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1. INTRODUCCION
1.1 CINETICA ENZIMATICA

Los enzimas son piezas fundamentales en el correcto funcionamiento de cualquier
sistema bioldgico. Gracias a su naturaleza proteica y a las estructuras
tridimensionales complejas que son capaces de adoptar, estas moléculas actian como
catalizadores de reacciones quimicas. La funcidén de los enzimas es disminuir la
energia de activacion de la reaccion, aumentando de este modo la velocidad de
reaccion. Los enzimas no alteran el balance energético de las reacciones en que
intervienen, ni modifican, por lo tanto, el equilibrio de la reaccion. Por este motivo,
en las reacciones catalizadas por enzimas se observa una mayor rapidez a la hora de

alcanzar el equilibrio.

La ciencia que estudia la velocidad de las reacciones quimicas que son catalizadas
por enzimas es la cinética enzimatica, en la cual, las moléculas sobre las que acttian
los enzimas se denominan sustratos y las moléculas resultantes de la conversion
productos. El estudio de la cinética de un enzima permite explicar los detalles de su
mecanismo catalitico, su papel en el metabolismo o incluso cémo se controla su

actividad en la célula.

Las dos propiedades méas importantes a la hora de trabajar con enzimas son: el
tiempo que tarda en saturarse con un sustrato en particular y la velocidad méxima de
reaccion que puede alcanzar. Para el estudio de estas propiedades en el laboratorio se
realizan los ensayos enzimaticos. El procedimiento a seguir en estos casos es medir
la apariciéon de un producto o la desaparicion de un sustrato frente al tiempo. Para
ello se utilizan técnicas como la espectrofotometria que detecta los cambios en la
absorbancia de las muestras a analizar. Los datos se representan graficamente de
manera que se obtiene una curva asintética cuya pendiente es la velocidad inicial de
la reaccion (figura 1). La forma de la curva viene derivada de la disminucion

progresiva del sustrato o de las condiciones en las que se da la reaccion.



Producto formado
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Figura 1. Curva de progreso de una reaccion
enzimatica.

Otra de las consideraciones mas remarcables en la cinética enzimatica son los
distintos factores fisico-quimicos que puedan modificar la actividad del enzima.
Entre estos factores destacan la temperatura, el pH y la concentracion salina. Al ser
de naturaleza proteica, el enzima tendra una temperatura critica donde la molécula se
desnaturalizara e ird perdiendo progresivamente su actividad catalitica. Del mismo
modo, a medida que aumenta la temperatura y hasta llegar a la temperatura critica la

actividad catalitica tendera a subir.

Las variaciones en el pH influyen en la carga de los aminoacidos que componen los
enzimas. Esto afecta a la estructura proteica y deriva en cambios en la actividad
enzimatica. Los enzimas suelen tener un rango optimo de pH que puede ser distinto
de un enzima a otro. Al igual que el pH la concentracion salina también influye en la
carga y estructura del enzima por lo que también resulta crucial en la cinética

enzimatica.

Como ya se ha mencionado con anterioridad, las reacciones catalizadas por enzimas
son saturables, con lo que al aumentar la concentracion de sustrato la velocidad de
catalisis no muestra un comportamiento lineal en su representacion grafica. Al
aumentar la concentracion de sustrato, llega un momento en que el enzima se satura
de sustrato y alcanza su velocidad méxima (Vmax), que no sobrepasara en ningin

caso, independientemente de la concentracion de sustrato.



Para el mecanismo de union de un Unico sustrato para una reaccion enzimética, como
es el caso de este proyecto, generalmente se suele seguir el modelo de Michaelis-
Menten. Segun este modelo, a bajas concentraciones de sustrato, el enzima
permanece en un equilibrio constante entre la forma libre y el complejo enzima-
sustrato. Esto se debe a que la velocidad, en estas condiciones, es mucho mas
sensible a pequefios cambios en la [S]. Sin embargo, a altas concentraciones de

sustrato, el enzima se satura y solamente queda la forma unida al sustrato (figura 2).

rey [5]

Figura 2. Representacion grafica de la curva de saturacién de un enzima,
donde se puede observar cdmo evoluciona la relacion entre la concentracion de
sustrato y la velocidad de la reaccion.

La relacién entre la velocidad de la reaccion y la concentracion de sustrato
representada en el grafico se muestra mediante la ecuacién de Michaelis-Menten.

Esta ecuacion es la base de la mayoria de las cinéticas enzimaticas monosustrato.

-

by = “maz [S]
B e (1)

K + [S]

La constante de Michaelis Km se define como la concentracion a la que la velocidad

de la reaccion enzimatica es la mitad de la Vmax. Asimismo, Vmax se define como

la velocidad maxima de una reaccidn a una concentracion de enzima determinada.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/87/Michaelis-Menten.png

Aunque a bajas concentraciones de sustrato se mantenga lineal, se va curvando a
medida que aumenta la concentracion de sustrato. Al no ser lineal, no resulta facil
estimar los parametros cinéticos directamente del grafico. Esto dio lugar a que varios
investigadores concentraran sus esfuerzos en desarrollar formas lineales de la
ecuacion de Michaelis-Menten, dando como resultado la gréafica de Lineweaver-Burk
o0 doble reciproca. En este tipo de representacion, se toman los valores inversos a
ambos lados de la ecuacion de Michaelis-Menten dando como resultado una linea
recta (ecuacion 2). De los puntos de corte y de la pendiente de la linea recta se

pueden determinar los valores de Vmax y Km (figura 3).

1 Km 1
~ = + @
Vo Vmax [S] Vmax

==

T K

Wmax

_ﬁ\ R“x\ 1

]

Figura 3. Representacion de Lineweaver-Burk o doble
reciproca a partir de los valores inversos de la ecuacion de
Michaelis-Menten.

El hecho de conocer los pardmetros cinéticos de Km y Vmax es de gran importancia
porque permite explicar como funciona un enzima, ademas de predecir como se
comportara ese enzima in vivo, ya que Kmy VVmax son los pilares fundamentales a la
hora de intentar comprender el funcionamiento de las enzimas en el control del

metabolismo.

Con todo, dominando bien la cinética de los enzimas y jugando con su versatilidad

metabdlica el estudio de los enzimas puede resultar muy practico para la industria. El


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/06/Lineweaver-Burke_plot.PNG

primer competidor de la catélisis enzimatica en el sector industrial es la catélisis
quimica, aun asi el uso de enzimas ofrece multitud de ventajas. En primer lugar,
mediante la catalisis enzimatica se pueden dar reacciones que de otra forma no serian
viables. En segundo lugar, los enzimas ofrecen especificidad tanto posicional como
por el sustrato. Ademas, estas moléculas de naturaleza proteica permiten trabajar en
condiciones menos agresivas para el reactor y disminuyen el nimero de etapas
necesarias para llevar a cabo el proceso. Para finalizar con las ventajas de la
utilizacion de los enzimas en procesos industriales hay que tener en cuenta la
ingenieria genética, que permite obtener el enzima en grandes cantidades, y la

inmovilizacion.
1.2 INMOVILIZACION ENZIMATICA

La inmovilizacion enzimaética es una técnica que actualmente se encuentra en pleno
auge, principalmente por la estabilidad y la alta tasa de reutilizacién que permite. El
hecho de inmovilizar un enzima supone una restriccion artificial de la movilidad del
biocatalizador por medios fisicos o quimicos. En la tabla que se muestra a
continuacion se muestran las ventajas y limitaciones de la inmovilizacion de enzimas
(tabla 1).

Tabla 1. Ventajas y limitaciones de la inmovilizacion enzimatica.

Ventajas Limitaciones

v" Aumenta la estabilidad del enzima Disminuye la actividad como

resultado de la inmovilizacion

(\

Permite la reutilizacion

v Mayor facilidad para separar el % Posibles problemas de difusion y

producto transferencia de masa

v" Mayor control de la transformacién SOl METITEEER £F e

v’ Permite reacciones en continuo y propiecdces Caialiticas

. . x Incremento del preci
reacciones multietapas, donde se cremento del precio
combinan varios enzimas

v Disminuye la inmunogenicidad




Existen varios métodos de inmovilizacion de enzimas y se clasifican en los
siguientes cuatro grupos: adsorcién, union covalente, atrapamiento y
microencapsulacion o encapsulamiento en membranas. Los ultimos dos métodos
requieren de una retencion fisica mientras que los primeros dos se dan mediante
uniones quimicas. La eleccion de la técnica de inmovilizacion mas adecuada en cada
caso, depende del tipo de catélisis requerida, de las caracteristicas cinéticas y
estructurales del enzima, de la toxicidad de los agentes, de los costes del método y de
las propiedades que se desean dar al nuevo catalizador. Cabe destacar que no existe
un método universal para la inmovilizacion y es que varia mucho en funcién de los

objetivos.

En muchas ocasiones el microencapsulamiento y el atrapamiento se descartan por su
coste relativamente alto y su manejabilidad. La adsorcion, a pesar de ser un método
que no provoca cambios en el enzima (Brady y Jordaan, 2009), suele ser descartado
porque sus débiles interacciones son notablemente sensibles a la temperatura o pH.
Debido a esto, la técnica que se ha usado en este proyecto es la unién covalente

combinada con el entrecruzamiento entre enzimas.

La union covalente es la técnica donde més se ha avanzado en los ultimos afios
(Brady y Jordaan, 2009), debido a que sus fuertes uniones son mas resistentes ante
condiciones adversas. Consiste en la unién entre grupos funcionales de aminoacidos
del enzima, con un soporte también funcionalizado. Estas uniones se dan mediante
agentes entrecruzantes como el glutaraldehido, una molécula bifuncional que forma
bases de Schiff entre sus aldehidos y los grupos amino de aminoacidos como lisina y
el soporte (Hermanson, 2008). Para una mayor estabilidad, las bases de Schiff se
reducen, generalmente, con NaBH; a pH alcalino (Bayliss y Adams, 1979). El
entrecruzamiento se puede dar también entre las mismas enzimas de manera que se

formen agregados o CLEASs (Cross-Linked Enzyme Aggregates).

Existen varias consideraciones a la hora de aplicar el método de inmovilizacion por
unién covalente. Para empezar, la union debe darse de manera que no entorpezca la
interaccion entre sustrato y centro activo. No sélo eso, se debe evitar que la
inmovilizacion produzca un cambio conformacional en el enzima volviéndolo

inactivo. Por dltimo, las condiciones experimentales del proceso en ningun caso
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pueden causar la desnaturalizacion o desactivacion del enzima. Por lo tanto, lo
conveniente es encontrar un equilibrio entre sencillez, precio y estabilidad. Para ello,

en esta investigacion se han utilizado nanoparticulas magnéticas (MNP).
1.3 INMOVILIZACION EN NANOPARTICULAS MAGNETICAS

El magnetismo ofrece ciertas propiedades interesantes a la hora del trabajar en el
laboratorio, debido a que actia de forma selectiva sobre algunos materiales sin
producir ningan efecto sobre el resto. A esto hay que sumarle que su alta
manejabilidad permite la recuperacion del material magnético de cualquier muestra

con relativa facilidad.
1.3.1 Ferromagnetismo

En funcion de la distribucion de spines y de la respuesta ante la aplicacion de un
campo magnético, existen distintos tipos de materiales. Los materiales
ferromagnéticos estan divididos en dominios magnéticos y dentro de cada dominio
los spines estan orientados en una direccion. Al aumentar la intensidad del campo
magnético (H) todos los spines se orientan a un mismo sentido formando un
monodominio. Al retirar el H de estos materiales el monodominio se mantiene
durante cierto tiempo, de manera que queda imantado. Por encima de una
temperatura dada (que depende de la composicion del material), este se comporta
como un compuesto paramagnético. Esta temperatura es la temperatura de Curie
(Tc).

1.3.2 Paramagnetismo

El paramagnetismo es la tendencia de los spines a alinearse paralelamente a
un campo magnético. Cuando no existe ningun campo magnético externo, estos
spines estan orientados al azar. En presencia de un campo magnético externo tienden
a alinearse paralelamente al campo, pero esta alineacion esta contrarrestada por la
tendencia que tienen los spines a orientarse aleatoriamente debido al movimiento
térmico. En el paramagnetismo el campo magnético actia de forma independiente

sobre cada spin, y no hay interaccion entre ellos. Los materiales paramagnéticos son
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materiales atraidos por imanes, pero no se convierten en materiales permanentemente

magnetizados a diferencia de los materiales ferromagnéticos.

Esta magnetizacion residual que presentan los materiales ferromagnéticos se debe al
fendmeno de la histéresis, que es la tendencia de un material a conservar una de sus
propiedades en ausencia del estimulo que lo ha generado. Mediante distintos ciclos
de histéresis a temperaturas constantes y representando la magnetizacion (M) en
funcién del campo magnético (H) aplicado, se pueden estimar propiedades como la

remanencia (Mr), saturacién magnética (Ms) o coercitividad (Hc) (figura 4).

Figura 4. Ciclo de histéresis donde se representa la
magnetizacion de un material en funcion del campo
magnético aplicado.

La magnetizacion de un material hace referencia al momento magnético por unidad
de volumen. La remanencia (Mr), es el magnetismo residual tras retirar el campo
magnético. De este modo, cuanto mas ferromagnético sea el material mayor sera la
remanencia. Otra propiedad es la saturacion magnética (Ms), es decir, la
magnetizacion a la cual todos los spins estan orientados en un mismo sentido. Para
terminar con las propiedades méas destacables esta la coercetividad (Hc), que hace
referencia al campo magnético en sentido contrario necesario para anular el

magnetismo remanente.
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1.3.3 Superparamagnetismo

A medida que va disminuyendo el tamafio de los materiales, el comportamiento de
los &tomos que los componen muestra diferentes propiedades a las que originalmente
tenian en un tamafio macroscopico. Las propiedades que cambian con la reduccién
de tamafio son de tipo morfoldgico, térmico, Optico, mecanico y electromagnético
(Schmid, 2004). Para este trabajo en el que se inmovilizan proteinas a MNP, las

propiedades que mas interesan son las electromagnéticas.

Esta aparicion de nuevas propiedades se refleja en la aparicion del fenémeno del
superparamagnetismo en materiales ferromagnéticos inferiores a los 10nm. El
superparamagnetismo fue acufiado por primera vez por Bean y Livingston (Bean y
Livingston, 1959) y es un comportamiento magnético con algunas caracteristicas
del ferromagnetismo y otras del paramagnetismo. Los materiales
superparamagnéticos se comportan como un elemento paramagnético por debajo de
la temperatura de Curie. EI material tiene la capacidad de no quedarse magnetizado,
es decir, su curva de histéresis no seria una histéresis clasica, ya que son nulas la
coercitividad y la remanencia (figura 5). Esto ocurre de manera tedrica, pero siempre

quedara un minimo de dichas propiedades.

M,

Figura 5. Curva tipica de histéresis de un material
superparamagnético.



13

El superparamagnetismo estd muy asociado al tiempo de relajacion de la
magnetizacion, y es que cuanto méas pequefio sea menos tiempo habra para inducir el

cambio de spin en los dominios magnéticos vecinos.

La temperatura también influye en el tiempo de relajacion, a mayor temperatura
menor tiempo de relajacion. Pero, en este caso, por encima de Tc la energia térmica
es tan grande que impide la orientacion de todos los spines en un mismo sentido, por
lo que desaparece la magnetizacién. A esto hay que sumarle la temperatura de
bloqueo, por debajo de la cual aparece el ferromagnetismo. Para medir la
magnetizacion existen distintos dispositivos o técnicas tales como SQUID
(Dispositivo superconductor de interferencia cuantica) o VSM (Magnetometria de

muestra vibrante).
1.3.4 Sintesis de MNP

Teniendo en cuenta todos los factores mencionados el método seleccionado durante
el desarrollo de este trabajo para sintetizar MNPs es el método quimico por
coprecipitacion de sales de hierro, (Massart, 1981), que es el mas habitualmente

empleado en biotecnologia (Cabrera et al., 2008).

Al sintetizar MNP por coprecipitacion de sales de hierro se forman nanoparticulas de
Oxidos de hierro. Los 6xidos mas comunes que se originan son magnetita (Fes0,) y
maghemita (y-Fe,O3), pero interesa obtener magnetita ya que al tener una Ms mayor,
tendra una mejor respuesta al campo magnético. Por este motivo, hay que evitar la
oxidacion de magnetita a maghemita eliminando el oxigeno del medio, mediante un

burbujeo con Ny,

Si la coprecipitacion de Fe(l1) y Fe(l11) se realiza en presencia de hidroxido amonico
se consigue que las nanoparticulas presenten grupos hidroxilo superficiales de gran
importancia para su posterior funcionalizacion (Morales et al., 1999, Li et al., 2010).
En este trabajo, esta funcionalizacion se ha realizado aportando grupos reactivos

amino a la superficie.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en este proyecto se ha realizado una
inmovilizacion covalente combinada con el entrecruzamiento entre enzimas. Es

decir, nanoparticulas entrecruzadas con enzima precipitado y éstas a su vez



14

entrecruzadas entre si. Con esto y segun trabajos realizados con anterioridad en este
grupo, se consigue una herramienta muy estable y facil de recuperar para una posible

reutilizacion.
1.4 LIPASAS

El enzima con el que se ha trabajado es una lipasa (EC 3.1.1.3), las lipasas son
enzimas ubicuas presentes en todo tipo de seres vivos (Montero et al., 1993). Su
funcién biologica es la hidrdlisis de ésteres, especialmente utilizan como sustrato
triacilglicéridos de cadena larga, y producen glicerol, acidos grasos libres, di- y
mono-acilglicéridos. La mayoria de lipasas microbianas tienen un méaximo de
actividad en un intervalo de pH entre 6,6 y 8,5, con un maximo de estabilidad a pH
neutro. Respecto a la temperatura, la mayoria son muy activas entre 30 °C y 40 °C
(Malcata et al., 1992).

Ademas, también son capaces de catalizar en el medio adecuado otro tipo de
reacciones, como esterificaciones, transesterificaciones y amindlisis (Malcata et al.,
1992; Villenueve et al., 2000). Esta variedad de reacciones son muy interesantes
desde un punto de vista biotecnolégico (Sharma et al., 2001; Hasan et al., 2006).
Ademas, las lipasas estan presentes en la mayoria de los campos donde se aplican
enzimas: investigacion cientifica, cosméticos, diagndstico quimico, aplicaciones
terapéuticas, y catélisis industrial (Sharma et al., 2001). Las lipasas procedentes de
bacterias y hongos son las que mayor potencial tienen en la biocatéalisis industrial por
ser mas robustas, mas faciles de producir y méas faciles de recuperar del medio de
cultivo (Vakhlu y Kour, 2006). Por este motivo, en este trabajo la lipasa empleada es
la lipasa B de Candida antarctica (figura 6).

Figura 6. Modelo en tres dimensiones de la lipasa B de Candida antarctica
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La lipasa B de Candida antarctica (CALB) en disolucion, tiene un pH 6ptimo de
actividad de 7 y es estable en el intervalo de pH 3,5-9,5. La temperatura de
desnaturalizacion varia entre 50 °C y 60 °C dependiendo del pH. Cuanto mas elevada
es la temperatura y mas acido el pH, mayor es el grado de desnaturalizacién
(Anderson et al., 1998). Sin embargo, la estabilidad de CALB aumenta cuando se
inmoviliza, siendo capaz de funcionar con disolventes de todo tipo, incluso con los

mas apolares.

En 1985 Klibanov descubrié que en medios microacuosos habia enzimas que
mostraban un comportamiento diferente al natural (Zaks y Klibanov, 1985), llevando
a catalizar reacciones totalmente distintas a las que acostumbran. Un claro ejemplo es
la CALB que es muy conocida por la produccién de biodiesel a partir de medios
organicos. Aun asi, el objetivo de este proyecto se centra en el analisis de la
capacidad hidrolitica en medios acuosos de CALB. Esto es, la capacidad esterasa que
tiene el enzima, con aplicabilidad en cualquier sector relacionado con la eliminacion
de grasas. Ya se han realizado experimentos previos relacionados en los que se
estudia la hidrdlisis de tributirina (Fang et al., 2014) o aceite de oliva (Sun et al.,
2010). En el caso del hidrolisis del aceite de oliva se utilizd una inmovilizacion
mediante adsorcion fisica a una resina macroporosa. Ademas, se sabe que esta

capacidad hidrolitica podria ser Gtil en la degradacion de poliésteres.

Teniendo en cuenta todo lo mencionado, quizas es la lipasa mas empleada en
biotecnologia, utilizandose sus productos en formulaciones de cosmeética, flavores,

fragancias, lubricantes y biodiesel (Anderson et al., 1998).
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1.5 OBJETIVOS

Con anterioridad este grupo de trabajo ya ha demostrado la efectividad en la
produccién de biodiesel mediante mCLEAs. Estas CLEAs magnéticas estan
constituidas por agregados de lipasa B de Candida antarctica (CALB) entrecruzadas
con nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con grupos —NH2. Con el fin de
obtener méas informacion acerca de la inmovilizacion de CALB y su posterior

funcionamiento en medios acuosos se plantean los siguientes objetivos:

e Obtencion de CLEAs de CALB, sintesis y funcionalizacion de MNP y
posterior inmovilizacion de CALB.

e Observacion del efecto de la inmovilizacién de CALB en medios acuosos,
realizacion de ensayos enzimaticos donde se compara la actividad del enzima
libre y del enzima inmovilizado.

e Determinacién de los pardmetros cinéticos de la actividad esterasa de
CALB en medios acuosos realizando ensayos enzimaticos a diferentes

condiciones.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 REACTIVOS Y PRODUCTOS

En este trabajo se utilizaron los reactivos y productos que aparecen en la Tabla 2.

Tabla 2. Reactivos y productos empleados. Se indica el proveedor, asi como la ciudad y el pais de origen.

Casa comercial Productos

Ciudad, Pais

Quimivita Hidréxido aménico

Barcelona, Espafia

2.2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS

Se bombearon, a un caudal de 5 ml/min, 50 ml de la disolucién compuesta por FeCl,
0,33 M, FeCl; 0,66 M sobre 450 ml de NH,OH 0,42 M bajo vigorosa agitacion
mecénica (400 rpm) con varilla de vidrio (Agitador RZR 2102, Heidolph,
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Schwabach, Alemania), a temperatura ambiente. Una vez adicionadas las sales de
hierro la agitacion se mantuvo durante 30 minutos. Los cloruros de hierro se
hidrolizan y se forman los hidroxidos que en presencia de amonio coprecipitan

formando magnetita.

Se obtuvo un precipitado negro que se decantd con un iméan y se lavo tres veces con
agua desionizada y dos veces con tampon PBS (tampodn fosfato salino 150 mM, pH
7,4). Todas las disoluciones empleadas para la sintesis de nanoparticulas se
realizaron con agua ultrapura (Milli Q) y se burbujearon continuamente con gas N

para desplazar el Os.

Para obtener nanoparticulas con grupos amino, las MNP-OH (300 mg) se incubaron

con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS, 2% v/v) a 70°C, a 200 rpm, durante 24 h.

Las reacciones que se dan para la formacion de magnetita son las siguientes (Racuciu

et al., 2009):

Hidrdlisis 1 FeCl, + 2H,0 = 2CI + 2H" + Fe(OH),

Hidrolisis 2 FeCls + 3H,0 = 3CI + 3H" + Fe(OH)3
Combinacion de iones NH," + CI" = NH,CI

Nucleacion 2Fe(OH)3 + Fe(OH), + 20H + 2H" = Fe304 + 6H,0

La concentracion de nanoparticulas se calculé secando a vacio un volumen conocido

de las mismas en un equipo Savant (Automatic Environmental SpeedVac Apparatus).

Las nanoparticulas se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion.
2.3 CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS
2.3.1 Caracterizacion morfologica

La caracterizacion cristalografica y la identificacion de fases se realizaron con un
difractometro Philips PW 1710. El tamafio del cristalito se calculé a partir de la
anchura a media altura de los maximos de difraccion empleando la ecuacion de
Scherrer, dicha ecuacion relaciona el ensanchamiento neto del pico de difraccion B

con el tamafio de cristalito (D):
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K. 3)
b= f - cos8

donde la constante K toma el valor de 0,89 al considerar las particulas esféricas; A es
la longitud de onda de la radiacion X utilizada (0,54 nm); B es el ensanchamiento

neto del pico de difraccion expresado en radianes 20 pudiéndose determinar a partir

de:
B? = B2, — P& (segin Warren)

(4)

B = Bops — Bins (Segun Scherrer)

siendo Bops 1a anchura observada (experimental) y Bins |2 anchura instrumental.

El tamafio y forma de las nanoparticulas se comprob6 por microscopia electronica de
transmision (TEM, JEOL 1010).

2.3.2 Caracterizacién magnética

Se emplearon diferentes equipos para la caracterizacibn magnética de las
nanoparticulas sintetizadas. Los ciclos de histéresis a 300 K se hicieron mediante
magnetometria de muestra vibrante (VSM) en un electroiman hasta campos
moderados (0,9 T).

Para el célculo de la saturacion magnética (Ms) se utilizaron los datos a 300 K,
aunque la saturacion magnética se asume que ocurre cuando el alineamiento del
dipolo magnético es perfecto, y eso solamente ocurre a 0 K. La coercitividad (Hc) y
remanencia (Mr) también se calcularon a 300 K, ya que el electroiman tiene mejor

resolucion a 300 K.
2.3.3 Tamano del nacleo magnético

A partir de las curvas de magnetizacion se puede hacer una aproximacion al tamafio
del nicleo magnético de las particulas. Empleando las ecuaciones de Langevin se
realizd un ajuste a partir del modelo superparamagnético no interaccionante. La
expresion aplicable a nuestro caso (particulas con la imanacion espontanea relajada

térmicamente) es la siguiente:
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x -1 -1 (5)
M(H) = M, (?)L L(“OM“’(Amk;:H(Am ))f(D)dD

donde f(D) es la distribucion de diametros de la poblaciéon de particulas y es una
funcion del tipo log-normal; Ms (emu/g) imanacion de saturacion macroscopica a 2
K; Ms (Am™) la imanacién de la particula; uo la permeabilidad magnética en el
vacio; y kg la constante de Boltzmann. El volumen critico V se determina para cada

temperatura, y esta dado por:

 25ksT ©)
=Tk

donde K la constante de anisotropia efectiva.

Se supuso que las particulas eran esféricas y que el componente principal era

magnetita (magnetizacion a 480 kA/m).
2.4 INMOVILIZACION DE LIPASA DE Candida antarctica (CALB) EN MNPs

La inmovilizacion se realizd mediante la adicion de sulfato aménico 3,6 M (2,8 ml) a
300 pl de nanoparticulas con grupos amino (2 mg) y CALB (2 mg). Tras 5 min se
afiadio glutaraldehido (248 ul de 2,5 M) y se mantuvo la incubacion durante 24 h.
Después se lavo el material atraido por el iman con PBSx1 durante 10 min en tres

ocasiones.

Después de la inmovilizacion, con el proposito de reducir las bases de Schiff
formadas y los grupos aldehido que pudieran quedar libres, se incub6 la preparacién
con NaBH,4 (1 mg/ml) en tampon carbonato-bicarbonato (100 mM, pH 10) durante 2

horas.

Al terminar el proceso de inmovilizacion, con el fin de eliminar las interacciones
inespecificas, se realizaron diferentes lavados de manera consecutiva con NaCl (2 M)
y Triton X-100 (1%, v/v) (Mateo et al., 2000).
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Entre las diferentes etapas de inmovilizacién, las nanoparticulas se lavaron con
tampon PBSx1 tres veces durante 10 min. De este modo se elimina el enzima que

haya quedado libre o posibles residuos.

Todo el proceso de inmovilizacion se realizd con agitacion giratoria a 30 rpm
(Intelli-Mixer RM-2) y a temperatura ambiente. EI volumen final fue de 1 ml por
cada 2 mg de MNP.

2.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se realizaron distintos ensayos enzimaticos a partir del sustrato cromogénico p-
nitrofenil acetato (pNPA). EI pNPA funciona como un éster que al ser hidrolizado
por CALB libera p-nitrofenol visible mediante un espectrofotometro a 405 nm
(Beckman Coulter DU 800). Se realizaron numerosas medidas con distintas
agitaciones a diferentes temperaturas. Los ensayos enzimaticos se llevaban a cabo a
una concentracion constante de enzima frente a concentraciones variables del
sustrato. En concreto, todas las muestras a analizar parten de una solucion de
mCLEAs de 0,25 mg/ml.

Se prepararon disoluciones seriadas de pNPA en DMSO de un 1 ml. La reaccién de
hidrélisis de pNPA se puede dar espontaneamente a medida que aumenta la
temperatura o con la exposicion a la luz. Ademas, con la reaccion de hidrolisis se
libera acetato, lo que acidifica el medio. Esto provoca una pérdida de color en las
muestras enmascarando la aparicidon de p-nitrofenol. Para contrarrestar este efecto y

que el medio se pudiera mantener mas basico se utilizo un tampén de PBSx10.

Es muy importante tener en cuenta las condiciones en las que se va a producir el
ensayo y disefiar un blanco. Lo que interesa medir es unicamente el cambio generado

por el enzima en el medio.

La aparicion de p-nitrofenol se iba midiendo en funcién del tiempo siguiendo el
ejemplo de la figura 1. La actividad se calculé a partir de la pendiente de absorbancia
empleando el coeficiente de extincién molar determinado empiricamente (9,43 mM™
. cm™). La duracién de los periodos de tiempo entre cada recogida de muestra se
establecia en funcion de la velocidad de reaccion.



22

Con las velocidades iniciales para cada concentracion de pNPA se realizaron las
representaciones de saturacion del enzima (figuras 2 y 3) siguiendo el modelo de
Michaelis-Menten. De este modo, se estimaron los parametros cinéticos Km
(umol/ml) y Vmax (U). Una unidad de actividad (U) es la cantidad de enzima capaz

de hidrolizar 1 pmol de pNPA por minuto.

Con la aplicacion de las regresiones tanto lineal como no lineal de Solver se pudo
conocer la diferencia existente entre los valores experimentales obtenidos y los

valores tedricos que se deberian obtener.
2.5.1 Agitacion mecanica en brazo rotatorio

Los ensayos enzimaticos para determinar los parametros cinéticos en caso de aplicar
una agitacion mecanica giratoria en un brazo agitador (ELMI, Intelli-Mixer, RM-2L)
se realizaron con muestras de 1 ml. Para cada muestra se utilizaron tres réplicas que

contenfan:

v" 980 pl de tamp6n PBSx10
v 10 pl de disolucion de pNPA
v 10 pl de mCLEAs de 0,25mg/ml

Como blanco en el espectrofotometro se utilizaron muestras con la siguiente

composicion:

v" 990 pl de tamp6n PBSx10
v 10 pl de disolucion de pNPA

Las muestras se incubaron con la temperatura fijada para cada experimento (30°C y
40°C) y se retiraban para su medicion cada diez minutos. Una vez realizada cada
medida, las muestras se volvian a incubar con la agitacion y temperatura

correspondiente.
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2.5.2 Agitacion magnética

Los ensayos enziméticos para determinar los parametros cinéticos en caso de aplicar
una agitacion de forma magnética (Carousel 12 Plus, Radleys, Essex, Reino Unido)
se realizaron con soluciones de 5 ml. Manteniendo las proporciones de los ensayos

en agitacion mecanica, cada solucion contenia:

v 4900 pl de tampdn PBSx10
v 50 pl de disolucién de pNPA
v 50 pl de mCLEAs de 0,25 mg/ml

Como blanco se utilizaron soluciones con la siguiente composicion:

v’ 4950 ul de tampdén PBSx10
v 50 pl de disolucién de pNPA

El aparato permitia regular la temperatura a la que se queria realizar la medicion y las
muestras se fueron recogiendo cada cinco minutos. El volumen final de cada muestra
era de 800 pl.

Figura 7. Dispositivo de agitacion magnética (Carousel 12 Plus, Radleys, Essex, Reino Unido).
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2.5.3 Agitacion en sonorreactor

Los ensayos enzimaticos para determinar los pardmetros cinéticos en caso de aplicar
una agitacion mediante ultrasonidos en un sonorreactor (Hielscher UTR200, Teltow,
Alemania), se realizaron con muestras de 1 ml. La composicion de las muestras y el
blanco era la misma que la de la agitacion mecanica. Para cada muestra se prepararon
dos réplicas. La prueba se realizé a 30°C y se utilizaron muestras destructivas que se

retiraban para su medicién cada dos minutos.
2.5.4 Actividad enzimatica del enzima libre

Tras aplicar una agitacion magnética se midié la actividad enzimética para una
concentracion fija de pNPA (0,5 mM) a diferentes temperaturas. Previamente, se
prepar6 una disolucién de CALB con la concentracion de enzima equivalente a 0,25
mg/ml de CLEAs. Este paso es importante porque por cada miligramo de CLEAS
hay 100 pg de enzima. Finalmente, se fueron retirando muestras de 800 pl de una
solucién de 5 ml que permanecia en el aparato de agitacion. La composicién de la

solucion era la siguiente:

v 4900 pl de tampdén PBSx10
v" 50 pl de disolucion de pNPA
v" 50 pl de disolucion CALB en PBSx10 de 0,025 mg/ml

La composicion del blanco y el intervalo de tiempo entre mediciones eran los

mismos que en los casos de medidas de la actividad bajo agitacion magnética.
2.6 COMPARACION ENTRE ENZIMA INMOVILIZADA'Y LIBRE

Durante 30 minutos se mantuvieron dos disoluciones de 500 pl de enzima
inmovilizada (CLEAs 0,25 mg/ml) y enzima libre (CALB 0,025 mg/ml) a 60°C.
Después se midi6o la actividad enzimatica de los enzimas de estas disoluciones,
también a 60°C. Para ello se repiti6 el procedimiento llevado a cabo en los ensayos

enzimaticos realizados en condiciones de agitacion magnética.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS
3.1.1 Caracterizacion morfologica

La caracterizacion cristalografica y la identificacion de fases se realizaron con un
difractometro y los difractogramas obtenidos, con rendija fija, se muestran en la
figura 8.
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Figura 8A. Difractogramas de MNPs funcionalizadas con grupos hidroxilo.
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Figura 8B. Difractogramas de MNPs funcionalizadas con grupos amino.
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Segun la forma de los difractogramas la fase identificada en ambos casos es
magnetita Fe;O4 (6xido doble ferroso-férrico (Fe?*Fe**0,)), que cristaliza en un
sistema cubico. Adicionalmente se ha comprobado mediante un iman el caracter

fuertemente magnético de la muestra.

Los tamafios de los cristalitos se han obtenido segun el ensanchamiento de banda a
media altura de los maximos de difraccion (figura 8), aplicando la ecuacién de
Scherrer determinando el ensanchamiento neto del pico segun Warren o Scherrer
(Tabla 3).

Tabla 3. Distribucién de tamafios de MNPs obtenidas con grupos hidroxilo y amino.

MNPs Didmetro (nm) Diametro (nm) Diametro medio  Error estandar
seglin Scherrer seglin Warren (nm) (nm)
MNP-OH 9,6 8,7 9,15 +0,45
MNP-NH, 8,9 8,2 8,55 +0,35

La forma de las nanoparticulas sintetizadas se comprobd mediante microscopia
electrénica de transmision (TEM) (figura 9). La forma de las nanoparticulas era
esférica, y se corrobor6 que el tamafio medio obtenido por difraccién era de unos 9

nm.

Figura 9. Imagenes obtenidas por TEM de MNPs con grupos hidroxilo.
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3.1.2 Caracterizacion magnética

Se realiz6 la caracterizacion magnética para nanoparticulas funcionalizadas con
grupos hidroxilo y grupos amino. Se realizaron curvas de histéresis mostrando un
claro comportamiento superparamagnético (figura 10), ya que en ausencia de campo

magnético las particulas practicamente no poseen magnetismo (Hc =0 y Mr=0).
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Figura 10. Curvas de histéresis de MNPs con OH y NH2. Las curvas de histéresis se realizaron a temperatura
ambiente (20°C).

A partir de las curvas de histéresis se obtuvieron diferentes parametros magnéticos
para cada tipo de nanoparticula sintetizado. La magnetita presenta una saturacién
magnética de 92 emu/g. Sin embargo, las nanoparticulas con OH y NH, presentan
una Ms de 67,87 emu/g y 65,09 emu/g respectivamente (tabla 4). Esta disminucién
de la saturacion magnética puede deberse a diversos factores, y es que al estar a
temperatura ambiente la energia térmica puede influir ligeramente en la orientacion
de los spines. Otro factor importante es que las MNP-NH2 tienen APTS en su
superficie por lo que la relacion magnetita/ MNP es menor (Liu et al., 2002) y tienen

una mayor cantidad de material organico alrededor del nicleo magnético.
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Tabla 4. Parametros magnéticos de las nanoparticulas sintetizadas

MNP Ms (emu/qg) Hc (Oe) Mr (emu/qg)
MNP-OH 67,87 0,28 1,11
MNP-NH, 65,09 0,31 0,87

A partir de un ajuste a la funcion de Langevin, se calcul6 el didmetro promedio entre
los 8,5 y 10,25 nm con una dispersion de 2-3 nm. Una vez més, el tamafio promedio
de las MNP sintetizadas se corresponde con los resultados previos obtenidos por
DRX.
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Figura 11. Dispersion de los tamafios de las nanoparticulas con grupos amino.
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A continuacion se muestra un ejemplo de como se calcul6 la actividad enzimatica en

un ensayo a 30°C, 0,5 mM de pNPA vy bajo agitacion mecanica en brazo rotatorio

(figura 12).
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Figura 12. Progreso de reaccion enzimatica. Aparicion de p-nitrofenol en funcién del tiempo.

Haciendo la media entre las tres pendientes se determiné que la actividad enzimatica

en estas condiciones era de 0,002966 U.

3.2.1 Comparacion agitaciones

La agitacion mediante ultrasonidos en un sonorreactor se descartd debido a que en

las condiciones en las que se realizaban los ensayos no era viable. La rapidez de la

reaccion imposibilitaba la medicion, ademas, al trabajar con volimenes tan pequefios

el margen de error era muy grande. Como refleja la figura 13 los valores de

absorbancia no se ajustan a la curva de saturacion de un enzima.
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Figura 13. Representacion del progreso de reaccion enzimatica. Refleja la aparicion de p-nitrofenol en
funcién del tiempo en caso de aplicar una agitacion con el sonorreactor.

Por lo tanto, la comparacion de agitaciones se limité a la agitacion mecénica y a la
agitacion magnética (figura 14). Todos los ensayos enzimaticos para la comparacién

de agitaciones se realizaron a 40°C, la temperatura éptima de actividad de CALB.
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Figura 14. Representacion grafica de la curva de saturacion del enzima, donde se pueden observar las
distintas evoluciones de la relacion entre la concentracidn de sustrato y la velocidad de la reaccion en funcion
del tipo de agitacion.
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Para la estimacion de los pardmetros cinéticos se realizaron las representaciones de
Lineweaver-Burk. Al mismo tiempo, los valores experimentales obtenidos se

comparaban con los tedricos mediante la regresion lineal de Solver.
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Figura 15. Representacion de Lineweaver-Burk. Ensayo realizado con agitacién mecanica.
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Figura 16. Representacion de Lineweaver-Burk. Ensayo realizado con agitacion magnética.
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Tabla 5. Parametros cinéticos de los dos ensayos enzimaticos realizados con diferentes tipos de
agitacion.

Tipo de Km (umol/ml) Vmax (imol/min)
agitacion
Mecanica 5,2327 0,04545
Magnética 1,3428 0,03766

Mientras que la velocidad méxima es similar en los dos tipos de agitaciones, la Km
de la agitaciébn mecénica es significativamente superior. Esto se traduce a que la

reaccion en caso agitacion magnética es notablemente mas rapida.
3.2.2 Comparacién temperaturas

En vista de que la agitacion magnética es mas efectiva, la comparativa entre las
actividades enzimaticas a distintas temperaturas se realiz6 en este tipo de agitacion
(figura 17).
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Figura 17. Representacion grafica de la curva de saturacion del enzima.
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En la Tabla 6 estan indicados los pardmetros cinéticos estimados a partir de las las

representaciones de Lineweaver-Burk.

Tabla 6. Parametros cinéticos de los ensayos enzimaticos realizados a diferentes temperaturas con
agitacion magnética.

Parametros cinéticos 30°C 40°C 50°C 60°C
Km 1,8509 1,3428 1,4851 1,5528
(umol/ml)
Vmax 0,02836 0,03766 0,04908 0,04662
(umol/min)

En base a los resultados a 40°C es cuando se produce la reaccién con mayor rapidez,
a pesar de que la Vmax sea superior a 50 y 60°C. La actividad aumenta casi de
manera lineal hasta los 50°C, a partir de esta temperatura la velocidad inicial

comienza a disminuir.
3.2.3 Actividad enzima libre

Se realizaron ensayos enzimaticos a diferentes temperaturas para una concentracion
fija de sustrato (0,5mM) con el enzima libre. La actividad enzimatica se representd
en funcidn de la temperatura. De este modo se pudo observar como se desenvolvia el

enzima libre en condiciones adversas (figura 18).
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Figura 18. Representacion de la actividad del enzima libre en funcién de la temperatura
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Los resultados indican una disminucion progresiva de la actividad al aumentar la

temperatura por encima de los 40°C.
3.2.4 Comparacion entre enzima inmovilizada y enzima libre

Tras una incubacion a 60°C durante 30 minutos se analizé la actividad tanto del
enzima libre como del inmovilizado para una concentracion fija de sustrato (0,5mM)
(figura 19).
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Figura 19. Comparacion del progreso de reaccion enzimatica a 60°C entre enzima libre e
inmovilizada tras un tratamiento térmico. La representacion refleja la aparicion de p-nitrofenol en funcion
del tiempo.

Los resultados muestran que el enzima inmovilizado presenta actividad durante 15
minutos. Sin embargo, el enzima inmovilizado pierde actividad en las mismas

condiciones.
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4. CONCLUSIONES

Partiendo de los objetivos fijados al inicio del trabajo y en funcion de los resultados

obtenidos en los experimentos realizados, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. En los diferentes ensayos enzimaticos realizados la agitacién magnética es la mas

efectiva de todas las utilizadas.

2. La actividad enzimatica de las mCLEAs aumenta de manera practicamente lineal
con la temperatura hasta los 50°C. La temperatura éptima para trabajar con CALB

inmovilizado es de 40°C.

3. La inmovilizacion posibilita la reutilizacién de los enzimas tras su empleo para
procesos en los que se tiene que trabajar con condiciones adversas como son las altas

temperaturas.

4. La inmovilizacion de CALB con MNP parece un método practico para la

hidrolisis en medios acuosos.
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