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RESUMEN

TITULO*
PREPARACION DE AGREGADOS ENTRECRUZADOS DE PEROXIDASA DE PALMA REAL
(Roystonea regia) USANDO ALBUMINA DE SUERO BOVINO COMO FUENTE PROTEICA

Rueda Arango Nazzoly, Torres Saez Rodrigo .

Palabras claves: enzimas, peroxidasas, albumina de suero bovino (BSA), agregados entrecruzados

(CLEAs), glutaraldehido, disefio experimental.

Las enzimas pueden catalizar diferentes procesos de biotransformacion. Un grupo de ellas,
pertenecientes al grupo de las oxido-reductasas, entre las cuales se encuentra la peroxidasa de
palma real (Roystonea regia), presentan un gran potencial en el tratamiento de efluentes y suelos
contaminados. La adicion de albumina de suero bovino (BSA) como fuente de proteina, facilita la
obtencién de agregados entrecruzados enzimaticos (CLEAs) en casos donde la concentracion de

proteina en la solucidon enzimatica es baja para obtener agregados.

En este proyecto se efectud un estudio de la inmovilizacion de proteinas de la peroxidasa de palma
real (RPP), usando como fuente de proteina albumina de suero bovino (BSA), a través del
entrecruzamiento proteico llevado a cabo con glutaraldehido, para la formacién de los CLEAs,
evaluandose el efecto causado por el etanol como agente precipitante, la concentracién de BSA y
de glutaraldehido mediante un disefio experimental. Posteriormente se determind su estabilidad

térmica y su comportamiento en solventes organicos en comparacién a la enzima soluble.

Los agregados entrecruzados de la RPP, mostraron un incremento significativo en su actividad
especifica, estabilidad térmica y estabilidad en solventes organicos en comparacién con la enzima
soluble. Se determiné que para una concentraciéon de albumina de 1 mg/mL, una concentracion de
etanol del 70% (v/v) y de glutaraldehido del 2% (p/v), los agregados entrecruzados elaborados

usando como fuente de proteina BSA presentaron una actividad especifica de 752,5 U/mg.

*Trabajo de Grado
" Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: Rodrigo Torres Saez. Ph.D. en Quimica.



ABSTRACT

TITLE*
PREPARATION OF CROSSLINKED AGGREGATES PEROXIDASES OF ROYAL PALM
(Roystonea Regia) BY USING BOVINE SERUM ALBUMIN AS A PROTEIC FEEDER'.

Rueda Arango Nazzoly, Torres Saez Rodrigo .

Keywords: enzymes, peroxidases, bovine serum albumin (BSA), cross-linked aggregates (CLEAs),

glutaraldehyde, experimental design.

Enzymes can catalyze different biotransformation processes. A group of them, belonging to the
oxide-reductase group, within which there is the Royal Palm peroxydases (Roystonea regia), show
a great potential in the treatment of effluents y polluted areas. Addition of bovine serum albumin
(BSA) as a proteic feeder facilitates obtaining cross-linked enzyme aggregates (CLEAS) in cases

where the protein concentration in the enzyme solution es low of required to obtain aggregates.

A study of protein immobilization of the peroxydases of Royal Palm (RPP) was effected, by using
bovine serum albumin (BSA), through proteic cross-linking with glutaraldehyde, to the formation of
CLEAs, by evaluating the effect caused by ethanol as aggregation agent, the concentration of BSA
and glutaraldehyde through an experimental design. Its thermal stability and behavior in organic

media was determined in comparison to the soluble enzyme.

The cross-linked aggregates of RPP, showed a significant increase in its specific activity, thermal
stability and stability in organic media in comparison to the soluble enzyme. It was determined that
for a 1 mg/mL albumin, 70%(v/v) ethanol and a 2% (p/v) glutharaldehyde concentration, the cross-

linked aggregates by using BSA as proteic feeder showed an specific activity of 752,5 U/.

" Degree of Project.
" Faculty of Science, School of Chemistry, Director: Rodrigo Torres Saez. Ph.D. on Chemistry.



INTRODUCCION

Durante los ultimos afos, el empleo de biocatalizadores en sintesis organica se ha
convertido en una alternativa muy atractiva respecto a los métodos quimicos
convencionales. En efecto, las enzimas presentan a menudo una alta quimio-,
regio-, y enantioselectividad que las convierte en valiosos catalizadores en el
campo de la quimica fina. Ademas, las reacciones catalizadas por enzimas
normalmente se llevan a cabo en condiciones suaves, tales como temperatura
ambiente y pH neutro. Inclusive, los procesos biocataliticos son menos peligrosos,
poco contaminantes y consumen menos energia que las metodologias quimicas

convencionales.

A pesar del gran campo de aplicacion de las enzimas, su implantacion como
catalizadores en procesos quimicos a gran escala se ha visto condicionada por el
dificil control de los procesos de catalisis homogénea, el alto costo del extracto
enzimatico, la pérdida de actividad durante las reacciones, la contaminacién del
producto final por la presencia del catalizador en solucion, la dificultad de su
eliminacién de la mezcla de reaccién y la imposibilidad de su reutilizacién. Todos
estos inconvenientes son debidos a que se trabaja con catalizadores labiles y

solubles en el medio de reaccion.

Como respuesta a estos problemas, en los afios 60 comienzan a desarrollarse las
técnicas de inmovilizacién de enzimas. El confinamiento o localizacion de las
moléculas de enzima en un cierto espacio definido y limitado de forma que
retengan su actividad catalitica y que permitan su uso repetido, se recoge bajo el
nombre de técnicas de inmovilizacion; entre las cuales se encuentran el

atrapamiento, adsorcion, encapsulacion y entrecruzamiento, que aportan una



solucién para la recuperacion de las enzimas y su posterior reutilizacion pero no al

problema de la estabilizacion.

Por tanto, el tremendo potencial de las enzimas como catalizadores esta
ampliamente reconocido. Sin embargo, cuando su empleo se restringe a su medio
natural acuoso, su utilidad y alcance esta limitado por una serie de
consideraciones. La mayoria de los compuestos organicos son insolubles en agua,
y en ella pueden tener lugar reacciones colaterales no deseadas (hidrdlisis,
racemizaciones, etc.). Ademas, el equilibrio termodinamico de muchos procesos

es desfavorable en agua, y la recuperacion de los productos no es trivial.

En principio, muchos de estos problemas se resuelven usando solventes
organicos en lugar de agua como medio de reaccién. A primera vista tal
sustitucion pareceria imposible debido a la idea convencional de que las enzimas
se desnaturalizan en solventes organicos. Sin embargo, esta nocion viene de
examinar a las enzimas en mezclas de agua con solventes organicos y no en
solventes organicos puros. En realidad, en ausencia de agua, que actua como
lubricante molecular, las enzimas son muy rigidas. Por tanto, aunque en mezclas
de agua con disolventes organicos las proteinas tienen tendencia a
desnaturalizarse y poseen suficiente flexibilidad conformacional para hacerlo, en
disolventes organicos “secos” su tendencia a desnaturalizar debiera ser mayor,
pero la flexibilidad necesaria para hacerlo esta ausente. Como consecuencia, la
conformacién nativa de las enzimas se retiene en gran medida en solventes
organicos puros y muchas enzimas son capaces de catalizar reacciones en

medios no acuosos.

Esto pone de manifiesto la dificultad de encontrar condiciones 6ptimas para la
biocatalisis en solventes organicos miscibles y la necesidad de una mejor
comprensién de los mecanismos de expresion de actividad y estabilidad del

catalizador enzimatico en estos sistemas. Por estas razones, entre otras, este



trabajo presenta una serie de resultados de un estudio realizado sobre la
peroxidasa de palma real (Roystonea regia), que incluye: su inmovilizacién usando
como fuente de proteina la albumina de suero bovino (BSA) a través del
entrecruzamiento proteico, para la obtencion de agregados entrecruzados de
enzima; la evaluacion de la estabilidad térmica de dichos agregados, y finalmente
la determinacion de la actividad enzimatica en solventes organicos, siendo estas
dos ultimas, comparadas con los resultados obtenidos sobre la enzima soluble en

cada uno de los procesos.



1. MARCO DE REFERENCIA

1.1 MARCO DE ANTECEDENTES

Durante el ultimo tiempo, se ha investigado con gran intensidad el potencial del

entrecruzamiento de agregados enzimaticos para la inmovilizacion de enzimas.

La técnica de entrecruzamiento de proteinas via la reaccion de bis-aldehidos (por
ej. Glutaraldehido) con residuos amino reactivos sobre la superficie de la proteina
fue desarrollada inicialmente en 1960 por Dossier y Richards. Sin embargo, este
método de entrecruzamiento, presentd severos inconvenientes, tales como una
baja retencion de la actividad catalitica, pobre reproducibilidad, baja estabilidad y

dificultad en el manejo [1].

En el ano 2000, Lingiu Cao y colaboradores [2] desarrollaron una técnica efectiva
de insolubilizacion, que permitié incrementar la estabilidad operacional de las
enzimas facilitando su recuperacion y re-uso. Cao y col. inmovilizaron la enzima
penicilina acilasa a través del entrecruzamiento con glutaraldehido de agregados
fisicos de la enzima formados por la adicién de un agente precipitante, generando
una forma insoluble de agregados entrecruzados de la enzima (CLEA). Estos
agregados entrecruzados de la penicilina acilasa, catalizaron la sintesis de
ampicilina en un amplio rango de solventes organicos, manteniendo su actividad

catalitica intacta.

Posteriormente, en el ano 2001, Cao y col. [3], reportaron la inmovilizacién de la
penicilina G Acilasa a través del entrecruzamiento de agregados fisicos de la
enzima con glutaraldehido. Ellos mostraron que la adicion de agentes
precipitantes, tales como (NH4),SO,4, polietilenglicol o butanol, ocasionaba la

agregacion de la proteina. El efecto del agente precipitante fue evaluado



determinandose que los agregados elaborados con butanol presentaban mejores
actividades en comparacion con los agregados elaborados con polietilenglicol y
(NH4)2S0O4. Los agregados entrecruzados de la penicilina-G-acilasa elaborados
con butanol fueron utilizados como catalizadores en la sintesis de antibidticos [3-
lactamicos mostrando actividades cataliticas superiores tanto en medio acuoso
como en fase organica, en comparacion con la penicilina-G-acilasa inmovilizada y

disponible comercialmente.

En el 2002, Lépez-Serrano, Cao y Van Rantwijk [4], precipitaron las lipasas de
Thermomyces lanuginosus y Rhizomucor miehei con (NH4),SO,4 en presencia de
triton X-100 como surfactante, con un posterior entrecruzamiento con
glutaraldehido. La actividad catalitica de los CLEA elaborados fue evaluada en la
hidrdlisis del sustrato p-nitrofenil propionato. Los agregados entrecruzados de las
lipasas mostraron actividades similares a la enzima soluble, e incluso en algunos

casos actividades superiores.

Moira y Van Rantwijk [5], en el 2003, elaboraron agregados entrecruzados de
aminoacilasa de Aspergillus melleus, para la determinacion de la actividad de
amindlisis y alcohdlisis de sustratos quirales. Los agregados entrecruzados de
aminoacilasa fueron elaborados utilizando como agente precipitante dimetil éter y
glutaraldehido como agente entrecruzante. Los CLEAs elaborados mostraron
actividades superiores en comparacion con la enzima soluble en las reacciones de

amindlisis y alcohdlisis en las que fueron utilizados como biocatalizadores.

En el 2004, Schoevaart, Sheldon y col. [1], demostraron la gran aplicabilidad del
entrecruzamiento de agregados enzimaticos para la efectiva inmovilizacion de
enzimas. Elaboraron agregados entrecruzados de 12 enzimas diferentes entre las
que se encuentran la galactosa oxidasa, glucosa oxidasa, lacasa, lipasa entre
otras. Estimaron el efecto de 14 agentes precipitantes (metanol, etanol, acetona,

PEG, entre otros) y el de la concentracion del glutaraldehido como agente



entrecruzante en la formacién de los agregados fisicos entrecruzados de estas
enzimas. Determinaron las estructuras fisicas de los CLEA a través de un
microscopio de barrido electronico, estableciendo que la forma de agregacion de
las enzimas depende del grado de glicosilacion de estas. Los resultados obtenidos
demostraron que todos estos parametros evaluados inciden de manera directa

sobre las propiedades de los agregados obtenidos.

En el 2004, Wilson, Betancor y otros [6], publicaron los resultados obtenidos en la
elaboracién de agregados entrecruzados de enzimas multiméricas como las
catalasas de higado de bovino (BLC) y Micrococcus lysodikticus (MLE). Los
agregados entrecruzados fueron elaborados adicionando dietilenglicol dimetil eter
como agente precipitante y glutaraldehido al 5% (v/v). Determinaron que los
CLEAs elaborados presentaban una alta estabilidad bajo condiciones de dilucién e
interesantemente estabilizaban la estructura multimérica de estas enzimas

tetraméricas.

En el 2005, Gaur y col. [7], inmovilizaron la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae
por tres técnicas diferentes, adsorcion sobre celita, acoplamiento covalente con
quitosano y agregacion por entrecruzamiento. Estas técnicas fueron comparadas
en términos de rendimiento de inmovilizacion, caracteristicas enzimaticas,
estabilidad y eficiencia en la sintesis de oligosacaridos. Los CLEAs formados
mostraron ser mas efectivos en la hidrdlisis de lactosa con un rendimiento hasta

de un 78% en comparacién con las otras técnicas.

Barbosa y Torres [8], en el 2006 estudiaron la inmovilizacion de proteinas de la
peroxidasa de palma real (Roystonea regia), a través del entrecruzamiento
proteico llevado a cabo con glutaraldehido, para la formacion de agregados
entrecruzados de enzimas (CLEA), evaluando el efecto causado por el etanol,
acetona y polietilenglicol como agentes precipitantes. Los agregados

entrecruzados de la peroxidasa de la palma real, mostraron un incremento



significativo en su actividad especifica y estabilidad térmica en comparacion con la
enzima soluble. Determinaron que para una concentraciéon de etanol del 78% (v/v)
y de glutaraldehido del 1% (p/v), los agregados entrecruzados presentaban una
actividad especifica de 2011 U/mg y una estabilidad térmica 40 veces mayor que
la enzima soluble. No obstante, los buenos resultados obtenidos mostraron que la
baja concentracién de proteina en la peroxidasa extraida de la palma real, dificulté
el proceso de entrecruzamiento debido al bajo numero de grupos lisinicos
presentes en esta enzima, los cuales son los que intervienen directamente en la

reaccion de entrecruzamiento con el glutaraldehido.

En el 2006, Shah, Aparna y col. [9], determinaron que la adicién de albumina de
suero bovino (BSA) como fuente proteica, puede facilitar la obtencién de
agregados entrecruzados en casos en donde la concentracion de proteina en la
enzima es baja y la actividad de la enzima es vulnerable ante concentraciones
altas de glutaraldehido requeridas para obtener agregados. Ellos inmovilizaron a
través de esta técnica la lipasa de Pseudomonas cepacia, y la penicilina acilasa.
Los CLEAs obtenidos en presencia de BSA retuvieron en un 100% la actividad en
el proceso de elaboracion, en contraste con el 0,4 % de la actividad retenida por
los agregados entrecruzados elaborados en ausencia de BSA. En ambos casos
los agregados entrecruzados mostraron una actividad que excedia la del
preparado enzimatico soluble, destacandose el mayor incremento en la actividad

de los CLEASs elaborados en presencia de BSA.

Por otra parte, es interesante resaltar la habililidad de enzimas tales como las
peroxidasas y las lacasas en el tratamiento de contaminantes organicos. En el
2003, Torres, Bustos y Le Borge [10], realizaron un estudio del uso potencial de
estas enzimas en el tratamiento de compuestos organicos altamente
contaminantes. Sefalaron que la oxidacion enzimatica puede disminuir la toxicidad
de muchos hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs) ademas de fenoles y de

algunos pesticidas organofosforados. Sin embargo, estas reacciones son



usualmente realizadas en presencia de solventes organicos lo que puede provocar
la desnaturalizacion de la enzima, la particion desfavorable del sustrato o la

inhibicion por estabilizacion del complejo enzima-sustrato.

En el 2005, Baborova y Baldrian [11] degradaron eficientemente hidrocarburos
policiclicos aromaticos, bifenilos policlorados y penta clorofenoles empleando la
manganeso peroxidasa extraida de Irpex lacteus. Determinaron que la oxidacion
enzimatica realizada por la peroxidasa no se lleva a cabo en ausencia de perdxido
de hidrégeno o Mn%*. La manganeso peroxidasa fue activa en un rango entre 5y
70°C con una actividad 6ptima entre 50 y 60°C. La degradacion de cuatro PAHs
representativos (fenantreno, antraceno, fluoranteno y pireno) mostré la gran

habilidad de la peroxidasa para la degradacion in Vitro de estos compuestos.

1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 OXIDORREDUCTASAS

Las oxidorreductasas, como lo indica su nombre, son enzimas que catalizan
reacciones de oOxido-reduccion; transfiriendo electrones para oxidar o reducir
grupos tales como: alcoholes (R-OH), alquenos (C=C), aminas primarias (R-NH) y
cofactores (NADH, NADPH)

A su vez las oxidasas se clasifican en tres grupos diferentes: deshidrogenasas,

oxidasas y peroxidasas.
1.2.2 PEROXIDASAS
Las peroxidasas son glicoproteinas globulares con un peso molecular aproximado

de 42000 Da, en las cuales la porcion proteica corresponde aproximadamente a

34000 Da, el resto del peso molecular del grupo esta constituido por el grupo



prostético (grupo hemo), dos iones calcio y algunos glicanos superficiales

enlazados. Por lo general son moléculas mas pequefias que las oxidasas.

En la reaccidn catalizada por la peroxidasa, el peréxido de Hidrégeno es reducido
a expensas de varias sustancias que actuan como donadores de electrones, tales
como el ascorbato, las quinonas y el citocromo c. La reaccion catalizada por la

peroxidasa es compleja, con el siguiente balance global:

H.O, + AHZM 2H,0 + A

1.2.3 FUENTES DE LA PEROXIDASA

Las peroxidasas se encuentran en los reinos animal y vegetal. Debido a la
presencia del grupo Hemo las peroxidasas se pueden clasificar en dos grupos: las
peroxidasas presentes en tejidos animales, y las que estan presentes en

bacterias, hongos y plantas.

Las peroxidasas se pueden encontrar en las plantas de diferentes clases de frutas.
Por ejemplo, a partir de la naranja (Citrus sinenis) fueron extraidas dos tipos de

peroxidasa, una soluble y la otra enlazada ibnicamente [12].

Las peroxidasas han sido identificadas sobre la superficie de muchas especies de
plantas. Por ejemplo, a partir de las hojas de la palma de aceite (Elaeis
guineensis) fue aislada y purificada una peroxidasa aniénica con una alta
termoestabilidad [13].

1.23.1 La palmareal

Es un arbol de tronco cilindrico que alcanza alturas de 10 a 24 m, sus hojas son

plumosas, entre 2.40 y 3 m de longitud, conformada por segmentos de 75 cm de



largo. Crece relativamente rapido alcanzando su maximo desarrollo en unos 10
anos. Se cultiva sobre altitudes de 900 m — 1000 m sobre el nivel del mar,

propagandose por semillas. Pertenece a la familia de las palmaceas, (Palmae).

Su nombre cientifico es Roystonea regia, en honor al cientifico norteamericano

Roy Stone.

Las hojas de Roystonea regia presentan altos contenidos de enzimas,
peroxidasas, 700U por gramo de hoja, las cuales se mantienen constantes durante
todo el afio y en varias etapas del desarrollo. La actividad de las peroxidasas ha
sido medida en diferentes épocas del afio, encontrandose que la concentracién de
las enzimas es independiente de factores como la edad de la planta, condiciones

climatoldgicas y altura de la palma, entre otras.

1.2.3.2 Peroxidasas de palma real (RPP)

Es una glicoproteina de peso molecular 51KDa, que se encuentra en mayor
concentracion en las hojas verdes de dicha planta. Su peso es relativamente alto
en comparacion con las otras peroxidasas lo que sugiere un alto grado de
glicosilacion, como se observa en la tabla 1. Su espectro de absorcion tiene un
maximo en 403 nm, conocido con el nombre de banda Soret, la cual es

caracteristica de las peroxidasas vegetales.
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Tabla 1. Peso molecular y punto isoeléctrico de peroxidasas vegetales.

Fuente de enzima Peso molecular Punto isoeléctrico
Palma africana 57 3.8
Palma real 51 3.5
Alfalta 48 9.2
Maiz 48 3.5
Rabano coreano 44 9.0
Rabano picante 44 8.9
Mani 40 8.9
Batata 40 4.5
Soya 37 4.1
Tabaco 36 3.5

1.2.4 PROPIEDADES CATALITICAS

En general, el ciclo catalitico de las peroxidasas se asemeja al descrito para la

peroxidasa de rabano picante (HRP).
La gran mayoria de las peroxidasas catalizan la reduccion del peréxido de

hidrogeno a agua y la oxidacion de un amplio rango de sustratos. La figura 1

muestra el mecanismo general de catalisis de este tipo de enzimas.
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Figura 1. Mecanismo general de catalisis de las peroxidasas.

7

~

El primer paso es el rompimiento catalizado por la peroxidasa del perdxido de
hidrégeno. Uno de los oxigenos del peroxido sale como agua, mientras que el otro
es retenido por el grupo ferrilo. EI compuesto | es conocido como cation radical
porfirinico 1. EI compuesto | acepta luego un electron de la molécula del sustrato
RH, produciendo el compuesto Il, que contiene el grupo ferrilo, pero ya no como
cation radical porfirinico. EI compuesto Il acepta un electron de una segunda
molécula de sustrato, regresando la enzima nuevamente a su estado nativo. La
pérdida de un electron del sustrato, acompanado de la pérdida de un protén,
genera la formacién de un radical. La alta reactividad y la baja selectividad
asociada con los radicales organicos hacen que la quimica de los radicales sea

realmente compleja [12].
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Los sustratos que reducen los compuestos | y Il reciben el nombre de “sustratos
reductores”, y su interaccion con el sitio activo de la peroxidasa tiene lugar en la

posicion delta al borde del grupo hemo.

1.2.5 PROPIEDADES MOLECULARES

Se han recolectado abundantes datos sobre la estructura de las peroxidasas
gracias a la informacion estructural detallada de técnicas como la difraccién de

rayos X.

Se ha comprobado que todas las peroxidasas, tales como la peroxidasa de rabano
picante (HRP) contienen ocho cisteinas, las cuales estan localizadas en
posiciones muy similares en la estructura primaria. De igual forma, dos histidinas
invariables (His42 e His170) han sido inferidas en la estructura del sitio activo, asi
His42 esta involucrada en la catalisis acido/base e His170 esta unida al quinto

ligando del grupo hemo [12].

Existen dos dominios bien definidos con la apoproteina o fraccion proteica de la
enzima. Cada dominio contiene un ion calcio, el cual suministra la estabilidad
estructural y controla la actividad enzimatica. Los dos dominios proporcionan una
hendidura hidrofébica, en la cual esta situado el grupo hemo. La peroxidasa
presenta un numero reducido de lisinas, que en su mayoria son accesibles para

reaccionar con un agente bifuncional como el glutaraldehido.

En la figura 2, se muestra la estructura de la peroxidasa de HRP, en la cual se
aprecian las cinco lisinas (amarillo) presentes en la peroxidasa de rabano picante,
siendo estas: Lys65, Lys84, Lys149, Lys174, Lys232. Asi mismo, se observa el
grupo Hemo (rojo) alejado de los residuos aminoacidicos de lisina, lo que
permitiria en el momento del entrecruzamiento de estos, con un reactivo

bifuncional, la no inactivacion de la enzima.
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Figura 2. Estructura molecular HRP. Tomado de Protein Data Bank, Codigo de
acceso 1W4W .pdb. Software de visualizacion RASMOL.

1.2.6 EFECTO DEL PH Y LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD Y
ESTABILIDAD DE LA PEROXIDASA

Debido a que las peroxidasas son proteinas, se ven afectadas por los cambios
tanto en el pH como en la temperatura. Un cambio en el pH afecta la estabilidad,
la conformacion de la peroxidasa y la forma del sitio activo destruyendo las
interacciones no covalentes (rompiendo los enlaces idnicos y los enlaces de
hidrégeno). Un cambio en el pH produce una adicion o una eliminacion de H* de
los aminoacidos de la peroxidasa. En el pH 6ptimo, la peroxidasa tiene una
actividad catalitica maxima. El pH optimo para cualquier peroxidasa depende del

sustrato donador de hidrogeno y del buffer utilizado.

Las reacciones enzimaticas aumentan su velocidad con la temperatura, dentro de

una gama limitada de valores. La temperatura a la cual las peroxidasas presentan
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su maxima actividad depende de una serie de factores como lo son la pureza de la

enzima y del sustrato.

La forma como el pH y la temperatura afectan la estabilidad de las peroxidasas,
especificamente a sus estructuras secundaria y terciaria, estda determinada por
tres factores como: iones de calcio (Ca 2*), puentes disulfuro y red de enlaces de

hidrégeno.

Por medio de diferentes estudios a través de técnicas espectroscopicas se ha
evaluado el efecto de la variacion del pH en la estabilidad de la peroxidasa de
rabano picante (HRP), encontrando que a pH < 4.5, la estabilidad de la estructura
secundaria disminuye notablemente [14]. Esto debido probablemente a que la
disminucién en el pH ocasiona la perdida del grupo hemo, lo cual conlleva a una

desnaturalizacion de la enzima.

1.3 ALBUMINA SERICA

La albumina sérica es la proteina mas abundante en el plasma sanguineo y es la

encargada de transportar los acidos grasos en la sangre.

Puesto que la albumina sérica es tan abundante en la sangre y es muy facil de
purificar, fue una de las primeras proteinas en ser estudiadas. Hoy, la proteina
similar proveniente de las vacas (albumina de suero bovino —-BSA-) es
ampliamente usada en investigaciones cuando una proteina genérica es
necesaria. Muchas enzimas son inestables cuando se colocan en una solucién
diluida, asi que es dificil estudiarlas en el laboratorio. Una solucién es agregar un
poco de BSA. Esto estabiliza la enzima durante el experimento y no afecta las

caracteristicas de la enzima debido a su relativa neutralidad.
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Las albuminas se caracterizan por un bajo contenido de triptéfano y metionina y un
alto contenido de cistina y de aminoacidos cargados, acido aspartico y glutamico,
lisina, y arginina. La Tabla 2 muestra la composicion de aminoacidos en la

albumina de suero bovino (BSA).

Tabla 2. Composicion de aminoacidos en BSA.

Aminoacidos | Cantidad
Ala 48
Phe 30
Lys 60
Pro 28
Thr 34
Cys 35
Gly 17
Leu 65
Gln 21
Val 38
Asp 41
His 16
Met 5
Arg 26
Trp 3
Glu 58
lle 15
Asn 14
Ser 32
Tyr 21
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1.4  INMOVILIZACION DE ENZIMAS

1.4.1 ASPECTOS GENERALES

La inmovilizacion de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la
enzima en una region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que
retienen su actividad catalitica y que pueden ser reutilizadas repetidamente.
Posteriormente esta definicion se ha ampliado a aquel proceso por el cual se
restringen, completa o parcialmente, los grados de libertad de movimiento de

enzimas, organulos, células, etc., por su unidén a un soporte [15].

Como ventajas del empleo de enzimas inmovilizadas podemos destacar:

e El aumento de la estabilidad de la enzima.

e La posible reutilizacion del derivado, por lo que disminuyen los costos del

proceso.

e La posibilidad de disefar un reactor enzimatico de facil manejo y control,
adaptado a la aplicacién de la enzima inmovilizada. Estos reactores con
enzimas inmovilizadas permiten el empleo de cargas elevadas de enzima, la
cual mantendra su actividad durante mas tiempo. Estos sistemas pueden incluir

el reciclado, lo que permite la obtencion de productos con mayor pureza.
1.4.2 METODOS DE INMOVILIZACION
En general los métodos de inmovilizacion de enzimas se clasifican en dos grandes

categorias como lo son la inmovilizacion por enlace quimico y la inmovilizacion por

confinamiento.
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Los métodos de inmovilizacién por enlace quimico pueden ser divididos a su vez

en dos tipos:

1) Enlazado o unién a un soporte

2) Entrecruzamiento de proteina pura.

El primer método, también denominado unidon covalente, se basa en la activacion
de grupos quimicos del soporte para que reaccionen con nucleofilos de las
proteinas. De entre los 20 aminoacidos diferentes que se encuentran en la
estructura de las enzimas, los mas empleados para la formacion de enlaces con el
soporte son principalmente la lisina, la cisteina, la tirosina y la histidina, y en
menor medida, la metionina, el triptéfano, arginina y el acido aspartico. El resto de
aminoacidos, debido a su caracter hidréfobo, no se encuentran expuestos hacia el
exterior de la superficie proteica y no pueden intervenir en la uniéon covalente. La
principal desventaja de este método es la dilucion de la actividad catalitica
resultado de la introduccién de una gran proporcién de masa no catalitica, lo que

ocasiona bajos rendimientos volumétricos y de espacio-tiempo [15].

El segundo método es una técnica de uso frecuente en la inmovilizacion de
enzimas en el cual, mediante reactivos bifuncionales que originan uniones
intermoleculares entre las moléculas, se lleva a cabo el entrecruzamiento
molecular. Como reactivos bifuncionales se pueden emplear dialdehidos,
diiminoésteres, diisocianatos, sales de bisdiazonio e incluso, diaminas si estan

activadas con carbodimidina.

El resultado del entrecruzamiento son enzimas con enlaces intermoleculares

irreversibles capaces de resistir condiciones extremas de pH y temperatura.

La técnica de entrecruzamiento de proteinas via la reaccion de glutaraldehido con

residuos amino reactivos sobre la superficie de la proteina fue inicialmente
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desarrollada en 1960 por Dossier y Richards. Sin embargo este método de
entrecruzamiento, en el cual se adicionaba directamente el glutaraldehido a la
enzima presento severos inconvenientes, tales como una baja retencion de la
actividad catalitica, pobre reproducibilidad, baja estabilidad y dificultad en el

manejo [1].

Posteriormente surgidé el entrecruzamiento de enzimas cristalinas (CLEC), el cual
fue aplicado para estabilizar cristales de enzima para estudios de difraccion de
rayos-x, presentando una desventaja inherente como lo es la necesidad de

cristalizar la enzima, lo que es a menudo un procedimiento dificil.

1.5 ENTRECRUZAMIENTO DE AGREGADOS ENZIMATICOS (CLEA)
Recientemente, se desarrolld6 una nueva forma de inmovilizaciéon de enzimas,
llamada entrecruzamiento de agregados enzimaticos (CLEA). En la figura 3 se

aprecia de una forma general el proceso de elaboracién de los CLEAs.

Figura 3. Elaboracién de agregados entrecruzados.

Solvente
Sales ]
Polimeros Aldehido
—> —>
Enzima Soluble Enzima precipitada CLEA

Esta técnica consta de una etapa de precipitacion y agregacion de la enzima, la

cual es inducida por la adicién de sales, solventes organicos, polimeros no iénicos
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y acidos. Esta etapa de precipitacion es comunmente utilizada como método de

purificacion de proteinas [1].

Estos agregados fisicos son estructuras supramoleculares unidas por enlaces no
covalentes redisueltos cuando son dispersados en agua. La formacion de estos
agregados fisicos es posible debido a un cambio en el estado de hidratacién de
las moléculas de la enzima o por la alteracion de la constante electrostatica de la

solucion por la adicion de un agente de agregacion o precipitacion apropiado [16].

Durante la etapa de agregacion la solubilidad de la enzima en el medio
circundante decrece. Cuando este proceso es bajo la enzima puede
desnaturalizarse por causa de una gran fuerza ejercida sobre su estructura; lo cual
sugiere, que la formacion del agregado insoluble de la enzima constituye una
etapa esencial para la retencion de la actividad enzimatica durante el
entrecruzamiento, por lo que se hace necesaria la seleccion adecuada del agente

precipitante.

La siguiente etapa es la de entrecruzamiento del agregado fisico, esto consiste
basicamente en la formacion de enlaces covalentes entre los grupos reactivos del
agente bifuncional y los residuos aminoacidicos de la enzima, principalmente
lisina. En esta etapa la estructura del agregado y la actividad catalitica de la

proteina individual se mantienen.

De forma interesante, el rendimiento de la actividad del agregado enzimatico
entrecruzado excede al de la enzima nativa, esto fue observado con lipasas y
posteriormente observados con otras enzimas. Esta hiperactivacion puede ser
originada por un cambio conformacional de la proteina inducido por el estado de

agregacion [1].
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Se conocen varios agentes entrecruzantes, siendo el glutaraldehido el mas usado

por su precio economico y alta versatibilidad quimica.

Por otro lado se hace necesario optimizar la etapa de entrecruzamiento
minimizando la cantidad de agente entrecruzante, debido a que algunas enzimas

son inactivadas por el glutaraldehido.

1.5.1 AISLAMIENTO DE LOS CLEAs

Una de las mayores ventajas de los agregados entrecruzados es su facil
separacion de soluciones acuosas. En contraste con la enzima libre, los CLEA
pueden ser facilmente separados del medio de reaccién a través de una breve
centrifugacion recuperando completamente su actividad catalitica.

1.6 EL GLUTARALDEHIDO

1.6.1 ASPECTOS GENERALES

Es un dialdehido lineal de cinco carbonos. Liquido aceitoso, claro e incoloro, el

cual es altamente soluble en agua, alcohol y solventes organicos.

Se encuentra principalmente disponible como una solucién acuosa acida (pH 3.0-

4.0), variando en concentracion desde el 2% hasta el 70% (w/v).

Es ampliamente utilizado debido a su gran aplicabilidad y bajo costo en campos

como la histoquimica, la microscopia, la esterilizacion quimica y biomédica.
En la tecnologia de enzimas tiene como uso general la inmovilizacion de enzimas

debido a su alta reactividad con los grupos amino bajo un pH neutro, generando

entrecruzamientos térmica y quimicamente mas estables que otros aldehidos.
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Se ha demostrado que en las reacciones de entrecruzamiento con monoaldehidos
(formaldehido) y dialdehidos que tienen una cadena larga de 2 a 6 atomos de
carbono (glioxal, malonaldehido, succinaldehido, glutaraldehido y adipaldehido),
son mas reactivos los aldehidos de cinco carbonos, sobresaliendo entre ellos el

glutaraldehido.

1.6.2 COMPORTAMIENTO QUIMICO EN SOLUCIONES ACUOSAS

Reconocer la estructura y mecanismo del reactivo entrecruzante es importante
para su uso. Sin embargo, la estructura del glutaraldehido en soluciones acuosas
es sujeto de controversias. La estructura del glutaraldehido no sélo esta limitada a

su forma monomérica, sino a distintas formas moleculares.

Varios estudios han demostrado que el glutaraldehido disponible comercialmente,
presenta una mezcla de multicomponentes, pero saber a ciencia cierta cual de
estos componentes es el mas eficiente para las reacciones con las proteinas aun

esta en discusion.
En soluciones acuosas el glutaraldehido puede existir en su forma mas simple

como un dialdehido monomérico, pero también como un dimero, trimero y

polimero como se puede observar en la figura 4 [17].
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Figura 4. Posibles formas del glutaraldehido en solucién acuosa

|
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Por lo tanto la eficacia del glutaraldehido en la inmovilizacién y las controversias
sobre su comportamiento quimico pueden ser causa de sus multiples estructuras,

las cuales dependen de las condiciones de la solucion.

1.6.3 REACCION CON PROTEINAS

El glutaraldehido es el agente entrecruzante mas efectivo de proteinas, debido en
gran medida a las variadas estructuras que puede tomar en solucion acuosa, lo
que le permite bajo determinadas condiciones de pH, temperatura y concentracion
reaccionar con ciertos grupos funcionales de residuos aminoacidicos de las
proteinas tales como amino, tiol, fenol e imidazol porque el lado de la cadena mas

reactiva de los aminoacidos son nucledfilos.

La reactividad mostrada de los aminoacidos en orden decreciente frente a los

aldehidos es: e-amino, a-amino, guanidilo, amina secundaria y grupos hidroxilos.

Reacciona reversiblemente con grupos amino en un rango de pH entre 7 — 9,

donde la reversibilidad observada es pequena.
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El entrecruzamiento de proteinas con soporte (soporte sélido) o entre moléculas
de proteinas (libre de soporte), generalmente implica los grupos g-amino de

residuos de lisina.

Los grupos amino desprotonados son muy reactivos como agentes nucleofilicos,
esto se debe a que los grupos g-amino de lisina tienen pKa > 9.5, o que supone
que el pequefo porcentaje de amina presente en su forma desprotonada con un
pH bajo, es suficiente para conducir al equilibrio acido-base para Ila

desprotonacién de estos grupos promoviendo de esta manera la reaccion.

Los residuos de lisina generalmente no comprometen el sitio activo catalitico, el
cual permite el entrecruzamiento moderado para preservar la conformacion de la

proteina y su actividad bioldgica.

El grupo e-amino de los residuos de lisina de las proteinas reaccionan con los
aldehidos formando bases de Schiff a través de un ataque nucleofilico del grupo
amino al carbono carbonilo del aldehido. Sin embargo, las bases de Schiff no son
estables bajo condiciones acidas y tienden a regenerar el aldehido y la amina. En
contraste, el enlace formado por la reacciéon del glutaraldehido, con un grupo

amino mostro estabilidad excepcional para pH y temperatura extremas [17].

Estas bases de Schiff simples con ambos extremos de glutaraldehido monomérico

pueden ser utilizadas como un mecanismo para el entrecruzamiento de proteinas.

Bajo condiciones de pH acidas o neutras el glutaraldehido se presenta como una

mezcla de monémeros y como un polimero.

Cada una de estas estructuras puede formar bases de Schiff a través de un

ataque nucleofilico por los residuos de lisina en la proteina.
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Como se ha mencionado anteriormente, las bases de Schiff bajo condiciones
acidas son inestables por lo que la formacién de estas bases entre el grupo amino
de la lisina y el aldehido libre (estructural) no es favorecida. Esta es mas favorable
para la estructura del hemiacetal ciclico monomérica y para las formas

multiméricas.

1.6.4 APLICACION PARA ENTRECRUZAR ENZIMAS

El glutaraldehido es usado como un poderoso agente entrecruzante para la
inmovilizacién de enzimas debido a que la reaccién procede o se efectua en
soluciones acuosas buffer bajo condiciones estrictas de pH, fuerza idnica y
temperatura. Esencialmente pueden ser usados dos metodologias: i) la formacion
de una red tridimensional como resultado de un entrecruzamiento intermolecular y

ii) el enlace con un soporte insoluble (nylon, silica fundida).

La inmovilizacion puede ser alcanzada para muchas enzimas en un rango de
condiciones, las cuales deben ser elegidas segun los resultados especificos que
se requieran. Estas condiciones se determinan a menudo por ensayo y error,
porque la insolubilizacién es criticamente dependiente sobre un delicado balance
de factores tales como la naturaleza de la enzima, la concentracién tanto de
enzima como de agente entrecruzante, el tiempo de reaccion, el pH y la fuerza

ionica de la solucién [17].

1.7 CATALISIS ENZIMATICA EN FASE ORGANICA

La catalisis enzimatica ha sido tradicionalmente concebida como un proceso viable
s6lo en fase acuosa. Sin embargo, recientes investigaciones han descartado esta

idea, demostrandose concluyentemente que las enzimas pueden ser activas en

solventes organicos [18].
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La razébn mas comun para usar medios organicos en reacciones enzimaticas se
debe a que el sustrato es poco soluble en agua. La adicion de una pequefia
cantidad de solvente organico es una buena alternativa para aumentar la
solubilidad de sustratos hidrofobicos y por tanto hacer posible la reaccion. Las
enzimas son usualmente insolubles en solventes organicos, y ellas se recuperan
generalmente a partir de la solucién de productos por filtracion simple. Ademas las
enzimas suspendidas en solventes anhidros exhiben extrema termoestabilidad,

permitiendo usarlas a temperaturas tan altas como 100°C [19].

Pueden usarse solventes miscibles e inmiscibles en agua. En sistemas de dos
fases, es decir, con solventes inmiscibles en agua; la enzima y otras sustancias
hidrofilicas se encuentran generalmente presentes en la fase acuosa mientras que
los sustratos hidrofébicos y los productos se distribuyen en la fase organica. De
acuerdo a la bioconversion ocurrida, los sustratos deben reaccionar con la enzima
en la fase acuosa, después de la reaccion los productos hidrofobicos son
transferidos hacia la fase organica; por otra parte, también se pueden presentar
sistemas de reaccion monofasicos en el que el solvente organico y las moléculas

de agua se distribuyen en el sitio catalitico de la enzima.

La distribucion de los reactivos en el sistema de dos fases, acuoso — organico
puede ser controlado eligiendo el solvente y en algun grado manipulando la fase
acuosa, por ejemplo, cambiando el pH que debe ser el adecuado para la enzima
[20].

La enzimologia en medios organicos ha adquirido un rapido desarrollo en el area
investigativa, tanto que es de gran interés para quimicos, bioquimicos e ingenieros
quimicos. Las enzimas en medios organicos exhiben cambios en sus propiedades
tales como aumento de la termoestabilidad, especificidad modificada, y la
capacidad de catalizar reacciones que son cinéticamente imposibles en soluciones

acuosas [21]. Ademas, la utilidad industrial de los biocatalizadores en este tipo de
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medios ha crecido, debido al numero elevado de sustratos hidrofébicos que no

podian catalizarse en medios acuosos [20].

1.7.1 ELECCION DEL SOLVENTE

En la biocatalisis en medios organicos, el solvente organico influye en la actividad
y estabilidad de la enzima, la polaridad de los solventes juega un papel importante,
esto es, un descenso en la constante dieléctrica del medio permitira un aumento
de las interacciones electroestaticas entre residuos cargados en la enzima, y esto
conducira a una disminucion de la flexibilidad interna de la enzima. Esta
flexibilidad es necesaria para los procesos cataliticos, ya que una flexibilidad
reducida es acompanada normalmente por una disminucién en la actividad

catalitica de la enzima [22].

La hipotesis actual es que cuando la enzima es colocada en un solvente anhidro,
ésta es cinéticamente atrapada en su estado nativo, en parte debido a su baja
constante dieléctrica con grandes fuerzas electroestaticas. Esta rigidez enzimatica
es usada para explicar la termoestabilidad extrema de enzimas en medios

organicos [22].

La presencia de un solvente organico siempre constituye un riesgo de inactivacion
de la enzima. Cuando se utilizan solventes miscibles en agua, concentraciones
moderadas de estos solventes pueden ser agregadas sin provocar algun efecto
negativo sobre la actividad de la enzima. Sin embargo, la adicion de grandes
cantidades, las cuales son algunas veces necesarias para disolver los sustratos,

puede provocar la inactivacion de la enzima [22].
La actividad enzimatica es mayor en solventes organicos hidrofobicos que en

hidrofilicos; de hecho se puede establecer una correlacion directa entre la

actividad y la hidrofobicidad del solvente, expresada como Log P (donde P es el
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coeficiente de reparto de un solvente dado entre n-octanol y agua, como puede
ser apreciado en la tabla 3. Las razones de estas diferencias de actividad hay que
buscarlas en la distinta capacidad de los solventes organicos para distorsionar la
capa de agua esencial que rodea al biocatalizador, capacidad que obviamente es

mayor en los solventes hidrofilicos [23].

Los solventes organicos pueden ser clasificados en tres grupos: i) los hidrofilicos
(Log P < 0) en los cuales las enzimas son menos estables; ii) los levemente
polares (1 > Log P > 0) en los que son relativamente estables y los hidrofébicos

(Log P > 1) donde son muy estables [3].

Tabla 3. Valores de Log P de solventes organicos comunes [23].

SOLVENTE Log P SOLVENTE Log P
Dimetilsulfoxido -1.3 | Acetato de propilo 1.2
Dioxano -1.1 | Dipropiléter 1.9
Dimetilformamida -1.0 | Cloroformo 2.0
Metanol -0.76 | Acetato de pentilo 2.2
Acetonitrilo -0.33 | Tolueno 2.5
Etanol -0.24 | Octanol 2.9
Acetona -0.23 | Pentano 3.0
Tetrahidrofurano 0.29 | Ciclohexano 3.2
Acetato de etilo 0.68 | Hexano 3.5
Piridina 0.71 | Octano 4.5
Butanol 0.80 | Decano 5.6

La tendencia de los solventes a inactivar las enzimas no soélo depende de su
hidrofobicidad, hay otras caracteristicas fisicoquimicas de los solventes, tales
como la capacidad de solvatar y la geometria molecular, que también son

importantes [22].
Sin embargo, la correlacion de parametros simples tales como Log P o aun mas

complicados como la capacidad de desnaturalizacion, nunca han podido predecir

de manera precisa los efectos de los solventes sobre las enzimas en general,
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como claramente mostré un estudio, en el que una lipasa fue mas estable en
solventes hidrofobicos mientras que la quimotripsina fue mas estable en solventes

menos hidrofobicos [22].

1.7.2 EFECTO DEL SOLVENTE

1.7.2.1 Efecto del solvente sobre el agua adherida a la enzima

Algunos solventes parecen tener poco efecto sobre las moléculas de agua que se
encuentran unidas a la enzima, sin embargo algunos solventes relativamente
hidrofilicos son capaces de separar aun el agua unida a la superficie de la enzima,
conduciendo esto a una enzima insuficientemente hidratada provocando una
disminucién en la actividad enzimatica. El efecto de separar las moléculas de agua
de la superficie de la enzima por la accion de un solvente ha sido correlacionado
con la polaridad del solvente y en un menor grado por la hidrofobicidad del mismo
(Log P). Por ejemplo, el metanol desorbe alrededor del 60% el agua enlazada a
las enzimas (quimotripsina y peroxidasa), mientras que el hexano sélo desorbe el
0,5%. Los solventes polares (solventes con alta constante dieléctrica), usualmente
requieren mayor cantidad de agua que los solventes apolares para obtener la
misma eficiencia catalitica sobre algun sustrato; esto es debido a que los
solventes apolares son incapaces de retirar las moléculas de agua adherida a la

superficie catalitica de la enzima [22].

1.7.2.2 Efecto del solvente sobre la enzima

El solvente puede afectar la actividad de la enzima provocando cambios en la
conformacién dinamica de la proteina. Estudios de espectroscopia EPR vy

simulaciones de dinamica molecular de a-quimotripsina en una variedad de

solventes organicos han mostrado que la conformacién flexible en el sitio activo
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disminuye con el descenso de la constante dieléctrica. Esto hace suponer cambios

de las fuerzas electroestaticas entre los residuos cargados de la proteina [22].

El solvente puede también desestabilizar los sitios activos de la enzima. Las
interrupciones de los centros activos, inducidos por el solvente puede ser el
resultado de la combinaciéon de la deshidratacion y/o desdoblamiento de la
enzima. Otro motivo es la competencia entre el solvente y el sustrato por unirse al
sitio activo de la enzima. Esto es mas significativo cuando se utilizan solventes

mas polares [22].

Adicionalmente, las moléculas de solvente pueden penetrar en el sitio activo de la
enzima provocando una disminucion de la polaridad local del sitio activo, y por
tanto aumentar las repulsiones electroestaticas entre enzima y sustrato, con ello

haciendo menos probable que se unan [22].

1.7.2.3 Efecto del solvente sobre los productos y los sustratos

Los solventes organicos pueden interactuar directa o indirectamente con los
sustratos y productos, afectando la actividad de la enzima. Estos solventes
producen variaciones en las concentraciones de los sustratos y los productos en la
capa acuosa alrededor de la enzima, interfiriendo de esta manera en la reaccion
[22].

1.7.3 EFECTO DEL AGUA
Cuando las reacciones enzimaticas son llevadas a cabo en medios organicos, el
agua es distribuida entre las diferentes fases presentes. Parte del agua se

encuentra unida a la enzima y por tanto tiene gran influencia sobre la actividad

catalitica. El resto se distribuye en el solvente y en las otras sustancias que se
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encuentren. Frecuentemente hay una cantidad 6ptima de agua en la enzima y la

adicion de mas agua, disminuye la actividad de la enzima.

El agua unida a la superficie de la molécula proteinica activa la enzima,
aumentando la flexibilidad interna de la misma. Sin embargo, algunas veces el
agua también puede actuar como un sustrato en la reaccion enzimatica
provocando una menor posibilidad de contacto entre el sustrato en estudio y la
enzima. Por ejemplo, la actividad catalitica del a-quimotripsina en acetato de etilo
en la reaccion de esterificacion de N-acetil-L-fenilalanina con etanol, presenta una

maxima actividad al 5% v/v de agua para después decaer su actividad [22].

1.7.3.1 Efecto del agua sobre la actividad de la enzima

La cantidad de agua asociada con la enzima es determinante en las propiedades
que exhibe la enzima, es decir, actividad, estabilidad y especificidad. Aunque el
contenido de agua en un sistema enzimatico no acuoso tipico es usualmente tan
bajo como 0,01%, pequefas variaciones en el contenido de ésta provoca grandes
cambios en la actividad catalitica. Se ha reconocido que s6lo una capa delgada de
agua alrededor del biocatalizador es esencial para preservar la estructura
tridimensional de la proteina en una forma activa cataliticamente. La cantidad
puede ser de alrededor de 1000 moléculas de agua por molécula de enzima.
Mientras una enzima es esencialmente inactiva en sistemas completamente

“secos”, su actividad crece enormemente con la hidratacion de la enzima [23].

Cuando el agua se agrega a un sistema enzima-solvente, ella se reparte entre el
solvente y la enzima. La cantidad de agua adherida a la superficie de la enzima
controla significativamente la actividad de la enzima, y en un menor grado el

contenido de agua en el sistema total [22].
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1.7.3.2 Efecto del agua sobre la movilidad de la proteina

Un estudio de la estructura y movimientos dinamicos del citocromo C en
tetrahidrofurano utilizando espectroscopia RMN bidimensional del enlace N-H,
revelé que la adicion de agua al sistema enzima-solvente organico mejora la
flexibilidad de la estructura proteinica. La explicacion mas acertada del aumento
de la movilidad en la enzima, es que el agua provoca un aumento de polaridad del

sitio activo y por tanto polariza la estructura de la enzima [22].

Es posible que en el estado “seco”, los grupos polares y cargados de la enzima
interactuen unos con otros y produzcan la conformacion inactiva. El papel del agua
puede ser formar enlaces hidrogeno con estos grupos funcionales anulando
dieléctricamente las interacciones electroestaticas entre grupos ionizados y
neutralizando las interacciones dipolo-dipolo entre unidades peptidicas y grupos
polarizados en las cadenas polipeptidicas dobladas. De esta manera las
interacciones electroestaticas pueden ser dominantes en el control del

comportamiento catalitico de la enzima en un medio organico [22].

32



2 METODOLOGIA

2.1 REACTIVOS

Peréxido de hidrégeno (30% wi/v), etanol (60%, 70%, 90% v/v), acetonitrilo (ACN)
y tetrahidrofurano (THF) fueron obtenidos de Merck. Guayacol (J. T Baker),
glutaraldehido (Sigma-Aldich). Los reactivos utilizados para buffers y otras

soluciones fueron todos de grado analitico y proporcionado por JT Baker.

La peroxidasa de palma real (RPP) fue extraida y parcialmente purificada con
anterioridad en el laboratorio de bioquimica e ingenieria de proteinas de la
Universidad Industrial de Santander [8], empleando el método desarrollado por
Sakharov y col. [24].

2.2 DETERMINACION DE PROTEINAS

La determinacion de la concentracion de proteinas en la solucion enzimatica de
peroxidasa de palma real y en los agregados entrecruzados elaborados, utilizando
albumina de suero bovino (BSA) como fuente proteica, se realizé mediante el
método colorimétrico de Bradford [25], usando BSA como patron estandar. Este
método fue empleado por ser rapido, reproducible y sensible para cuantificar

proteinas, sin interferencias por la presencia de aminoacidos y carbohidratos.

La concentracion de proteinas se obtuvo por interpolacién con una curva de
calibrado (Anexo A) que correlacioné la concentracién de proteina o albumina con
la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro de haz simple Spectroquant®
Nova 400. La concentracién de proteinas es expresada en mg de proteina por mL

de solucion.
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2.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA

La actividad catalitica de la peroxidasa (RPP) se cuantifico de forma continua a
través de la determinacién de las velocidades iniciales de reaccion, en un
espectrofotometro UV-VIS Spectroquant® NOVA 400; utilizando como sustrato
guayacol y determinando la reaccion de aparicion del producto, el tetraguayacol
[24]. La reaccién se realizd de la siguiente forma: 100 uL de solucion de enzima
fue adicionada a 3 mL de buffer fosfato de potasio 10mM (pH 6) que contenia 18,2
mM de guayacol y 4,4 mM de H,O, como sustrato, y posteriormente se cuantifico
la variacion de absorbancia a 470 nm y 25°C, utilizando el coeficiente de extincién

molar del producto igual a 5200 M"*cm™.

Una unidad de actividad peroxidasa (U) se defini6 como la cantidad de enzima
necesaria para oxidar 1umol de sustrato por minuto bajo condiciones estandar de
pH (6.0) y temperatura (25°C). La actividad especifica es expresada como

unidades de actividad por miligramo de proteina.

2.4 ELABORACION DE LOS AGREGADOS ENTRECRUZADOS (CLEAS)

Como agente precipitante se selecciond etanol y como agente entrecruzante
glutaraldehido. Se realizd una seleccion de las variables que tenian una mayor
incidencia sobre la actividad catalitica del agregado entrecruzado. Para la
optimizaciéon cuantitativa de estas variables se llevd a cabo un disefio experimental
factorial multinivel, el cual consisti6 de 27 ejecuciones para cada agente
precipitante. El orden de los experimentos fue aleatorio, lo cual permitié despreciar
el efecto de variables ocultas. Las variables estudiadas y la matriz del disefio se
presentan en las tablas 4 y 5 respectivamente. Estas variables fueron elegidas
conforme a lo planteado y obtenido por Barbosa [8] en su trabajo sobre la
elaboracién de agregados entrecruzados de peroxidasa de palma real (Roystonea

regia)



Tabla 4. Condiciones experimentales en la seleccion de variables significativas de

la inmovilizacion.

Factor Nivel bajo (-1) Nivel medio (0) Nivel alto (1)
Concentracion
de etanol (%v/v) 50 70 90
Concentracion
de glutaraldehido (%p/v) 0.5 1 2
Concentracion 1 2 5

de BSA (mg/mL)
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Tabla 5. Matriz del disefio experimental

Experiencia|Concentracion | Concentracion | Concentracion de
N° de BSA de etanol glutaraldehido
1 -1 1 -1
2 1 1 0
3 1 0 -1
4 1 -1 -1
5 -1 0 1
6 0 1 0
7 -1 -1 -1
8 -1 -1 1
9 -1 1 0
10 0 -1 -1
11 1 1 -1
12 0 0 -1
13 1 0 0
14 0 0 0
15 -1 0 -1
16 -1 1 1
17 -1 0 0
18 1 -1 0
19 1 1 1
20 0 1 1
21 0 -1 1
22 0 1 -1
23 1 -1 1
24 0 -1 0
25 0 0 1
26 -1 -1 0
27 1 0 1

El proceso de elaboracion de los agregados entrecruzados de peroxidasa de
palma real (RPP) se llevé a cabo como se describe en la figura 5. Ademas, se

mantuvo constante el pH (6.0), la temperatura de reaccion (4°C) y la agitacion.
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Figura 5. Elaboracién de los CLEAs [1].
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Paso 1: Se tomd un volumen de 0.3 mL de la soluciéon de enzima con BSA y se

transfirié a un tubo de ensayo.

Paso 2. Etapa de precipitacion

Al tubo de ensayo con RPP y BSA, se le adicion6 3.0 mL de etanol como agente
precipitante, siguiendo las especificaciones de los ensayos de la matriz del disefio
experimental para la concentracion requerida (50, 70, 90 %v/v).

Paso 3. Entrecruzamiento del agregado formado

Al agregado de peroxidasa formado se le adiciond glutaraldehido como agente

entrecruzante (0.5, 1y 2 %p/v), el cual reaccion6 con los grupos amino de la lisina
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presentes en la superficie de la enzima permitiendo de esta manera su

insolubilizacion.

Paso 4. Medicion de la actividad catalitica del agregado entrecruzado

conteniendo enzima libre

De la solucion acuosa, la cual posee agregados entrecruzados y enzima libre que
no reaccioné con el glutaraldehido, se extrajo un volumen de 10 pL y se diluyé en
una relacion de 1:20 con buffer fosfato 10 mM de pH 6, para determinar su

actividad catalitica.

Paso 5. Determinacion de proteinas y medicidén de la actividad catalitica del

sobrenadante

La solucién acuosa que contiene los agregados entrecruzados insolubles y la
enzima libre se centrifugd. Se determind la concentracion de proteina presente en
el sobrenadante obtenido, mediante el método colorimétrico de Bradford [25], para
evaluar el nivel de entrecruzamiento. Asi mismo, la actividad catalitica fue

determinada.

La actividad catalitica de los CLEAs de la peroxidasa de la palma real se
determiné como la diferencia entre la actividad catalitica del paso 4 y la actividad

del paso 5.
2.5 ANALISIS ESTADISTICO
Para el analisis estadistico de los datos, se empled un analisis estadistico de

varianza (ANOVA), que es una técnica estadistica de contraste de hipotesis donde

se comparan medias, para evaluar la influencia de cada una de las variables,
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utilizando el programa computacional de analisis estadistico STATGRAPHICS plus
5.1.

2.6 OPTIMIZACION DE LOS AGREGADOS ENTRECRUZADOS DE
PEROXIDASA

A partir de los datos estadisticos obtenidos y de los graficos de superficie de
respuesta de actividad especifica, se selecciond la concentracién de albumina que
presentd los mejores rendimientos para la elaboracion de los agregados

entrecruzados, al igual que las mejores condiciones para su optimizacion.

2.7 ESTABILIDAD TERMICA DE LOS AGREGADOS ENTRECRUZADOS

Los agregados entrecruzados de la peroxidasa elaborados bajo las condiciones
optimas, fueron incubados a diferentes temperaturas (rango 70-96 °C) en 3 mL de
solucion buffer de fosfato 10 mM de pH 6 con agitacion constante. Periédicamente
fueron retiradas muestras del medio de incubacion para determinar su actividad

catalitica.

Para la determinacion de la estabilidad térmica de la solucion enzimatica de RPP
en presencia de BSA, se incubaron 3 mL de la solucién en un intervalo de
temperatura entre 70 y 96°C a diferentes tiempos de reaccion y posteriormente se

determind su actividad catalitica.

28 ESTABILIDAD DE LOS AGREGADOS ENTRECRUZADOS EN
PRESENCIA DE SOLVENTES ORGANICOS.

La enzima inmovilizada fue incubada en acetonitriio y tetrahidrofurano en

diferentes concentraciones (rango 10-80 %v/v) con agitacion constante vy

temperatura ambiente (25°C). Se tomaron alicuotas en diferentes tiempos de
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incubacién y se determind su actividad catalitica, tal como se describe en la

seccion 2.3.

De igual forma se llevd a cabo el procedimiento anterior para la solucidn

enzimatica de RPP y la solucion enzimatica de RPP en presencia de BSA.
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3 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 ACTIVIDAD CATALITICA DE LA PEROXIDASA SOLUBLE

La actividad catalitica de la peroxidasa se determino para diferentes diluciones de
la enzima con el proposito de determinar el rango de linealidad y el efecto de
dilucion de la enzima sobre la actividad catalitica. La tabla 6 muestra las
actividades cataliticas obtenidas para las diferentes diluciones de la enzima

soluble.

Tabla 6. Actividad catalitica de la peroxidasa soluble de la palma real

Dilucién  Actividad volumétrica (U/mly ~ Actividad especifica

(U/mg)
1/10 93 660
1/25 89 631
1/50 88 624
1/100 93 660
1/500 88 624
Promedio 90 +2 639 +8

La peroxidasa de palma real presenta en promedio una actividad especifica de
639 + 8 U/mg de proteina, por lo cual se considera la RPP una especie
cataliticamente activa sobre el guayacol, de acuerdo con lo obtenido por Sakharov
[24]
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3.2 ELABORACION DE LOS AGREGADOS ENTRECRUZADOS (CLEAS)

La elaboracion de los agregados entrecruzados de peroxidasa utilizando BSA
como fuente proteica y etanol como agente precipitante, se llevd a cabo segun el
procedimiento descrito en la seccion 2.4. Los resultados obtenidos se exponen en
la tabla 7.

Tabla 7. Matriz de resultados de la elaboracion de los agregados entrecruzados.

Experiencia | Concentracion | Concentracion [ Concentracion Actividad
N° BSA etanol glutaraldehido | especifica (U/mg)
1 -1 1 -1 430
2 1 1 0 62
3 1 0 -1 60
4 1 -1 -1 86,3
5 -1 0 1 737
6 0 1 0 113
7 -1 -1 -1 100
8 -1 -1 1 166
9 -1 1 0 271
10 0 -1 -1 248
11 1 1 -1 71,4
12 0 0 -1 241
13 1 0 0 39,9
14 0 0 0 168
15 -1 0 -1 114
16 -1 1 1 77,7
17 -1 0 0 765
18 1 -1 0 89,3
19 1 1 1 78,7
20 0 1 1 201
21 0 -1 1 111
22 0 1 -1 134
23 1 -1 1 80,2
24 0 -1 0 126
25 0 0 1 160
26 -1 -1 0 103
27 1 0 1 49,3
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En latabla 7 se observa que para determinadas condiciones de elaboracion de los
agregados entrecruzados de peroxidasa se obtuvieron valores de actividad
catalitica mayores que el de la enzima soluble, la cual posee una actividad
especifica de 639 + 8 U/mg de proteina.

Con los datos de la tabla 7 se realizé una seleccién de las variables que tienen
una mayor incidencia en la elaboracion de los agregados entrecruzados de la

enzima.

En el grafico de Pareto se observa cada uno de los efectos estimados en orden
decreciente de magnitud. La longitud de cada barra es proporcional al efecto
estandarizado que es el efecto estimado dividido por su error estandar. Esto
equivale a calcular un estadistico-t para cada efecto. La linea vertical puede
usarse para juzgar qué efectos son estadisticamente significativos. Cualquier
barra que se extienda mas alld de la linea corresponde a efectos que son
estadisticamente significativos en el 95% de nivel de confianza. En este caso, hay
un efecto significativo, correspondiente a la concentracién de albumina en la

elaboracién de los CLEAs. El diagrama de Pareto se presenta en la figura 6.
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Figura 6. Diagrama de Pareto para las variables del proceso de elaboracion de los

agregados entrecruzados.
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A partir de la figura 6 se estableci6 que la concentracion de etanol y de
glutaraldehido no influyen de forma significativa sobre la actividad especifica de
los agregados entrecruzados de peroxidasa, por tal razon no se tuvieron en cuenta

para el analisis estadistico.

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA), para probar la importancia estadistica
de las variables, utilizando el programa STATGRAPHICS plus 5.1 en el cual se
observo que la concentracion de albumina influye de manera significativa sobre la
actividad especifica de los agregados entrecruzados de la peroxidasa. Segun el
ANOVA el porcentaje de contribucion de esta variable es del 95%. La tabla 8

resume el analisis de ANOVA.



Tabla 8. Tabla de ANOVA.

Suma de
Variable Cuadrados GL P-Valor
A:Albumina 256008 1 0,0093
B:Etanol 6014,12 1 0,6586
C:Glutaraldehido 1689,16 1 0,8145
AB 17118,9 1 0,4584
AC 9869,94 1 0,572
BB 83044 .,4 1 0,113
Error Total 505427 17
Total (corr.) 887178 23

La tabla de ANOVA mostrada, divide la variabilidad en actividad especifica en
distintos segmentos separados para cada uno de los efectos. Después prueba la
significacién estadistica de cada efecto comparando la media al cuadrado contra
una estimacion del error experimental. En este caso, uno de los efectos tiene los
p-valores inferiores a 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero
al 95,0% de nivel de confianza. El valor estadistico P determina el grado de
significancia de cada uno de los efectos de las variables sobre la actividad
especifica de los agregados entrecruzados de la peroxidasa, por lo cual hay
evidencia que la concentracion de albumina tiene efecto sobre la actividad

especifica.

Posterior al analisis estadistico se elaboraron los graficos de superficie de
respuesta y de superficie de contorno con el propdsito de hallar la combinacion de
niveles en los factores que permiten maximizar la actividad especifica de los
CLEAs. En las figuras 7 y 8 se muestran los graficos de superficie de respuesta y
de superficie de contorno respectivamente, para los resultados obtenidos de la
tabla 8.
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Figura 7. Grafico de superficie de respuesta para la elaboracion de los CLEAs.
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La figura 7 muestra la actividad especifica estimada como una funcién de la
concentracion de albumina y de etanol. La altura de la superficie representa el

valor de la actividad especifica. Los otros factores se mantienen constantes.

Figura 8. Grafico del contorno de superficie de respuesta para la elaboracion de
los CLEAS.
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La figura 8 muestra los contornos para la actividad especifica de los agregados
entrecruzados de la peroxidasa como una funcién de la concentracion de albumina
y de etanol. Cada linea del contorno representa combinaciones de concentracion
de albumina y concentracién de etanol que dan un valor seleccionado de actividad

especifica. Los otros factores se mantienen constantes.

A partir de las figuras 7 y 8 se realizo la estimacién de las condiciones de
operacion optimas, obteniendo un valor maximo de actividad especifica para una
concentracion de albumina de 1 mg/mL, una concentracion de etanol del 70% (v/v)

y una concentracion de glutaraldehido del 2% (p/v).

Mediante el analisis estadistico previo se pudo determinar que la concentracion de
la albumina es quien incide directamente sobre la actividad enzimatica de los

agregados entrecruzados de la peroxidasa.

La estrategia de usar una fuente de proteina durante la elaboracién de agregados
entrecruzados es benéfica cuando la concentracion de proteina inicial es baja y
cuando la enzima es inactivada por el glutaraldehido. En el caso de la peroxidasa
de palma real, su baja concentracion proteica, asi como su limitado numero de
residuos de Lys impiden el entrecruzamiento efectivo con el agente bifuncional
(glutaraldehido), por lo que el uso de una fuente proteica inerte como la albumina
permitid disponer de un mayor numero de residuos de Lys que podrian reaccionar
con el glutaraldehido, facilitando la formacién de los agregados entrecruzados. Es
importante sefialar, que a medida que se aumento la concentracién de albumina
disminuy6é la actividad enzimatica, lo cual puede ser ocasionado por un
impedimento estérico sobre el sitio activo de la enzima, provocado
primordialmente por elevadas concentraciones de BSA (66,5 kDa), que es una
proteina voluminosa que rodea la peroxidasa, provocando una resistencia al

ataque del sustrato sobre la enzima para su posterior oxidacion [9].
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3.3 OPTIMIZACION DE LOS AGREGADOS ENTRECRUZADOS DE
PEROXIDASA

La maximizacién de la actividad especifica de los CLEAs se estimé mediante la
combinacioén de niveles en los factores obtenidos en los graficos de superficie de
respuesta y de superficie de contorno mostrados en la seccioén 3.2. Se determiné
que para una concentracion de albumina de 1 mg/mL, una concentracion de etanol
del 70% (v/v) y de glutaraldehido del 2% (p/v), se obtendria la maxima actividad
especifica de los agregados entrecruzados. En base a esta aproximacion, se
elaboraron los agregados entrecruzados de la peroxidasa bajo estas condiciones,

obteniendo una actividad especifica promedio de 752,5 U/mg.

Los CLEAs elaborados con BSA mostraron un incremento en un factor de 1,2

veces comparados con la actividad especifica de la enzima soluble.

3.4 ESTABILIDAD TERMICA DE LOS AGREGADOS ENTRECRUZADOS
ELABORADOS BAJO LAS CONDICIONES OPTIMAS

Antes de dar inicio a esta etapa, es necesario tener en cuenta las constantes de
inactivacién de la enzima soluble como punto de partida para la evaluaciéon de la
estabilidad térmica de los agregados entrecruzados. En la figura 9, se observa la
cinética de inactivacion de la peroxidasa de palma real (RPP). La tabla 9, muestra
los valores de la constante de inactivacion para la peroxidasa soluble a diferentes

temperaturas.
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Figura 9. Estabilidad térmica de la peroxidasa de palma real (RPP) a diferentes

temperaturas [8].
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Tabla 9. Constantes de inactivacion de la peroxidasa soluble a diferentes

temperaturas [8].

Temperatura Kinactiv
(°C) (seg™)
80 6,80 x 107
90 1,86 x 102
91 3,40 x 1072
92 14,6 x 102
96 29.8 x 1072

En la figura 9 se observa que la inactivacion total de la peroxidasa soluble ocurre
a una temperatura de 96°C, luego de un tiempo de incubacion de 20 minutos. De
la tabla 9 se establece que la enzima soluble empieza a inactivarse a partir de los

80°C, por lo cual se tomo6 esta temperatura inicial y el tiempo maximo de
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incubacion (20 min) para la evaluacién de la estabilidad térmica de la solucién

enzimatica conteniendo BSA y de los agregados entrecruzados.

En las figuras 10 y 11 se observa la cinética de inactivacion de la solucién
enzimatica conteniendo BSA y de los agregados entrecruzados de la peroxidasa

de la palma real elaborados bajo las condiciones 6ptimas, respectivamente.

Figura 10. Estabilidad térmica de la solucion enzimatica conteniendo BSA a

diferentes temperaturas.
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Figura 11. Estabilidad térmica de los agregados entrecruzados de peroxidasa

(CLEAS) de la palma real a diferentes temperaturas.

100 #

80

—e—CLEAa70°C
—a— CLEAa 80°C
—a— CLEAa 90°C

CLEAa 96°C

60

40 -

20

Actividad Residual / (%)

0 T T T 1
0 5 10 15 20

Tiempo de Incubacidn / (min)

De la figura 10, se aprecia que la actividad de la solucion enzimatica conteniendo
BSA disminuyé a partir de una temperatura de incubacién de 70°C. Por el
contrario, en la figura 11, los agregados incubados a esta temperatura
conservaron totalmente su actividad original. Ademas, en comparacion con la
enzima soluble, los agregados enzimaticos a una temperatura de 96°C retuvieron

el 30% de su actividad inicial.
En la tabla 10 se comparan los valores de las constantes de inactivacién de la

enzima soluble, la solucién enzimatica conteniendo BSA y los agregados

entrecruzados.
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Tabla 10. Constantes de inactivacion de la enzima soluble, la solucidn enzimatica

conteniendo BSA y los agregados entrecruzados elaborados (CLEAS) a diferentes

temperaturas.
kinactiv kinactiv kinactiv
Tem ‘(’oeéf‘t“ra CLEAS RPP RPP+BSA
(seg™) (seg™) (seg™)
70 1,20 x 1073 79x103
80 610x10° 680x10° 4093103
90 141x10° 1.86x10% 1135 10?
96 313x10° 29.8x10% 385y 103

De la tabla 10, se puede observar que a una temperatura de incubacién de 80°C y
96°C los CLEAs poseen mayor estabilidad que la peroxidasa soluble y que la
solucion enzimatica que contiene BSA. Por otro lado, a una temperatura de
incubacién de 90°C, es la solucién enzimatica conteniendo BSA quien posee

mayor estabilidad a altas temperaturas que los CLEAs y que la peroxidasa soluble.

Los agregados entrecruzados de la peroxidasa mostraron un incremento de 1,3 y
1,2 veces la estabilidad térmica en comparacién con el de la peroxidasa soluble a
una temperatura de 90°C y 96°C, respectivamente. Este aumento de la estabilidad
puede ser ocasionado por el entrecruzamiento intermolecular e intramolecular del
glutaraldehido con las moléculas de la enzima y de igual forma por el
entrecruzamiento del glutaraldehido con los residuos lisinicos de la albumina, lo
que ocasiona una conformacion estructural mas rigida que hace mas resistente a

la enzima a cambios conformacionales producidos por la temperatura [8].
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3.5 ESTABILIDAD DE LOS AGREGADOS ENTRECRUZADOS EN
PRESENCIA DE SOLVENTES ORGANICOS

La eleccion de los solventes se realizd teniendo en cuenta que los solventes
organicos con un Log P < 0, como el acetonitrilo (-0,33), son hidrofilicos y las
enzimas son menos estables en ellos; ademas los que poseen un 1 > Log P > 0,
como el tetrahidrofurano (0,44), son levemente polares siendo las enzimas

relativamente estables en tales solventes [3].

En las figuras 12 y 13, se puede apreciar el efecto de los solventes organicos
sobre la enzima soluble y la solucion enzimatica de peroxidasa con BSA,

respectivamente, después de un tiempo de incubacion de 60 minutos.

Figura 12. Efecto de los solventes organicos sobre la peroxidasa de palma real,

después de un tiempo de incubacion de 60 minutos.
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Figura 13. Efecto de los solventes organicos sobre la enzima soluble con BSA,

después de un tiempo de incubacion de 60 minutos.

100
S
= 80
= a
= 60
? | . |—e—ACN
na =
T 4. THF
©
=]
2 20 -
(&)
<

0 T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Solvente Organico / (%v/v)

Los solventes miscibles con el agua, es decir, con alto grado de hidrofilicidad
interaccionan con la enzima y provocan una disminucion de la actividad
enzimatica. Este efecto es mas marcado a medida que la concentracion del
solvente organico aumenta, lo cual se evidencia al observar las figuras 12 y 13,
donde la actividad especifica de la enzima soluble disminuye al incrementar la
concentracion de ACN que actua, en este caso, como el solvente organico mas
hidrofilico. Aparentemente, las causas que explican este fendmeno son la
capacidad de los solventes hidrofilicos de solubilizar la capa de agua que rodea y
mantiene cataliticamente activa la enzima y los cambios conformacionales en la

molécula de enzima que ocurren en presencia de solventes organicos [18].

Normalmente solventes con altos valores de Log P (mayores que 4, solventes
hidrofdbicos) causan menor inactivaciéon de la enzima que los solventes mas
hidrofilicos [22].



Los solventes polares usualmente requieren mayor cantidad de agua, que los
solventes apolares, para obtener la misma eficiencia catalitica sobre algun
sustrato; esto es debido a que los solventes apolares son incapaces de retirar las

moléculas de agua adherida a la superficie catalitica de la enzima [22].

La figura 14 muestra el efecto de solventes organicos como el tetrahidrofurano y
el acetonitrilo sobre la actividad catalitica de los agregados entrecruzados de
peroxidasa de palma real (Roystonea regia), después de 60 minutos de

incubacion.

Figura 14. Efecto de los solventes organicos sobre los agregados entrecruzados

de peroxidasa de palma (CLEASs), después de 60 minutos de incubacion.
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De la figura 14 se estima que los agregados entrecruzados de la peroxidasa
mantienen hasta un 80% y 70% de su actividad residual en una concentracion del
80% (v/v) de tetrahidrofurano y de un 75% de acetonitrilo, respectivamente, luego
de un tiempo de incubacién de 60 minutos. Esto evidencia que los CLEAs de la

peroxidasa son altamente estables al ser incubados en estos solventes.
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En las figuras 12, 13 y 14 se observa un incremento de la actividad en las
soluciones enzimaticas y en los agregados entrecruzados a concentraciones
moderadas de solventes organicos (aproximadamente 10 — 30 %v/v). Debido, en
el caso de enzimas hidroliticas como lo es la peroxidasa, a que los solventes
organicos estan directamente involucrados en la reaccién enzimatica y actuan

como nucledfilos adicionales [18].

En la figura 15 se hace una comparacion del efecto de los solventes organicos
sobre la enzima soluble, la solucién enzimatica de peroxidasa con BSA y los
agregados entrecruzados elaborados en los solventes empleados, después de un

tiempo de incubacion de 60 minutos.

Figura 15. Comparacién del efecto de los solventes organicos sobre la enzima
soluble, la soluciéon enzimatica de peroxidasa con BSA y los agregados
entrecruzados elaborados en: A) acetonitrilo (ACN) y B) tetrahidrofurano (THF).
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En la figura 15 se aprecia que los agregados entrecruzados de la peroxidasa de la
palma real mostraron un incremento en su estabilidad frente a solventes organicos
como el THF y el ACN, en comparacion con la solucion enzimatica de RPP
conteniendo BSA. Este aumento de estabilidad en solventes organicos se debe
posiblemente a que los agregados entrecruzados son mas resistentes a cambios
conformacionales ocasionados por la ruptura de enlaces entre las moléculas de la
enzima y la capa hidratante que rodea a la misma, lo que ocasiona la disminucion
de la actividad catalitica, esto de acuerdo a lo propuesto por Secundo y Carrea
[26] en su investigacion sobre la actividad y conformacion de lipasas y otras

enzimas en solventes organicos.
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4. CONCLUSIONES

Los agregados entrecruzados de la peroxidasa de la palma real (Roystonea
regia) elaborados con albumina de suero bovino (BSA), mostraron un
incremento en la actividad especifica y estabilidad térmica en comparacion

con la enzima soluble.

En el proceso de elaboracion de los agregados entrecruzados de la
peroxidasa se establecido que la concentracion de albumina de suero bovino
(BSA) ejercio una influencia significativa (estadistico P< 0.05) sobre la

actividad enzimatica de los agregados entrecruzados formados.

La maxima actividad enzimatica de los agregados entrecruzados (CLEAS) se
estimé mediante la combinacion de niveles en los factores obtenidos en los
graficos de superficie de respuesta y de superficie de contorno.
Determinandose, que para una concentracion de albumina de 1 mg/mL, una
concentracion de etanol del 70% (v/v) y de glutaraldehido del 2% (p/v) se
obtendria la maxima actividad especifica de los CLEAs.

La optimizacién de los agregados entrecruzados de la peroxidasa llevo a la
obtencion de una actividad especifica de 752,5 U/mg para el CLEA, con lo
cual se corrobor6 el aumento de la actividad especifica del agregado en

comparacion con la enzima soluble.

Los agregados entrecruzados de la peroxidasa con BSA elaborados bajo las
condiciones Optimas, presentaron una estabilidad térmica relativamente
mayor, en un factor de 1,3 y 1,2 veces, al de la enzima soluble a una

temperatura de 90°C y 96°C respectivamente.
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La adicion de BSA como fuente proteica facilita la obtencién de CLEAs en
casos donde la concentracion de proteina inicial de la enzima es baja y
cuando la enzima es vulnerable a la alta concentracion de agente

entrecruzante (glutaraldehido).

Los solventes organicos miscibles con el agua, interaccionan con la enzima y
provocan una disminucidn de la actividad enzimatica. Este efecto es mas
marcado a medida que la concentracion del solvente organico aumenta, tal
como se aprecio al incubar a la RPP en acetonitrilo (ACN) que posee un alto
grado de hidrofilicidad interaccionando con la enzima y provocando una

disminucioén de la actividad enzimatica.

La actividad catalitica de la RPP fue mayor al ser incubada en un solvente
organico levemente hidrofébico, como lo es el tetrahidrofurano (THF),
corroborando el funcionamiento de las enzimas en este tipo de solventes

organicos.

La manera de reducir las limitaciones que presentan las enzimas
suspendidas en solventes organicos es mediante la inmovilizacion, donde el
acceso a las moléculas individuales de proteina se mejora. La inmovilizacién
realizada mediante el entrecruzamiento de agregados (CLEAs) de peroxidasa
condujo a una mayor estabilidad tanto en solventes hidrofilicos (ACN), como

en los relativamente hidrofébicos (THF).

Los CLEAs elaborados mantuvieron hasta un 80% de su actividad residual a

elevadas concentraciones de solvente organico (ACN y THF).
De forma concluyente, los CLEAs elaborados usando como fuente de

proteina BSA, aumentaron la estabilidad térmica y la estabilidad en solventes

organicos de la peroxidasa de palma real.
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S. RECOMENDACIONES

Realizar un analisis de microscopio de barrido electrénico (SEM), para determinar
el tipo de estructura (tipo clustering o tipo bolas) de los agregados entrecruzados

formados usando BSA como fuente de proteina.
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ANEXO A

Curva de calibracién para la determinaciéon de la concentracion de proteina por el

método de Bradford.
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ANEXO B

Calculo de la actividad especifica de la peroxidasa soluble de la palma real

(Roystonea regia).

La actividad especifica de la peroxidasa soluble se determino asi:

Donde:

10° Vv, d

t

C

actividad especifica (U/mg) = m

prot
producto m

Pendiente (mol/L.min)

Coeficiente de extincién molar del guayacol, 5200 M"-cm™.

volumen total de reaccion (ml).

Volumen de solucién enzimatica (ml).

factor de dilucién de la solucion enzimatica.

concentracion de proteina en la solucidon enzimatica.

se definié como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 ymol
guayacol por minuto bajo condiciones de pH 6.0 y temperatura de 25
°C.

La actividad especifica de los agregados entrecruzados se determin6é de igual

forma que la enzima soluble
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ANEXO C

Calculo de la actividad especifica de los agregados entrecruzados de la

peroxidasa de la palma real (Roystonea regia).

Donde:

A ctapa 4 : Actividad del agregado entrecruzado + enzima libre que no fue
entrecruzada.

A ctapa s : Actividad del sobrenadante conteniendo solo enzima libre.

La actividad en cada etapa se determiné de forma similar a la mostrada en el
anexo B, teniendo en cuenta la concentracion de proteina entrecruzada y la

concentracion de proteina en el sobrenadante.
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ANEXO D

Las constantes de inactivacion térmica, se determinaron siguiendo un modelo

cinético de primer orden.

E=Eo+e ™™
a=E/Eo

a=e""
Donde:

a: Es la actividad volumétrica medida en U/mL de extracto enzimatico.
k : Constante de inactivacion.

t: Tiempo de incubacion para cada temperatura.

Para hacer posible el calculo de la constante, se procedi6 a realizar la linealizacion

de la curva.
Ln(a) =-k, *t

Donde la pendiente de esta curva permite calcular las constantes de inactivacion

térmica, en unidades de t ™.
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