2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos quimicos

Peroxidasa de rdbano, peroxido de hidrogeno (30% w/v), glutaraldehido (25%),
(3-Aminopropil)trietoxisilano (APTES), cloruro de manganeso (II) (MnCI2-4H20), cloruro
de cobalto (IT) (CoCl2), cloruro de hierro (III) (FeCl2), 4-aminoantipirina y fenol se
adquirieron de Sigma-Aldrich. Todo material adicional fue de grado de alta pureza. Para las

mediciones espectrofotométricas su utilizo un espectrofotometro Shimadzu UV800.

2.2. Inmovilizacion enzimatica
2.2.1. Inmovilizacion en silice

La inmovilizacion en silice se realizé en material de vidrio de laboratorio (vasos de
precipitados, tubos de ensaye, placas petri, portaobjetos, etc.). El proceso de inmovilizacion
se llevo a cabo con base en los pasos descritos por Bodalo y colaboradores (Gomez et al.
2006), pero con algunas modificaciones:

Preparacion del soporte. Todo el material de vidrio se lavd con solucidon piraia,
preparada con 3 partes de acido sulfurico y una parte de peroxido de hidrogeno, a 100°C
por 60 minutos y posteriormente enjuagado con agua destilada. El material se dejé secar en
la mufla 24 horas a 110°C.

Activacion del soporte. Las superficies del material a utilizar se activaron con una

solucion 1:10 de y-APTES (10% v/v) y agua destilada, ajustando el pH entre 3 y 4 con

HCI 6N. El material bafado en la solucién se coloco a 75°C en la mufla por 2 horas,
agitando el material cada 15-20 minutos. El material silanizado se lavo con agua destilada y

dejo secar por la noche a 110°C. El producto resultante se puede guardar para uso posterior.



Inmovilizacion en silice-glutaraldehido.

Se prepard una solucion de glutaraldehido 2.5% con buffer fosfato 0.05 M a pH 7.
El material de vidrio se tratd con la solucion y se dejo en agitacion por 60 minutos. Tras
lavar el material con el mismo buffer se afiadi6 131.75 pl de solucion con enzima con
concentracion 0.1518 mg/ml y se dejé durante la noche a 4°C. El sobrenadante del material
con la enzima inmovilizada se separ6 y guardo para la determinacion del total de enzima
inmovilizada; el material se lavo con buffer fosfato y almaceno en suspension con el mismo

hasta su uso a temperatura ambiente.

2.2.2. Inmovilizacion en nanoparticulas magnéticas

La sintesis de la nanoparticulas magnéticas de cobalto y manganeso (CoFe,O4 y
MnFe,0,) se realizé siguiendo el protocolo realizado por Pereira y colaboradores (Pereira
et al., 2012). 10 mmol de CoCl,-6H,0 y MnCl,-4H,0 fueron disueltos en una solucion de 1
ml de HCI (37%) y 4 ml de agua destilada respectivamente; 20 mmol de FeCl;-6H»0 se
disolvieron en 40 ml de agua. Ambas soluciones se llevaron a una temperatura de 50°C, se
mezclaron y rapidamente se le afiadieron a 200 ml de NaOH 0.1 M a 100°C. Las soluciones
estuvieron bajo agitacion durante 1 hora. Los precipitados de color negro se dejaron enfriar
a temperatura ambiente y fueron separados magnéticamente, lavandolos 5 veces con agua
destilada y suspendiéndolos finalmente en 50 ml de solucion buffer fosfato.

La peroxidasa se inmovilizo en las nanoparticulas mediante la adsorcion fisica. Se
agregaron 2 ml de una solucion 0,32 mg/ml de la enzima a 30 ml de solucion con las
nanoparticulas y se dejaron en agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas.

Finalmente se lavo la solucion con el mismo buffer fosfato para deshacerse de toda la



enzima que no se inmovilizd. Dicho sobrenadante se guard6 para el calcular el total de

enzima inmovilizada.

2.3. Medicion de actividad enzimatica

Se analiz6 la actividad enzimatica de la peroxidasa de rabano con base en el método
con 4-aminoantipirina (Am-NH2) (Nicell y Wright 1997). Para ello se realizdé una mezcla
con volumen total de 4 ml: 1 ml de fenol 0.1 M; 1 ml de 4-AAP 0.01M; 1 ml de H202
0.8mM; alicuota de solucion con enzima y completado con buffer fosfato pH 6. La
concentracion activa enzimatica es proporcional a la formaciéon de color medido a 510 nm.
La reaccion también se llevd a cabo con una concentracion de fenol SmM, la cual es la
concentracion media de compuestos fenolicos aguas residuales.

Con la finalidad de saber el grado de reutilizacion de la enzima inmovilizada, el
proceso de medicion enzimatica se repitido y calculd en porcentaje de actividad en cada

ciclo de reaccion.

2.3.1. Actividad enzimatica en inmovilizacion con manganeso y cobalto

En una celda de espectrofotometro de 1 cm de grosor se mezclaron en volumen total
de 4 ml los reactivos mencionados con anterioridad, se dejo correr el cronometro y cada 3
minutos se media la actividad. Para eliminar la indeseada absorcion de luz por las
nanoparticulas, éstas fueron reunidas previo a la medicidn en la pared de la celda con el uso
del campo magnético de un iman colocado en directa proximidad de la celda. Este iméan

contaba con las mismas dimensiones que las celdas. Cada medicion se hizo por duplicado.



2.3.2 Actividad enzimatica en inmovilizacion con vidrio

De igual manera que en el sistema de nanoparticulas magnéticas, el volumen total
de la reaccion enzimdtica en inmovilizacion con vidrio fue de 4 ml. Para su medicion se
tomo6 1 ml de la solucion y puso en una celda espectrofotométrica. Tras cada medicion, la

solucion fue regresada al sistema de vidrio para que la reaccion continuara.

2.4. Determinacion de proteina

La cantidad de proteina afiadida a los sistemas para su inmovilizacion se determind
mediante dos métodos, dependiendo de las condiciones del medio en el que se encontraba
la enzima. Por un lado se utilizé el método de Bradford, usando albiimina de suero bovino
como estandar, con una dilucién maxima de 1,4 mg/ml. Por otro lado la determinacion de
proteina se llevo a cabo por medio espectrofotométrico, usando el coeficiente de extincion

E 100, midiendo a 403 nm.



