las lipasas

Las técnicas cristalograficas nos permiten ver las estructuras de las lipasas de
diferentes origenes, identificAandose en general la estructura de tipo a/f hidrolasa.
Empleando las técnicas cristalograficas se determind que en la mayoria de las
lipasas existe una cadena peptidica mévil, la cual es conocida como tapadera o “lid”.
Su estructura consiste de una o dos alfa hélices cortas unidas al cuerpo de las
lipasas y es de naturaleza flexible. Brzozowski y colaboradores (1991), confirmaron

y demostraron la existencia del lid sobre el sitio activo de las lipasas.
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La investigacion sobre las conformaciones estructurales de las lipasas permitio
establecer que en presencia de medios acuosos homogéneos, la enzima cristaliza
con el centro activo totalmente aislado por el lid del medio de reaccion, haciendo
inaccesible la ubicacion del sustrato al sitio activo de la enzima, lo cual se conoce
como la conformacion cerrada (Figura 2). Esta cadena polipeptidica presenta en su
cara interna una serie de residuos hidrofdbicos que interaccionan con las zonas

hidrofébicas que rodean al sitio activo de la lipasa [19].

Figura 2. Conformaciones estructurales de la lipasa B de Candida antarctica

En color morado se puede observar el "Lid", a la derecha se observa la configuracion

abierta y a la izquierda la configuracion cerrada.

Accesible a sustratos

Fuente: Barbosa O., Resolucién cinética de (R/S)-propanolol y (R/S)-atenolol via reacciones de
acetilacion mediante la utilizacion de lipasas inmovilizadas. Trabajo de grado para optar titulo de

Magister en quimica. Universidad Industrial de Santander, 2009.

Cuando la enzima cristaliza en presencia de interfaz hidrofébica se obtiene la
conformacion totalmente accesible al sustrato, es decir, la configuracion abierta, en

la cual se observa el desplazamiento del lid debido a interacciones de puentes
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salinos y puentes de hidrégeno con su superficie exterior. Las caracteristicas
estructurales, funcionales, selectivas y de actividad de las lipasas estan dadas por

la presencia y posicion del lid.

3.2.3 Mecanismo de accion de las lipasas

La informacion de las conformaciones estructurales de las lipasas obtenidas a
través de la técnica de difraccion de rayos X, permitio establecer que en su
mecanismo catalitico ocurre el fendbmeno de activacion interfacial de la lipasa. Este
término es utilizado para describir el gran incremento de la actividad en este tipo de
enzimas al entrar en contacto con una interfase hidrofébica, como micelas de

sustratos, solventes organicos y lipidos.

La Figura 3 representa el mecanismo de activacion inter-facial que presentan las
lipasas en medio hidrofébico. Se debe resaltar que las lipasas en medio acuoso
presentan actividad catalitica debido al equilibrio de la conformacion abierta y

cerrada.

Figura 3. Mecanismo de activacion de las lipasas en interfaces hidrofébica

Fuente: Cesar Mateo, Jose M. Palomo, Gloria Fernandez-Lorente, Jose M. Guisan, Roberto

Fernandez-Lafuente, Improvement of enzyme activity, stability and selectivity via immobilization

techniques, Enzyme and Microbial Technology, 2007 40:6 p 1456.
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3.2.4 Estabilizacién y modulacion de las propiedades cataliticas de las lipasas

La posibilidad de generar derivados enzimaticos estables en las condiciones de
operacion de las reacciones de biotransformacion es uno de los principales objetivos
en la inmovilizacién enzimatica. Las lipasas presentan un equilibrio conformacional
y es de interés que al inmovilizarlas se puedan modular sus propiedades cataliticas
debido a la facil alteracion del centro activo. Las propiedades de la enzima se
pueden modificar haciendo uso de dos herramientas: ingenieria del medio de

reaccion e ingenieria del derivado [20].

3.2.5Ingenieria del medio de reaccion

El término ingenieria del medio hace referencia a la posibilidad de provocar un
cambio en las propiedades de la proteina en la medida que las condiciones del
medio son modificadas. En la literatura se encuentra que las propiedades cataliticas
de las lipasas, como estereoespecificidad y selectividad, pueden ser facilmente

moduladas por las condiciones del medio de reaccion [21].

El cambio de las condiciones del medio de reaccion pueden afectar todo el balance
de interacciones en la enzima, por ejemplo, los solventes de caracter hidrofébico
favorecen la exposicion del centro activo de la lipasa y fortalecen las interacciones
electrostaticas entre la parte exterior del lid y la superficie de la enzima generando
una forma abierta; el cambio en el pH altera el tipo y la cantidad de interacciones
electroestaticas entre el lid y el resto de la superficie de la proteina, y la fuerza ibnica
hace desfavorable la exposicion del bolsillo hidrofébico porque debilita las
interacciones del lid con el resto de la proteina. Por lo tanto, las condiciones
experimentales afectan fuertemente al equilibrio entre las conformaciones abierta y
cerrada, la conformacién del centro activo y las propiedades cataliticas que

presentan las lipasas [19].
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3.2.6 Ingenieria del derivado

Los grandes cambios conformacionales que implican la apertura y cierre del lid en
las lipasas, inducen a preparar nuevos derivados enzimaticos implicando diferentes
zonas que estén lejos o cerca del sitio activo de las enzimas, otorgando mayor o

menor rigidez a la estructura peptidica o alterando el microambiente de la enzima.

Las diferentes herramientas para la modificacién de las propiedades de las lipasas
son: la inmovilizacién unipuntual, inmovilizacién multipuntual, modificacién quimica,
modificacion genética, modificacion quimica en fase solida, insolubilizacion de las
proteinas mediante la sintesis de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS) y

entrecruzamiento de enzimas cristalizadas (CLECS).

El desarrollo de diversas estrategias de inmovilizacion sobre una gran variedad de
soportes activados con diferentes grupos funcionales ha permitido inmovilizar

proteinas de forma controlada en la superficie de diferentes soportes activados [22].

3.2.7 Inmovilizacion de las lipasas con distintas orientaciones

Las enzimas se inmovilizan sobre los soportes a través de algun tipo de interaccion
entre la superficie de la proteina y el soporte. Estas interacciones pueden aumentar
o disminuir la actividad y enantioselectividad del catalizador. Las lipasas al ser
inmovilizadas en soportes multifuncionales han logrado modificar la orientacién de

la enzima inmovilizada.
La adsorcion de las lipasas se ve favorecida sobre soportes hidrofébicos y la

orientacion del sitio activo de la enzima se ubica frente al soporte, como se puede

observar en la Figura 4.
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Figura 4. Adsorcion de lipasas sobre superficies de caracter hidrofébico

Gota de grasa
Lipasa abierta y activa

- @

Lipasa cerrada I > Soporte
e inactiva Activacion 8
Interfacial
Hidrofobina
= Zona hidrofébica S— & SOpDE

s Zona hidrofilica

Fuente: Barbosa O., Resolucién cinética de (R/S)-propanolol y (R/S)-atenolol via reacciones de

acetilacion mediante la utilizacion de lipasas inmovilizadas. Trabajo de grado para optar titulo de

Magister en quimica, Universidad Industrial de Santander, 2009.

Las lipasas por tener un bolsillo hidrofébico tienen afinidad por las superficies
hidrofobicas, que facilitan el desarrollo de métodos eficientes de inmovilizacion. Los
lipidos hacen desplazar el equilibrio hacia la conformacion abierta de las lipasas
exponiendo al medio el bolsillo hidrofébico. Estudios han demostrado que derivados
de la misma lipasa inmovilizada en el mismo soporte, variando la fuerza ionica y

detergentes, hacen cambiar su actividad especifica [4].
Las lipasas también se pueden inmovilizar covalentemente por la cadena lateral o

radical, para lo cual sélo se requiere un grupo funcional que haga o reciba un ataque

nucleofilico para formar la union covalente.
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3.2.8 Inmovilizacion sobre particulas

Las microparticulas y nanoparticulas son utilizadas en ensayos biolégicos desde
hace varias décadas atras y en otros numerosos experimentos. Los materiales que
se emplean para las particulas son de naturaleza no porosa, de forma esférica o
amorfa, también son de diferente composicion y algunos materiales tienen limites
de forma y tamafo. Las particulas de tamafio aproximado a los micrones tienden a
precipitar en condiciones normales de gravedad; cuando el tamafio de las particulas

disminuye tienden a formar verdaderas suspensiones coloidales.

Las biomoléculas se pueden inmovilizar en las nanoparticulas por el simple método
de la adsorcion, que consiste en usar fuerzas no covalentes para adsorber las
lipasas en particulas hidrofébicas. Algunas particulas contienen grupos funcionales
activos en su superficie; la cantidad de estos grupos se puede variar y la
modificacion de los grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas se
denomina funcionalizacion. Los grupos mas frecuentes sobre las particulas se

muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Grupos reactivos mas comunes sobre la superficie de las nanoparticulas

gue tienen la capacidad de acoplamiento covalente con otras funciones
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Cl é‘)
Clorometil Tosil - activado

Fuente: Greg T. Hermanson, Bioconjugate Techniques, 2 ed. USA: Elsevier. 2008. p 582-590

3.2.9 Nanotecnologia

La nanotecnologia engloba los campos de la ciencia y la técnica que estudia,
obtiene y manipula de manera controlada materiales, sustancias y dispositivos de
dimensiones muy reducidas. Entre sus numerosas aplicaciones se pueden citar el
desarrollo de energias, materiales y procesos no contaminantes, la construccion de
diminutos robots que navegan por nuestras arterias, ordenadores del tamafo de

una particula de polvo y tejidos “inteligentes” autorreparables. La ciencia de la
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miniaturizacion extrema estd impregnada de todos los sectores del desarrollo
cientifico, econémico e industrial. La nanotecnologia se basa en reconocer las
particulas con tamafios inferiores a 100 nanémetros (para contextualizar el tamafio

de una proteina humana y las nanoparticulas se muestra la Figura 6).

Figura 6. Comparacion relativa del tamafio de una particula de 10 nm y el diametro

de una proteina tipica, Albiumina Sérica Humana, cerca de 7 nm

AlbUumina Sérica

Fuente: Greg T. Hermanson, Bioconjugate Techniques, 2 ed. USA: Elsevier. 2008. p 582-590.

Con tamarios tan pequefios, las particulas adoptan nuevas propiedades y nuevos
comportamientos fisico-quimicos. Esto sucede porque las nanoparticulas tienen
tamafios menores a las particulas caracteristicas asociadas al fenémeno particular;
frecuentemente expresan una “nueva’ quimica y fisica, lo que lleva a un nuevo
comportamiento que depende del tamafio. Asi, por ejemplo, se ha observado que
la estructura electronica, conductividad, reactividad, temperatura de fusion y
propiedades mecanicas varian cuando las particulas alcanzan tamafios inferiores a
cierto valor critico. Esta tecnologia ofrece enormes potencialidades que contribuiran
a avances significativos en amplias y variadas areas tecnoldgicas, que van desde
producir materiales mas resistentes y ligeros hasta la reduccion del tiempo de
transporte de un farmaco nanoestructurado en el sistema circulatorio del cuerpo
humano. También se podran usar para el incremento de la capacidad de

almacenamiento de las cintas magnéticas, el suministro de procesadores mas
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veloces para los ordenadores, etc. Ademas, el area de investigacion de la
nanotecnologia es interdisciplinaria, cubre una amplia variedad de temas, desde la
quimica de la catdlisis de nanoparticulas hasta la fisica del laser de punto cuéntico.
Como resultado de ello, los investigadores de cualquier area en particular necesitan
investigar mas alla de su experticia para poder apreciar las implicaciones limitrofes
de la nanotecnologia; ademas de aprender como contribuir a este interesante y

novedoso campo [23].

3.2.10 Magnetita

Algunos 6xidos de hierro tienen aplicaciones interesantes para las tecnologias
actuales y futuras. Aparte de poseer propiedades adecuadas para cumplir diversas
funciones, son relativamente abundantes en la naturaleza y su obtencién en forma

sintética no es complicada.

La magnetita, de féormula FesOs4, Fe'OFe2"Os o Fe'Fe2""Os4, se conoce como
tetroxido de trihierro u 6xido ferroso férrico y su color es negro. De formula general
AB204 del grupo de la espinela (MgOAI203). Es cubica, con pardmetro ao = 8,3963
A, ferrimagnética y semiconductora. El oxigeno forma la red culbica de caras
centradas, deja 32 espacios octaédricos y 64 tetraédricos; los octaédricos estan
ocupados por Fe?*y Fe3*, y los tetraédricos por Fe**. El hierro supone el 72,4% vy el
oxigeno el 27,6% en masa. A temperatura elevada puede cambiar ligeramente
debido a que la red puede aceptar un exceso de iones trivalentes. Los iones ferrosos
y férricos de las posiciones octaédricas comparten los electrones de valencia, lo que
permite que sea un compuesto frecuentemente no estequiométrico y de elevada

conductividad eléctrica [24].
La carga y la naturaleza del material de recubrimiento determinan la estabilidad,
biodistribucién, metabolismo, farmacocinética y farmacodinamica de las

nanoparticulas. Recientemente, estas nanoparticulas magnéticas incluyen el
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etiquetado y separacién celular. Las células que expresan un ligando especifico en
cualquier estado de enfermedad podrian ser identificadas mediante el etiquetado de
nanoparticulas de 6xido de hierro con el anticuerpo. Estas células marcadas con
oxido de hierro se pueden separar por un proceso llamado magnetoféresis. Las
nanoparticulas de o6xido de hierro magnético se han utilizado también para
transfretar el ADN. Este proceso aumenta la eficiencia de los métodos de
transfeccion convencionales y disminuye la toxicidad. Finalmente, las
nanoparticulas de éxido de hierro muestran excelentes resultados en el tratamiento

del cancer por hipertermia magnética [25].

3.2.11 Nanoparticulas recubiertas

La superficie de las nanoparticulas son recubiertas con aminas primarias y
glutaraldehido para enlazar las nanoparticulas al ligando (enzima) y al mismo
tiempo elevar su reactividad frente a los mismos. Las nanoparticulas recubiertas
pueden tener aminas secundarias o terciarias presentes en su superficie, pero estas
deben ser evitadas para el acoplamiento covalente. Las aminas secundarias y
terciarias son poco reactivas comparando con las aminas primarias que tipicamente

dan mejores resultados con respecto a la union covalente con el ligando.

Los silanos son empleados para recubrir sustratos en condiciones apréticas, estas
condiciones pueden ser dadas por solventes como tolueno, tetrahidrofurano y
cloroformo que no dan ni aportan protones al medio de reaccion. Las nanoparticulas
son recubiertas con aminosilanos que aportan el grupo amino primario en la

superficie de las nanoparticulas.

3.2.12 Inmovilizacion de Enzimas

Las aminas primarias y los grupos aldehido son utilizados para una inmovilizacion

covalente, empleando un numero de rutas de reaccion (Figura 7). El acoplamiento
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es dado por el grupo carboxilo que se encuentra en el ligando (enzima) que es
atacado por el grupo amino que se encuentra en las nanoparticulas y el grupo

aldehido es atacado por los aminos que se encuentran en la enzima [3].

Figura 7. Grupos amino que pueden ser unidos empleando reacciones de

alquilacioén o acilacion, como resultado una amina secundaria o terciaria

Acoplamiento secundario
o terciario de la amina

Acoplamiento amida

R Compuestos que /U\
Y\I contienen grupos R OH

carboxilicos

o}

Compuesto iodoacetico

tonades (2 - Qv
Compuesto ester (@) ° %R
activado )I\ /D Acoplamie?to amida
R o]
o]

NaGNBH3

GNH

R
Acoplamiento secundario
o terciario de la amina

]

P

R H

Compuesto con
grupos aldehido

Fuente: Greg T. Hermanson, Bioconjugate Techniques, 2 ed. USA: Elsevier. 2008. p. 582-590
Algunas de las ventajas del uso de enzimas inmovilizadas son el aumento de la
estabilidad de la enzima, la posible reutilizacion del derivado que disminuyen los

costos del proceso, la posibilidad de disefiar un reactor enzimatico de facil manejo
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y control adaptado a la aplicacion de la enzima inmovilizada, la purificacién de los

productos y la prevencion del crecimiento microbiano [3].

Algunos de los inconvenientes del proceso de inmovilizacion son la alteracion de la
conformacion de la enzima respecto a su estado nativo, la gran heterogeneidad del
sistema enzima-soporte (donde pueden existir distintas fracciones de proteinas
inmovilizadas con un diferente nimero de uniones al soporte), la pérdida de
actividad enzimatica durante el proceso de inmovilizacién y la tendencia a aumentar

el costo del biocatalizador con respecto a la enzima nativa.
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4. METODOLOGIA

En los experimentos explicados en esta seccion se emplearon los siguientes
reactivos: lipasa de Candida antarctica B obtenida de Coldanzimas LTDA., el (3-(2-
amino-etil-amino)propil)trimetoxisilano adquirido de la marca Sigma-Aldrich, el
cloruro de hierro(ll) tetrahidratado conseguido de la marca Panreac, el cloruro de
hierro (Ill) comprado a la marca CARLO ERBA. Todos los reactivos para sintesis y

solventes fueron de grado analitico, suministrados por Sigma-Aldrich.

En la Figura 8 se expone un esquema general del procedimiento llevado a cabo en
la presente investigacion, el cual tiene tres partes fundamentales: la primera es la
sintesis de las nanoparticulas magnéticas, la segunda es la activacion de la
superficie con grupos amino y el recubrimiento de estos grupos con glutaraldehido.

Finalmente, la inmovilizacion de la enzima para evaluar su actividad y estabilidad.

Figura 8. Diagrama general de la metodologia

4 N\ A
Sintesis y caracterizacion de las Determinacién de la actividad y
nanoparticulas magnéticas estabilidad de las enzimas
\ J \\ J

| | 1 T
( N\ [ )
Sintesis de nanoparticulas recubiertas Inmovilizacion de enzimas y su
y Su caracterizacion a caracterizacion
. J \\ y,

Fuente: Autor.

4.1 SINTESIS DE LAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS
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Las nanoparticulas magnéticas se sintetizaron en una atmésfera inerte y con
agitacién constante en una plancha de calentamiento (Figura 9); el gas utilizado
para generar la atmosfera inerte fue argdn con el cual se purgoé el sistema durante
media hora y después se agregé 7 mL (1,5 mol/L) de una soluciéon acuosa de
hidroxido de sodio (NaOH) a un baldn de tres bocas. Posteriormente, para la sintesis
de las nanoparticulas (NPs) se mezclaron 7 mL (0,18 mol/L) de solucién acuosa de
cloruro de hierro 1l (FeClz) y 7 mL (0,36 mol/L) de solucién acuosa de cloruro de
hierro 11l (FeCls). Después de afadir toda la solucion acuosa de hierro, se esperé
una hora para garantizar la formacion del precipitado oscuro, correspondiente a la
magnetita (Fes0a) [26].

Figura 9. Montaje para la sintesis de las nanoparticulas magnéticas

Globo con N, / —;,Q}/i $
mi —
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Fuente: Autor.
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Al finalizar la etapa de condensacion se form6 una mezcla de magnetita y cloruro
de sodio dentro del balén de tres bocas a pH 13. Por esto se hizo precipitar la
magnetita con un iman y se retird el sobrenadante; la suspension se lavé con agua

hasta obtener pH 7 y estar seguros que no existian trazas de cloruro de sodio.

En este punto de la sintesis, a partir de la magnetita limpia se tom6 una muestra de

las nanoparticulas para hacer el analisis de DLS.

4.1.1 Estudio del efecto de la temperatura y agitacién sobre la sintesis de las

nanoparticulas magnéticas

Mediante el control de las condiciones experimentales de temperatura y agitacion
se logré controlar la cinética de la reaccion, de tal manera que se formaran cristales
de diferentes tamafios nanométricos. Para el proceso de sintesis de las
nanoparticulas se realiz6 un disefio experimental con el fin de estudiar o relacionar
el efecto de la temperatura y la agitacion sobre el tamafio de las mismas. Para ello
se llevo a cabo series de ensayos a diferentes temperaturas (25°C, 50°C, 80°C) y a
cada temperatura se hicieron tres cambios de la velocidad de agitacion (150rpm,
400rpm, 700rpm) para realizar un total de nueve experimentos [27].

4.2 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

La caracterizacion molecular de las nanoparticulas se realizé por IR-TF; la técnica
DLS se utilizé para determinar el potencial Zeta de las particulas en dispersion y el

tamafio de las nanoparticulas. La caracterizacion cristalografica se realizé por DRX.
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4.2.1 Espectroscopiainfrarroja

La caracterizacion de los compuestos por infrarrojo se llevé a cabo con el equipo
BRUKER TENSOR 27 con el accesorio ATR (Figura 10). Todos los espectros de

infrarrojo se adquirieron con este accesorio.

Figura 10. Equipo infrarrojo BRUKER TENSOR 27 con el accesorio ATR

Fuente: Autor.

4.2.2 Caracterizaciéon de tamafio por dispersion de luz dindmica (DLS)

La caracterizacion se llevé a cabo en un equipo Zetasizer Nano ZS90 que se
muestra en la Figura 11, con una celda de bajo volumen de marca Malvern. En el
andlisis se requirieron los siguientes parametros: indice de refraccion de la
magnetita igual a 1,51, indice de refraccion del dispersante polietilenglicol (PEG)
igual a 1,429, viscosidad del dispersante igual a 16,1118 cP, temperatura del
analisis de 25°C y tiempo de estabilizacion de la muestra de 120 segundos. La

calidad de los resultados en todos los analisis fue bueno (Good).
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4.2.3 Potencial zeta

Las nanoparticulas de hierro fueron analizadas por el equipo DLS (Figura 11). El
ensayo se realiz6 con 1000 pyL de una solucion acuosa que contenia 20 pL de
nanoparticulas y 20 pL de polietilenglicol. El potencial Zeta es una medida de la
magnitud de la repulsion o atraccion electrostatica o de carga entre las particulas, y
es uno de los parametros fundamentales que afectan la estabilidad. Su medicién
trae una perspectiva detallada de las causas de la dispersion, la agregacion o
floculacion, y se puede aplicar para mejorar la formulacion de dispersiones,

emulsiones y suspensiones [27].

Figura 11. Equipo de dispersion de luz dindmica Zetasizer Nano ZS90

Fuente: Autor.

4.2.4 Analisis por DRX

Preparacion y montaje de la muestra: La muestra fue pulverizada en un mortero
de agata. El espécimen seleccionado de la muestra fue montado en un porta

muestra de polimetilmetacrilato (PMMA) mediante la técnica de llenado frontal.
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Toma de datos de difraccién: Se realiz6 en un difractbmetro de polvo marca
BRUKER modelo ADVANCE con Geometria DaVinci bajo las condiciones

mostradas en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de medida de DRX en la muestra de magnetita

Parametro Datos
Voltaje 40(kV)
Corriente 30(mA)
Rendija de Divergencia 0,6mm
Rendijas Soller Primario 2.5°
Muestreo 0,01526° 20
2theta Rango de Medicion |3,5-70° 20
Radiacion CuKa1
Filtro Niquel
Detector Lineal LynxEye
Tipo de barrido A pasos
Tiempo de muestreo 0,4 segundos

Tipo de Analisis: El analisis cualitativo de las fases presentes en la muestra se
realizd mediante comparacion del perfil observado con los perfiles de difraccion
reportados en la base de datos PDF-2 del International Centre for Diffraction Data
(ICDD).

4.3 FUNCIONALIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

Se hicieron reaccionar covalentemente las nanoparticulas que poseen grupos
alcoxido en la superficie con aminosilano (APTS). De esta forma se recubri6 la
superficie de las NPs con grupos amino primario, para posteriormente activar su

superficie con glutaraldehido.
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4.3.1 Recubrimiento de las nanoparticulas con grupos amino primarios

terminales

Se adicion6 400 mg de nanoparticulas magnéticas (FesOs) anteriormente
sintetizadas, en 30 mL de solvente (etanol, diclorometano, diclorometano-agua) que
contenian 5% en volumen de (3-(2-amino-etil-amino)propil)trimetoxisilano (APTS).
Esta mezcla se agitd a una velocidad de 400 rpm en una placa de agitacion
magnética durante 12 horas, a una temperatura de 40°C y atmoésfera inerte. Las
nanoparticulas se retiraron por decantacion magnética de la mezcla de reaccién y

se hicieron lavados con etanol y agua para eliminar el APTS sin reaccionar [26].

4.3.2 Recubrimiento de las nanoparticulas con glutaraldehido

Las nanoparticulas recubiertas con grupos amino se hicieron reaccionar con una
solucion acuosa de glutaraldehido (Glu) al 10% en volumen. Para ello se agregé a
10 mg de nanoparticulas recubiertas con grupos amino 5 mL de la solucion de
glutaraldehido que se encontraba a pH 7 y se dej6 reaccionar durante 24 horas. Las
NPs se aislaron del medio por decantacion magnética y se removieron los residuos
de Glu lavando tres veces con solucion tampon de fosfato pH 7 y 25 mM. Este

soporte se utilizé inmediatamente para evitar su desactivacion [4].

4.4 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS RECUBIERTAS

Después de recubiertas las nanoparticulas con grupos amino y activadas con el Glu,
se realizd la caracterizacion molecular por IRFT-ATR. El tamafio de las

nanoparticulas se caracterizé por DLS.

4.5 INMOVILIZACION DE ENZIMAS
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Se realizé una dilucién 1/100 de la lipasa de Candida antarctica B en tampdn de
fosfato a pH 7 y se agitd hasta que la mezcla estuviera homogénea
(aproximadamente 30 min). Esta solucion fue agregada a 10 mg de NPs magnéticas
y durante seis horas se mantuvo en constante agitacion a 100 rpm. A la solucion
gue contenia las NPs y la dilucion enzimatica se le evalu6 cada hora la actividad

enzimatica de la suspension y la del sobrenadante [28].

4.5.1 Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina se determiné utilizando el método colorimétrico de
Bradford, a una longitud de onda de 595 nm. La curva de calibracién se realiz6
empleando albumina de suero bovino (fraccidon V) en buffer fosfato pH 7 y 25 mM.
La cantidad de proteina pegada al soporte se hall6 midiendo la concentracion de
proteina en el sobrenadante antes de adicionar el soporte y a las seis horas de
adicionar el soporte [29].

4.5.2 Determinacion de la actividad catalitica de la lipasa

La actividad catalitica de la lipasa en los diferentes soportes se cuantificO midiendo
la velocidad inicial de la reaccién a partir de mediciones de absorbancia a 348 nm,
producida por la formacion del p-nitrofenol (pNP) en la hidrélisis del p-
nitrofenilbutirato (pNPB) en solucién tampon de fosfato de potasio (25 mM y pH 7)
a 25 °C. En la reaccion de hidrolisis se agregaron a la celda 20 yL de solucion de
lipasa (sobrenadante o suspension) y 20 uL de p-nitrofenilbutirato con 2,5 mL de

solucion tampdn fosfato [4].

4.5.3 Inmovilizacién de la enzima sobre las nanoparticulas magnéticas

La inmovilizacién de la enzima se realiz6 empleando 10 mg de los soportes: A, By
C. Estos soportes se diferencian por el grupo funcional que tienen en la superficie

(Ver Tabla 3). Ademas, se detallan las condiciones de reaccion.
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Tabla 3. Tipos de soportes para inmovilizacion de enzimas

Tipo de Clase de derivado Cond|c_|(_)nes_ ,de
soporte Inmovilizacion
25 mM, pH 7,
A NPs + CALB 2500
B NPs + APTS + CALB 25 mz'\g;,gH 7
C NPs + APTS + Glu + 25 mM, pH 7,
CALB 25°C

4.5.4 Efecto del pH en la cinética de inmovilizacion

La inmovilizacion de la enzima se realizé a pH 8 y pH 10 en el soporte NPs-APTS-
Glu. La determinacion de la actividad se efectu6é como se indica en la seccién 4.5.2

y la inmovilizacion se llevo a cabo como se describe en la seccion 4.5.3.

4 5.5 Determinacién de la estabilidad térmica

El ensayo de estabilidad térmica se realizd para el soporte NPs-APTS-Glu-CALB.
Inicialmente el soporte se incubd en solucién tampon de fosfato a pH 7y 25 mM a
una temperatura de 50 °C. Luego se tomé una muestra de la suspension
peribdicamente para medir su actividad catalitica como se describié en la seccion
4.5.2 [30].

4.5.6 Reciclado del biocatalizador de lipasa inmovilizada

La actividad del soporte NPs-APTS-Glu-CALB se midio siete veces consecutivas
acorde al procedimiento establecido en la seccidén 5.4.2. Entre cada ciclo, se lavd
tres veces con 3 mL de soluciéon tampon y después de cada serie de lavados se
midio su actividad catalitica.
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Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y en todos los casos la

varianza fue inferior al 5%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La sintesis del biocatalizador magnético fue desarrollada en tres etapas: la primera
etapa fue la sintesis de la magnetita (seccion 5.1), la segunda etapa fue enfocada
en la activacion de la superficie de las nanoparticulas con grupos amino y
glutaraldehido (seccion 5.2). La tercera y Ultima etapa se basoé en la determinacién
de la actividad y estabilidad catalitica de los soportes (seccion 5.3).

5.1 SINTESIS DE LAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

En la sintesis de las nanoparticulas se observo que, en el instante que se mezcla la
solucion de hierro con la solucion oxidante se generé un cambio de coloracién en el
medio de reaccion, tomando un color negro caracteristico de la magnetita. También
se obtuvieron ensayos erréneos que se diferenciaron en la coloraciéon de la mezcla
al agregar la solucion de hierro, tomando un color marrén el cual indica que se formo
la maghemita, otro mineral de hierro, en lugar de la magnetita. Esto se debe a la
presencia de moléculas de oxigeno en la atmadsfera, lo provoca que la magnetita
pase a maghemita, que es un estado mas oxidado del mineral de hierro. Realizando
varios ensayos se determin6 que se logra una atmosfera totalmente inerte purgando

el sistema durante 30 min con gas de argon o nitrégeno.

En la Figura 12 se muestra los dos posibles mecanismos de formacion de la
magnetita. El proceso de olacion consiste en eliminacion de agua y formacion de
puentes hidroxo [31]. Por otra parte, en el proceso de oxolacién no existe ninguna
molécula de agua en la esfera de coordinacién de los complejos, y por lo tanto, no
existe un grupo saliente para que se lleve a cabo la condensacion. En este caso, la
condensacion tiene que proceder a través de un mecanismo asociativo de dos
pasos que conduce a la formacion de puentes oxo (oxolacién). Para estos complejos

de hierro la condensacién ocurre rapidamente debido a la reactividad de las esferas
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de coordinacion, y por lo tanto, es dificil detener el proceso para determinar las

especies que son formadas.

De manera general, la sintesis se realiza en fase acuosa para formar complejos

hexacoordinados acuo [Fe(OH2)s]** a partir de los cationes de hierro.

Figura 12. Mecanismos de condensacién de los complejos acuo

OLACION
H,O----Fe—OH <+ ~-7I’:e---OH2 — H20~-7I‘:e—OH----Fe---OH2 + H,0
OXOLACION

Fe—OH — = -—-Fe O—Fe—OH ---Fe—O——Fe— + HZO

/ /| Y Y

Fuente: Jolivet Jean-Pierre, Chaneac Corinne, Tronc Elisabeth, Iron oxide chemistry. From

molecular clusters to extended solid networks, Chem. Commun. 2004 481-487 p.

Después de obtener las NPs, éstas se lavaron inicialmente con agua y luego con
etanol absoluto. El etanol se empleé como azeotropo para retirar las posibles
moléculas de agua presentes y evitar que interaccionaran con la estructura de las
nanoparticulas, las cuales se aislaron empleando un rotoevaporador (Figura 13) y
se analizaron posteriormente por espectroscopia infrarroja. Una evidencia de la
presencia de agua en la estructura se observo en este analisis debido a la aparicion

de una banda intensa a 3300 cm™.
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Figura 13. Montaje que se emplea para secar las NPs

Fuente: Autor.

El ensayo elemental por SEM (Figura 14) revel6 que la cantidad de lavados
propuestos inicialmente eran insuficientes para retirar el cloruro de sodio presente
en la muestra, lo cual no garantizaba que la magnetita se encontrara pura. El cloruro
de sodio presente en la muestra se observo en cristales de forma cuadrada y con
un tamano aproximado de 0.5 um. El material que se observa alrededor de los
blogues son las nanoparticulas magnéticas. Debido a estos resultados se pudo

mejorar y optimizar el proceso realizando mas lavados.

55



Figura 14. Imagen por SEM de las nanoparticulas magnéticas y NaCl

HV det mag H
3.00 KV ETD 40 000 x|3.73 ym

Fuente: Laboratorio de Microscopia de la Universidad Industrial de Santander.

5.1.1 Efecto de la temperatura y agitacion en la sintesis de las nanoparticulas

El didmetro promedio de las particulas en nanémetros se determiné por dispersion
de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés). Los tamafios son reportados por
poblaciones y se pueden observar en el Anexo 1, en el cual se adjuntan dos
reportes de las sintesis de magnetita realizadas. En la Tabla 4 se exponen los

resultados de las poblaciones superiores al 98% de las sintesis variando los
parametros de temperatura y agitacion.
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Tabla 4. Tamafio del diametro de las NPs en nandmetros determinados por DLS

Temperatura rpm PLSld.| DLS PLS
nm] [d.nm] | [d. nm]

150 252 5,37 24,05

25°C 400 299 5,42 9,697
700 106 10,87 11,28

150 14,21 97,36 6,62

50°C 400 37,93 18,38 6,68
700 43,04 7,46 17,37

150 14,09 12,14 28.43

80°C 400 56,28 2,93 23,53
700 11,00 15,11 14,12

En el andlisis de los resultados se puede concluir que el tamafio de las particulas
no presenta un patron de comportamiento definido con la temperatura y la agitacion.
Después de los experimentos, se puede asegurar que el factor mas influyente en el
tamafo de las nanoparticulas es la velocidad de agregacion y la concentracion de
la solucién de hierro. La velocidad de agregacién se procurd controlar con un
embudo de agregacion, pero se requiere instrumentos de alta precision en el flujo
de la solucion de hierro para observar una correlacion y diferencias significativas en
el tamafio de las particulas. Si la agregacion no tiene suficiente precision no se
podré observar si al aumentar o disminuir la velocidad se genera un cambio en el

tamafio de la particula.
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Transmitancia, (%)

5.2 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

La formacién del mineral de magnetita se comprobd por las técnicas de
espectrometria de adsorcion infrarroja y DRX; mientras que el tamafio de particula

y el potencial Z se determiné por DLS.

5.2.1 Espectroscopia infrarroja

El espectro infrarrojo se observa en la Figura 15, donde se puede apreciar la
vibracién de mayor intensidad a 546 cm™ correspondiente al enlace Fe-O y una
sefial a 3.383 cm™ correspondiente a una cantidad minima de moléculas de agua
presentes en la muestra.

Figura 15. Espectro IR de la magnetita
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Fuente: Autor.
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5.2.2 Caracterizaciéon por dispersion de luz dinamica

Los resultados expuestos en la Tabla 4 muestran que controlando la velocidad de
agregacion se pueden tener tamafios de nanoparticulas desde 2,9 A hasta 299 A.
Las variables de temperatura y agitacion requieren gran precision para lograr la
correlacion de los tamanos, de lo contrario es ineficiente para conseguir una

correlacién tamafio-temperatura o tamafo-agitacion.

En las Figuras 16 y 17 se muestra el histograma con una distribucién por numero
de las nanoparticulas sintetizadas a 80°C y 700 rpm. En el Anexo 1 se encuentran
los reportes completos del andlisis y las condiciones donde se lograron estas
dispersiones. La Figura 16 muestra que el tamafo promedio obtenido fue de 14,12
nm de didmetro con una desviacion estdndar de 1,728 nm (estos valores

conseguidos son por namero con un Pdi igual a 0,370).

Figura 16. Histograma de diametro promedio de las NPs en nanémetros [nm] y el

% de distribucion por nimero

Size Mean Std Dev

Size Distriution by Numher d.nm ‘ Number Percent| Number Percent
5,615 0,0
i , 7,531 0.0
240,..‘ e 8,721 0,0
= 10,10 0,0
S 11,70 19,1
&: | 13,54 441
5 15,69 30,8
=l 18,17 5,9
= o 21,04 0,0
| 24,36 0,0
0 . 28,21 0,0
10 32,67 0,0
37,84 0,0
Size (d.nm) 43,82 0,0
50,75 0,0
W s 31 e gt 58,77 o
68,06 0,0

Fuente: Autor.

59



La Figura 17 muestra que el tamafio promedio logrado fue de 11,00 nm de diametro
con una desviacion estandar de 2,364 nm (estos valores obtenidos son por nimero

con un Pdi igual a 0,194).

Figura 17. Histograma de didmetro promedio de las NPs en nandémetros [nm] y el

% de distribucion por nimero

Size Mean Std Dev

Size Distribution by Nurber d.nm Number Percent Number Percent
5,615 0,0
7,531 5,9
_ 8,721 20,3
= 10,10 29,0
g 11,70 23,7
% 13,54 13,2
2 15,69 5,5
S 18,17 1,8
21,04 0,4
24,36 0,1
' 28,21 0,0
10 32,67 0,0
Sz (dn} ig:g; g:g
50,75 0,0
B Record 4 Magnetia 1 58,77 0,0
68,06 0,0

Fuente: Autor.

Se comprobd la reproducibilidad de los resultados reproducibles en la sintesis de
las nanoparticulas magnéticas al realizar diferentes mediciones durante varios dias

bajo las mismas condiciones (80 °C y 700 rpm).

5.2.3 Potencial zeta de las NPs magnéticas

El potencial zeta se emple6 para determinar la estabilidad de las NPs en medio
acuoso. En la Figura 18 se observa la grafica del potencial zeta medido para las

NPs sintetizadas de magnetita en agua destilada obteniendo una carga de 21,4 mV.
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Este resultado da un indicio de la estabilidad potencial del sistema en suspension.
Tedricamente, las particulas con potenciales zeta mas positivos que 30 mV se
consideran estables. Como el potencial zeta obtenido es pequefio y positivo, no

habra ninguna fuerza para prevenir que las particulas se junten y floculen [32].

Figura 18. Potencial zeta de las nanoparticulas de magnetita sintetizadas en agua

destilada
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Fuente: Autor.

Se realiz6 una modificacion en el procedimiento de sintesis de las NPs que consistié
en cambiar el agua destilada por agua tipo | (18.2Q). Con este cambio se consiguio
un potencial zeta de 711 mV con una desviacién de 140 mV (Anexo 2). La posible
explicacion del aumento en el potencial es porque el agua destilada tiene impurezas
que afectan la estructura cristalina de la magnetita. Usando agua tipo | las

impurezas disminuyen y durante la sintesis se forma una mejor estructura cristalina.
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5.2.4 Caracterizacion de NPs por difraccion de rayos X

El resultado del andlisis cualitativo (Figura 19) demuestra que existe un sélido con
fase cristalina de FesOa4. El perfil de difraccion de la magnetita es similar al de
maghemita [33], por esta razon es dificil distinguir el mineral con base a este analisis
Unicamente, debido a que tienen la misma estructura de espinela-inversa y son
isomorfos. Ademas, las nanoparticulas de magnetita se interconvierten a
maghemita por exposicion al medio ambiente. Con estos resultados es posible que
se obtuviera cualquiera de las dos fases posibles, por lo tanto se realizaron andlisis
de IR-FT para corroborar que el patrén de DRX medido correspondia efectivamente
a la magnetita con tarjeta nimero 010-89-0691 perteneciente a la base de datos
PDF-2. Al comparar sus espectros de IR-FT, la maghemita muestra un corrimiento
de la banda correspondiente a la vibracién Fe-O (619 cm™) hacia nimeros de onda

mayores con respecto a la magnetita (546 cm™).

Figura 19. Perfil de DRX de las nanoparticulas de magnetita

~~~~

010-89-0891 Magnelile, Sy0 e

10.0 200 0.0 400 50.0 0.0
2THETA

Fuente: Laboratorio de Difraccion de Rayos X (INF-191-12), Universidad Industrial de Santander.
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5.3 FUNCIONALIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

La activacion o funcionalizacion de las nanoparticulas magnéticas consistié en

realizar dos procedimientos antes de inmovilizar la enzima. El primero fue recubrir

las nanoparticulas con APTS y el segundo fue hacer que las nanoparticulas

aminadas reaccionaran con glutaraldehido.

5.3.1 Funcionalizacién de las NPs con grupos amino

En el recubrimiento de las nanoparticulas magnéticas, se realizaron pruebas para

determinar el efecto del medio de reaccioén en la transformacion de la superficie de

las nanoparticulas. Las pruebas consistieron en cambiar las caracteristicas del

solvente para la reaccién entre las NPs y el APTS. Los solventes utilizados fueron

etanol, diclorometano y la mezcla diclorometano-agua. El recubrimiento se

comprobo con la espectrometria de adsorcion infrarroja. EI mecanismo de reaccion

para el recubrimiento de las particulas en medio anhidro se muestra en la Figura

20.

Figura 20. Deposicion de silanos en medio anhidro
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Fuente: C. a. Schlecht and J. a. Maurer, “Functionalization of glass substrates: mechanistic insights

into the surface reaction of trialkoxysilanes,” RSC Advances, vol. 1, no. 8, p. 1446, 2011.

En esta reaccion el grupo hidroxilo se encuentra en la superficie de las
nanoparticulas, este realiza un ataque nucleofilico directo a la superficie del silicio y
el grupo etoxi sale del APTS reaccionando con el hidrdgeno que se encontraba en
la superficie de las NPs, dejando como producto de reaccién etanol. EIl mecanismo
propuesto para esta reaccion es de tipo adicion-eliminacion, que es un mecanismo
planteado para la reaccion de silanos con superficies de vidrio [34]. En el proceso
de sintesis se generd una monocapa de las nanoparticulas (NPs) durante 12 horas
a 40°C. Este método es complicado debido a que se debe tener una larga
preparacion y un riguroso control para estabilizar la mezcla y poder lograr resultados
reproducibles [35].

El recubrimiento de las nanoparticulas (NPs) también se realizd en presencia de
agua (Figura 21), esto es debido a que el organosilano posee dos clases de grupos
funcionales, un grupo amino primario que puede usarse para reaccionar con

sustratos y un grupo alcoxi que puede generar facilmente la hidrélisis del silano.

La reaccion del APTS con las NPs en presencia de agua es diferente al mostrado
en la Figura 20, debido a que se lleva a cabo en tres etapas: la primera genera la
hidrolisis del silano, la segunda es la condensacion de los grupos silanol y la tercera

es la formacion del enlace entre la magnetita y el silicio.

La hidrdlisis que experimenta el 6rganosilano es una reaccion muy rapida y el grupo
reactivo silanol es formado con facilidad; este grupo silanol puede condensarse con
otros grupos silanol recién formados, para establecer una especie muy pequefia de
trimero o dimero. La condensaciéon formada es estable y puede interaccionar con
los grupos hidroxilo presentes en la superficie de la magnetita y formar un enlace
irreversible entre el silicio y el oxigeno que se encuentra en la superficie de las

nanoparticulas [35, 36].
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Figura 21. Mecanismo de reaccion entre el APTS y la magnetita en medio acuoso

CHj
w o—/ OH
N HO NH, 4 3 HiC OH .
SN2 3H;0 BN N 2 H20+2 HN(CH,);SIOH),
o —= HO
Hsc/ Hidrolisis Condensacion
H,N H,N H,N
H,N H,N H,N
OH OH HO 0
HO o I ?H Interacciones Ssi s /O\si
Ssi sl oo + : - = /0 / o /" “OH
/o /N0 Si_ / Magnetita ] 0 H—O o
HO HG ng o de hidrogeno  HT ™ Ny BT
o—H (,)/ /O’H
Magnetita
HoN HoN H,N
2 H0 HO o
E— / (o]
F . Ssi s N
ormacion / o ~0 /> Non
del enlace
o} o H\/O;H
\ o

Magnetita

Fuente: B. Arkles, “Techniques for Silylation.” CHEMTECH, pp. 56-61, 1977.

5.4 CARACTERIZACION DE LAS NPs FUNCIONALIZADAS

La superficie de la magnetita fue recubierta con grupos amino; esta reaccion se

realizd6 en atmodsfera inerte y se comprobd con la espectrometria de adsorcién

infrarroja y DLS.

5.4.1 Espectroscopia infrarroja

La estructura de la magnetita se analiz6 por espectroscopia infrarroja observando

en el espectro (Figura 22) la modificacion con etanol a 25 °C. Las vibraciones del
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enlace del 6xido de hierro Fe-O en sitios tetraédricos y octaédricos se observan
aproximadamente a 548 cm. La modificacion de las NPs en su superficie con APTS
es confirmada por las bandas de 1049 cm™ que se asignan a las vibraciones del Si-
O; las bandas correspondientes al -CHz no se alcanzan a definir, pero se cree que
son los dos picos de muy baja intensidad cerca de los 3.000 cm?. Como
consecuencia de esto, las nanoparticulas se estarian modificando en baja
proporcion con grupos amino. Se confirma con el andlisis infrarrojo que la fase
cristalina de la magnetita se conserva después de la aminacién y al usar etanol

como solvente a temperatura ambiente.

Figura 22. Nanoparticulas recubiertas con APTS utilizando como solvente etanol a

una temperatura ambiente de 25°C

3379.18
1644.75
1049.39

548.94

80 90 100
| | |

Transmittance [%0]

70
|

60

I I I I I I I
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

66



Fuente: Autor.

Con base en el mecanismo mostrado en la Figura 20 se establece que, podemos
aumentar el rendimiento de la reaccion entre el APTS y las NPs y obtener una mayor
cantidad de grupos amino en la superficie de las NPs, mediante el calentamiento de
la mezcla de reaccién a 40 °C. El resultado del recubrimiento de las nanoparticulas

se comprobd por espectrometria infrarroja y se muestra en la Figura 23.

Las vibraciones del enlace Fe-O aparecen a 555 cm™ y la modificacion de la
superficie de las NPs con APTS es confirmada por la banda a 1.003 cm™ que se
asigna a las vibraciones del Si-O. Comparando las intensidades de las bandas de
Si-O mostradas en las Figuras 22 y 23 respectivamente, podemos afirmar que la
banda es mas intensa cuando la reaccion se lleva a 40 °C. Ahora, podemos
asegurar que en la superficie de las NPs se encuentran mas grupos amino, debido

al cambio de temperatura.
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Figura 23. Nanoparticulas recubiertas con APTS utilizando como solvente etanol a
40°C
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Fuente: Autor.

En esta investigacion se optimizé la reaccién para recubrir la superficie de las
nanoparticulas con la mayor cantidad de grupos amino, ya que al tener mas grupos
aminos disponibles en la superficie de las nanoparticulas se puede inmovilizar
mayor cantidad de proteina. Para optimizar la reaccion de las NPs con el APTS se
encontré que se requiere estudiar el efecto del solvente en el recubrimiento y el
namero de moléculas de APTS en la superficie. Con este fin se cambié el solvente
de la reaccion de etanol a diclorometano y agua al 1% v/v. En la Figura 24 se puede

observar los resultados del analisis de infrarrojo.
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Figura 24. Nanoparticulas recubiertas con APTS en un medio de reaccion que

contiene una mezcla de diclorometano y agua
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Fuente: Autor.

En este espectro se observan las bandas caracteristicas de las vibraciones del
enlace Fe-O a 554 cm y la modificacion de la superficie de las NPs con APTS es
confirmada por la banda de 905 cm™ que es asignada a las vibraciones del Si-O.
Las bandas anchas no son caracteristicas de los grupos -CHz y -NH2, pero se
atribuyen a la polimerizacion del APTS en un medio que contiene agua o a las
diversas formas estables que puede tomar el APTS al generar interacciones de

hidrogeno con moléculas vecinas de silanos o con las NPs (Figura 25).
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Figura 25. Representacion esquematica de los enlaces que se pueden formar en

superficie de las nanoparticulas
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Fuente: V. Sunkara and Y.-K. Cho, “Investigation on the mechanism of aminosilane-mediated

bonding of thermoplastics and poly(dimethylsiloxane).,” ACS applied materials & interfaces, vol. 4,
no. 12, pp. 653744, Dec. 2012.

Los enlaces mostrados en la Figura 25 solamente se pueden observar cuando son
empleados silanos que poseen un grupo amino libre y grupos alcéxido. En solucién
acuosa se hace favorable estas reacciones debido a la rapida hidrélisis del amino

silano en agua y a las temperaturas elevadas durante la reaccion [36].

En la Figura 26 se pueden distinguir las vibraciones asimétricas y simétricas del -
CH2 a 2.923 y 2.859 cm respectivamente. En la regién comprendida desde 950
hasta 1.250 cm™ se observan las vibraciones del enlace Si-O-Si y las bandas mas
intensas de este enlace a 1.231y 1.007 cm™. La banda de 1.107 cm™ se debe a los
Si-O-Si anclados en la superficie de las nanoparticulas. Esta regién del espectro
también muestra una pequefia banda de 1.189 cm debido al balanceo del -CH2 de
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los grupos etoxi que no reaccionaron (SiO-CH2-CHs). La vibracion tipo tijera del -
NH:2 se establece a 1.595 cm™ [37].

Figura 26. Infrarrojo de las nanoparticulas recubiertas con grupos amino
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Fuente: Autor.

5.4.2 Caracterizacion de las nanoparticulas por dispersién de luz dinamica

La Figura 27 muestra que el tamafio obtenido fue de 31,13 nm de diametro con una
desviacion estandar de 8,996 nm. Los resultados obtenidos se expresan en

distribucion por numero con un Pdi igual a 0,446.
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Figura 27. Histograma del tamafio promedio de las NPs recubiertas en nm y el %

de distribucion por nimero
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Fuente: Autor.

Este resultado demuestra que las nanoparticulas aumentan su tamafio en 17 nm
(120%) de diametro cuando son recubiertas con los grupos amino. El aumento del
tamafio es debido a la capa de APTS que recubre las nanoparticulas; otro factor a

considerar es la agregacion que puede ocurrir durante las doce horas de reaccion.

5.4.3 Funcionalizacién de las NPs aminadas con glutaraldehido

El mecanismo de hidratacion del glutaraldehido (Figura 28) consta de tres pasos:
el primero y el Ultimo son transferencias rapidas de proton entre oxigenos y el
segundo es una adicion nucleofilica. Inicialmente, el catalizador acido activa al
grupo carbonilo para recibir el ataque nucleofilico de una molécula de agua. La
protonacion del oxigeno hace que el carbono carbonilico del glutaraldehido sea

mucho mas electrofilico. Luego se da la adicion nucleofilica del agua al acido
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conjugado del aldehido para formar el &cido conjugado del diol geminal y finalmente,
en una etapa rapida, ocurre la transferencia del protén del acido conjugado del diol

geminal a una molécula de agua.

Figura 28. Hidratacion del glutaraldehido en medio acido
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Fuente: F. A. Carey, “ALDEHIDOS Y CETONAS: ADICION NUCLEOFILICA AL GRUPO
CARBONILO,” in in Quimica organica, Sexta edic., Mexico: McGraw-Hill Interamericana, 2006, pp.
712-750.

La estructura del glutaraldehido en solucion acuosa ha sido objeto de debate, mas
qgue cualquier otro reactivo de reticulacién ya que puede existir en su forma mas
simple, pero también como un dialdehido monomérico o como un dimero, trimero

y/o como un polimero. Debido a esto, se planteé una posible estructura del Glu, ya
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gue no se puede asegurar con certeza la conformacién adoptada bajo el mecanismo
empleado. Por lo tanto, la eficacia de la inmovilizacion con glutaraldehido y las
controversias entorno a su comportamiento quimico podrian ser racionalizadas con

la multiplicidad de sus estructuras, que dependen de las condiciones de la solucién.

A partir de la transformacién del glutaraldehido hidratado se formé el hemiacetal
como producto de la adicion nucleofilica del alcohol al aldehido. En la Figura 29 se
observa que la primera etapa del mecanismo de reaccién se caracteriza por la
adicion nucleofilica al grupo carbonilo catalizada por acido y el oxigeno del alcohol
ataca al grupo carbonilo para formar el hemiacetal. Este hemiacetal reacciona con

el amino primario que se encuentra en la superficie de las nanoparticulas [38].

Figura 29. Formacion del hemiacetal a partir del acido conjugado del diol geminal
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Fuente: F. A. Carey, “ALDEHIDOS Y CETONAS: ADICION NUCLEOFILICA AL GRUPO

CARBONILO,” in in Quimica organica, Sexta edic., Mexico: McGraw-Hill Interamericana, 2006, pp.
712-750.
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Una vez obtenido el hemiacetal, se hizo reaccionar con las nanoparticulas
recubiertas con grupos amino (Figura 30). En la primera parte se muestra el
equilibrio conformacional del glutaraldehido en solucién acuosa, donde consta de la
forma ciclica y la forma abierta [39]. La reaccion comienza cuando el grupo amino
realiza el ataque nucleofilico al carbono electro-deficiente del glutaraldehido que
presenta la conformacion abierta, a su vez el grupo amino dona su par de electrones
libres para formar el enlace nitrdgeno-carbono y el oxigeno recibe el par de
electrones del enlace doble, adquiriendo una carga negativa. El oxigeno cargado
negativamente ataca el carbono electrodeficiente que se encuentra en el extremo
del glutaraldehido generando la forma ciclica del dialdehido. Cuando adquiere la
forma ciclica el oxigeno recibe el par de electrones y adquiere una carga negativa

que es neutralizada por el trasporte de protones desde el nitrégeno al oxigeno.
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Figura 30. Mecanismo propuesto de recubrimiento de nanoparticulas con grupos

amino y su activacion con glutaraldehido
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Otro posible producto de la reaccién entre las nanoparticulas aminadas y el
glutaraldehido es la formacion de una base de Schiff o imina. Se llevo a cabo la
reaccion a pH neutro entre las NPs aminadas con el Glu y después se realizé una
reduccion con borohidruro de sodio para comprobar por espectrometria infrarroja si

habia formacién de la imina.

La Figura 31 demuestra que no hay bandas que indiquen la formacién de la imina
en las nanoparticulas después de la reduccion con borohidruro. Por lo tanto, se

descart6 este posible mecanismo de reaccion.
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Figura 31. Nanoparticulas aminadas y reducidas con borohidruro

[Te} [e2] feXe)) N~ ~ [o0] o8]
o < N o no oA © @
N 4o N~ (oY=} © 0 < ~ o]
- © L0 0 [92] o~ N ~
(o] b 0 © < ™ (=} [Ie}
™ ™ NN — — —
(=}
o -
—
g
Q
e 8-
8
E
7]
c
©
[
Q |
©
Q
<
T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1

Fuente: Autor.

5.5 INMOVILIZACION DE ENZIMAS

5.5.1 Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina fue determinada por el método de Bradford en un
rango de 0,01 mg/mL a 0,1 mg/mL (Anexo 3). La carga de proteina en el soporte
se muestra en la Figura 32.
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Figura 32. Cuantificacidon de proteina inmovilizada al soporte
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Fuente: Autor.

Se determind la carga de proteina en el soporte de NPs-APTS-Glu y se comprobd
que se adhirieron 45 mg de proteina por gramo de soporte. La carga del soporte se
compard con el trabajo realizado por Marciello et al., (2012), siendo nuestros

resultados mejores que los reportados por estos autores.

5.5.2 Determinacion de la actividad enzimatica

En la Figura 33 se aprecia la velocidad de reaccion de la CALB con p-NPB con

diferentes disoluciones del extracto crudo, a pH 7 y temperatura ambiente.

Las velocidades de reaccion varian con la temperatura y la concentracién de los
reactivos. Por esta razbn, para una reaccion independiente de la cantidad de
sustrato se requiere una tendencia lineal y las diluciones 1/20 y 1/100 son las que
presentaron esta caracteristica. Por lo tanto, para todos los experimentos donde se

empled la enzima se trabajo con la dilucion 1/100 para asegurar que la velocidad de
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reaccion no dependa de la concentracién de sustrato. La pendiente corresponde a
la velocidad de reaccion, obteniendo para la dilucion 1/100, un valor igual a 0,203
MM/s.

Figura 33. Velocidad de reaccion de la CALB en diferentes concentraciones
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5.5.3 Inmovilizacion de enzima en los diferentes soportes

El proceso de inmovilizacion se llevé a cabo en los tres soportes utilizados durante
seis horas de reaccion, después de este periodo de tiempo no se obtuvieron

resultados relevantes en la cinética de inmovilizacion.

5.5.3.1 Inmovilizacién en nanoparticulas magnéticas
El primer soporte empleado para inmovilizar la CALB a pH 7 y temperatura ambiente

fue la magnetita y su cinética de inmovilizacion se muestra en la Figura 34. Aqui se
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observa que durante la primera hora de inmovilizacién el sobrenadante pierde
aproximadamente el 30% de su activad, y esta actividad perdida es adquirida por el
soporte. La actividad del sobrenadante se mantiene casi constante durante las
siguientes cinco horas esto nos indica que la proteina se peg6 rapidamente durante

la primera hora a las nanoparticulas.

Figura 34. Cinética de inmovilizacién de la CALB en nanoparticulas de magnetita
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Fuente: Autor.

La proteina pegada en la cinética de inmovilizacion con nanoparticulas sin recubrir
es de 24,85 mg/g de soporte de magnetita. Debemos resaltar que la inmovilizacién
se llevé a cabo sobre un soporte de magnetita que posee caracteristicas hidréfilas
y la enzima no puede ser adsorbida por el soporte por interaccion hidrofébica [41].
Ademas, debido a que el medio de reaccion presenta baja fuerza idnica y pH neutro,
la interaccion enzima-soporte es de naturaleza iénica. En la Figura 35 se muestra

un modelo de la estructura de la superficie de la enzima con los aminoacidos que
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se encuentran cargados negativamente; estos aminoacidos se ionizan dependiendo

de las condiciones de pH.

Figura 35. Estructura superficial de la CALB, en rojo los &cidos asparticos y

glutamicos que se encuentran en la superficie

Fuente: Protein Data Bank (PDB-1TCA); The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4
Schradinger, LLC.

La enzima de CALB se puede encontrar con cargas negativas en la superficie a pH
7, debido a los residuos (15) de acido aspartico (pKa 3.9) y &cido glutamico (pKa
4.1) que pierden su proton a pH neutro. Estas cargas negativas en la superficie de
la enzima se encuentran interaccionando con las nanoparticulas que estan

cargadas positivamente [42].

El intercambio i6nico produce una pérdida de actividad alrededor del 35%. Por lo
tanto, la inmovilizacion a baja fuerza iénica parece proceder primero a través de un
intercambio i6nico de la proteina con la superficie de las nanoparticulas, seguido

por una posible union covalente entre la enzima y el soporte [43].
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5.5.3.2 Inmovilizacion de CALB en nanoparticulas magnéticas activadas con
grupos amino.

El segundo soporte empleado para inmovilizar la CALB a pH 7 y temperatura
ambiente fue la magnetita activada con grupos amino; la cinética de inmovilizacién
con este soporte se muestra en la Figura 36. En esta figura se observa que durante
la primera hora de inmovilizacidn el sobrenadante perdié aproximadamente el 40%
de su activad, y esta actividad es adquirida luego por el mismo soporte. La actividad
del sobrenadante se mantuvo constante durante las siguientes cinco horas, esto
indic6 que la proteina se pegé rapidamente durante la primera hora a las

nanoparticulas.

Figura 36. Cinética de inmovilizacion de CALB en soportes activados con grupos

aminos
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La proteina pegada sobre las NPs recubiertas con grupos aminos durante el
proceso de inmovilizacion fue de 27,75 mg/g de soporte; aqui debemos resaltar que
la inmovilizacién se llevo a cabo sobre un soporte de magnetita aminada que posee
caracteristicas menos hidréfilas que la magnetita sin recubrir, evitando que la
enzima pueda ser adsorbida en el soporte por interaccion hidrofobica [41]. Ademas,
el medio de reaccion presentoé baja fuerza iénica y pH neutro al igual que la primera
inmovilizacion, por lo tanto, también se estimula la interaccion ionica enzima-
soporte. Esta interaccibn se realiza por los aminoacidos que se encuentran
cargados negativamente (Figura 35) y los grupos amino que se encuentran
cargados positivamente en la superficie de las NPs. Se observé también que a las
seis (6) horas de inmovilizacion la enzima puede comenzar un proceso de
estabilizacion covalente debido al pequefio aumento de actividad que presenté la
suspension [43]. Se obtuvo que el proceso de inmovilizacién con grupos amino en
la superficie de las NPs es mas eficiente, debido a que el grupo amino se encuentra
libre y movil en la superficie de las nanoparticulas, llegando a espacios poco

profundos cargados negativamente que se encuentra en la superficie de la enzima.

5.5.3.3 Inmovilizacion de CALB en NPs magnéticas recubiertas con grupos
amino y activadas con Glu.
El tercer soporte empleado para inmovilizar la CALB a temperatura ambiente y pH

7 fue magnetita recubierta con grupos amino (APTS) y activada con glutaraldehido
(Glu). La cinética de inmovilizacion se muestra en la Figura 37. En esta cinética se
observé que durante la primera hora de inmovilizacién el sobrenadante pierde
aproximadamente el 80% de su actividad, lo cual indica que la enzima se adsorbe
en el soporte de magnetita casi en su totalidad bajo las condiciones de
inmovilizacibn empleadas. La actividad del sobrenadante se mantuvo constante
durante las siguientes cinco horas, esto nos indicé que la proteina se pegd
rapidamente durante la primera hora a las nanoparticulas y debido al glutaraldehido
presente en la superficie de estas, la enzima logra estabilizarse, consiguiendo

aumentar su actividad hasta en un 130% comparada con la actividad inicial.
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Figura 37. Cinética de inmovilizacién de CALB en magnetita recubierta con grupos

amino y activada con glutaraldehido
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Este soporte puede ser considerado como soporte heterofuncional que contiene
grupos -OH, -NH: y glutaraldehido en su superficie. Por lo tanto, la inmovilizacién a
baja fuerza i6nica parece proceder primero a través de un intercambio i6nico de la
proteina en los grupos amino del soporte, seguido por la union covalente entre la
enzima adsorbida y el glutaraldehido. Sin embargo, la estabilizacion de la enzima
fue mejorando con el tiempo y ese incremento se le atribuye al glutaraldehido. El
glutaraldehido reacciona facilmente con los nucledfilos de la enzima después del
intercambio i6nico, generando resultados prometedores en la inmovilizacion de
enzimas [43]. También, esta mejora en la actividad puede ocurrir por una activacion
interfacial de la lipasa en la capa bastante hidréfoba de las moléculas de

glutaraldehido y esta se presenta después del intercambio idnico con el soporte [44].

La proteina pegada en la cinética de inmovilizacion fue de 47,10 mg/g de soporte;

debemos resaltar que la inmovilizacion se llevé a cabo sobre un soporte de
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magnetita que posee caracteristicas hidréfilas y la enzima no puede ser adsorbida
por el soporte por este tipo de interaccion [41]. Ademas, debido a que el medio de
reaccion presenta baja fuerza idnica y pH neutro, se favorece la interaccion ionica

enzima-soporte.

5.5.4 Efecto del pH en el proceso de inmovilizacién

En este estudio se evalu6 el efecto del pH en la inmovilizacion de CALB a 25°C
(Figura 38y 39); el soporte empleado fue magnetita recubierta con APTS y activada

con Glu.

Figura 38. Inmovilizacion de CALB en Nanoparticulas de magnetita activadas con

glutaraldehido
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Aqui se muestran los resultados obtenidos en el proceso de inmovilizacién de la

CALB a dos valores diferentes de pH, 8 y 10, respectivamente. Se observo que a
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valores de pH 8 se obtiene un resultado similar al obtenido a pH 7 (Figura 37),

alcanzando aproximadamente la misma actividad enzimatica.

Figura 39. Inmovilizacion de CALB en Nanoparticulas de magnetita activadas con

glutaraldehido
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Los resultados obtenidos sugieren que el proceso de inmovilizacion sobre soportes
de magnetita recubiertos con grupos amino y activados con glutaraldehido es
dependiente del pH en el cual se encuentre. La baja reactividad del glutaraldehido
a pH 10 favorece el proceso de inmovilizacidén por interacciones idnicas parecido a
la interaccion entre la enzima y las nanoparticulas de magnetita sin recubrir. Se
establecio que a pH 10 el soporte con glutaraldehido pierde su reactividad y la

cinética de inmovilizacion es similar a la mostrada en la Figura 34.

Cuando la inmovilizacion se lleva a pH 10, ocasiona que los residuos de lisina
presentes en la superficie de la enzima se encuentren desprotonados y puedan

atacar como nucledfilos al aldehido presente en la superficie de las nanoparticulas,
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favoreciendo una inmovilizacion covalente, pero debido a la inactivacion del

glutaraldehido este proceso de inmovilizacién se hace menos eficiente [4].

5.5.5 Estabilidad térmica del soporte activado con glutaraldehido

La determinacion de la tasa de inmovilizacion, el rendimiento y la actividad
expresada no es suficiente para seleccionar un protocolo éptimo de inmovilizacion.
La estabilidad de las preparaciones finales es otra variable critica para ser

considerado. En la Figura 40 se muestra la estabilidad del soporte a 50°C y pH 7.

Figura 40. Estabilidad térmica de la CALB inmovilizada en NPS recubierta con Glu
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Fuente: Autor.

En el caso de la CALB inmovilizada en NPs activadas con glutaraldehido, dio lugar
a un soporte que estabiliza significativamente a la enzima en comparacién con la
enzima soluble. Se mantuvo aproximadamente un 80% de la actividad inicial

durante seis horas, en comparacion con un soporte de agarosa cubierto con
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glutaraldehido, el cual transcurridas 2 horas conserva una actividad del 60% y a las
6 horas del 50%, por lo tanto la actividad que mantiene el soporte de NPs-APTS-

Glu-CALB es significativamente 5 veces mas estable a las seis horas.

5.5.6 Reciclado del soporte de magnetita

Las nanoparticulas fueron separadas del medio de reaccién por un iman y luego

fueron lavadas tres veces antes de medir su actividad residual (Figura 41).

Figura 41. Efecto de la reutilizacion de la enzima inmovilizada
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En cada ciclo de lavado realizado se perdi6 una cantidad minima de NPs. La
actividad de la CALB inmovilizada se retuvo cerca del 70% de la actividad inicial y
no muestra una disminucién dramatica de la actividad durante ocho ciclos de lavado.

Esta excelente reutilizacion podria ser debido a la mejora de la resistencia a la
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desnaturalizaciéon y cambios conformacionales causados por las condiciones del
medio de reaccién. Por lo tanto, se logré6 generar un biocatalizador con

caracteristicas reutilizables como resultado de una posible inmovilizacion covalente.
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6. CONCLUSIONES

Se obtuvieron nanoparticulas de magnetita empleando el método de
co-precipitacion a pH basico.

Se evalud el efecto de la agitacion y temperatura sobre el tamafio de las
nanoparticulas, y se comprob6é que el tamafio de estas nanoestructuras es
controlado convenientemente en una region de 2 nm a 300 nm de diametro

cambiando la temperatura y la agitacion durante la sintesis.

La modificacidon de la superficie con APTS se comprobo con los analisis de IRFT-
ATR, demostrandose que fue posible aminar las nanoparticulas y el mejor

resultado obtenido fue con diclorometano a 40 °C.

La modificacidn de la superficie de las nanoparticulas magnéticas se llevé a cabo
con APTS y Glu. Este soporte fue adecuado para la inmovilizacion de CALB por
interacciones idnicas con el soporte aminado y sin aminar. A su vez, se pudo
inmovilizar la enzima mediante enlace covalente sobre las nanoparticulas

magnéticas activadas con glutaraldehido.

En la superficie de las nanoparticulas magnéticas se inmovilizaron 24,85 mg de
proteina/g de NPs sin aminar, mientras que en la superficie de las nanoparticulas
aminadas se inmovilizaron 27,75 mg de proteina/g de soporte. En las
nanoparticulas aminadas y activadas con glutaraldehido se inmovilizaron 47,10

mg de proteina/g de soporte.
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La enzima inmovilizada en soportes recubiertos con APTS y Glu conservo su
actividad, en un rango mas amplio de pH y temperatura, comparando con la

enzima en su forma nativa.

Las enzimas después de la inmovilizacion en superficies activadas con
glutaraldehido mantienen su actividad y estabilidad a 50 °C, siendo mas estables
gue la enzima soluble. Finalmente, el nanobiocatalizador puede ser reciclado, lo
cual se verific6 mediante la medicion de su actividad durante ocho ciclos de

lavado.
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7. RECOMENDACIONES

Determinar la relacién del tamafio de particula con la concentracién de hierro y

determinar su tamafio por microscopia de transmision electronica.

Emplear el biocatalizador en un proceso industrial de hidrolisis, como una

suspension de leche, zumo, alguna sintesis de polimeros o similar.

Llevar a cabo estudios de inmovilizacion covalente con otras lipasas microbianas de

diferentes fuentes de microorganismos.

Usar otros grupos de activacion diferentes al glutaraldehido, tales como epéxidos,

ciandgenos, tioles, ésteres, etc.
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Anexo A. Reportes de tamafio en la caracterizacién de las NPs

Size Distribution Report by Number
v22

LA
Malvern

Sample Details

Sample Name:
SOP Name:

General Notes:

Magnetita 1
mansettings.nano
960 uL H20 + 20 UL PEG + 20 uL NPs

File Name: NPS solas.dts Dispersant Name: Ethylene Glycol
Record Number: 4 DispersantRI: 1,429
Material RI: 1,51 Viscosity (cP): 16,1118
Material Absorbtion: 0,000 Measurement Date and Time: martes, 16 de julio de 2013 0...
System
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 2703 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Low volume disposable siz... Attenuator: 9
Results
Size (d.nm): % Number: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 13,77 Peak 1: 11,00 100,0 2,364
Pdl: 0,194 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,941 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good

Number (Percent)

Size Distribution by Mumber

10
Size {d.nm}

B Record 4 Magnetita 1

Malvemn Instruments Ld
wun.malvern.com

Zetasizer Ver. 6.20
Serial Mumber: MAL1057288
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Recard Number: 4
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Size Distribution Report by Number
v22

V.
Malvern

Sample Details

Sample Name:
SOP Name:

General Notes:

NPs de magnetita 3

mansettings.nano
20Ul PEG + 20Ul NPs + 960 ul H2O

File Name: Magnetite 26 de junic.cts Dispersant Name: Ethylene Glycol
Record Number: 3 Dispersant RI: 1,429
Material RI: 1,51 Viscosity (cP): 16,1118
Material Absorbtion: 0,000 Measurement Date and Time: jueves, 27 de junio de 2013 ...
System
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 399,0 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Low volume disposable siz... Attenuator: 10
Results
Size (d.nm): % Number: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 68,62 Peak 1: 68,51 01 12,22
Pdl: 0,370 Peak 2: 14,12 99,9 1,728
Intercept: 0,922 Peak 3: 0,000 00 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Number
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Anexo B. Reporte de Potencial Zeta

Zeta Potential Report

V2.3

Makern Instrurments Ltd - @ Copyright 2008

LA
Malvern

Sample Details
Sample Name:

SOP Name:
General Notes:

NPs de magnetita 1
mansettings.nano

20UlPEG + 20Ul NPs + 960 ul H20

File Name: Magnetite 26 de junio.dts Dispersant Name: Ethylene Glycol
Record Number: 7 Dispersant Rl: 1,429
Date and Time: jueves, 27 de junio de 2013 03:18... Viscosity (cP): 16,1118
Dispersant Dielectric Constant: 37,7
System
Temperature (°C): 25,0 Zeta Runs: 49
Count Rate (kcps): 188,0 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 7
Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mv): 711 Peak 1: 0,00 0,0 0,00
Zeta Deviation (mV): 140 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSfcm): 0,141 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
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E :
= .
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Zetasizer Ver. 6.20
Serial Mumber: MAL1057286
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Anexo C. Curva de calibracion para la cuantificacién de proteina

Cuantificacién de proteina empleando el método de

Bradford
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-9
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