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ABSTRACT. A methed for microencapsulation of glucose-oxidase in
policarbonate membranes and polyethylenimine as protective filler is
described. A study of the kinetic parameters Km, Vmadx,, thermo-
stability, effect of the protective filler and stability of the encapsulated
enzyme was made. The glucose-oxidase microencapsulated presents a
greater thermal stability than the free enzyme.

RESUMEN. En el presente trabajo se describe un método de microen-
capsulacién de glucosa-oxidasa en membranas de policarbonato (poli-
mero recubridor) y polietilenimina como sustancia de relleno. Se
estudiaron los parametros cinéticos de Km, Vmdx., termoestabilidad,
efecto de la sustancia empleada como relieno y estabilidad en funcidn
del tiempo. Las preparaciones de microcdpsulas enzimdticas presentan
una mayor estabilidad térmica que la enzima no encapsulada.

INTRODUCCION

Las técnicas de inmovilizacién enzimatica se han desarro-
Hado a tal punto que précticamente cualquier enzima o célula puede
ser inmovilizada con elevada eficiencia catalitica. Al pasar al estado
inmovilizado, las enzimas se convierten de moiéculas solubles en
medio acuoso a molécuias insolubles, Esto puede determinar cam-
bios en sus propiedades cinéticas caomo afinidad por el sustrate, pH
éptimo, actividad catalitica, afinidad por inhibidores, termoestabili-
dad, etc., que pueden ser ventajosas desde el punto de vista tecno-
logico pudiendo ser aprovechadas con vistas a su aplicacién
practica en el campo de la Biologia, la Medicina y en procesos
industriates.’

Actualmente, los métodos de inmovilizacién se enfocan ha-
cia el desarrollo de estrategias racionales que permitan lograr esta-
bilizacién de preparaciones enzimaticas y resistencia a inactivacién
térmica. Entre las téenicas que generaimente se utilizan, se encuen-
tran, la union covalente de la enzima a soportes sblidos,2 se entre-
cruzamiento con reactivos bifuncionales,? atrapamiento de las
moléculas de enzima en geles poliméricos? y encapsulacién, ®'°

Log métodos de microencapsulacién son especialmente
atiles en Medicina®® por su aplicacion en la terapéutica y en el
andlisis.

En el presente trabajo se emplea el método de microencap-
sulacién de glucosa-oxidasa. Este método consiste en recubrir la
enzima con una membrana polimérica impermeable a macromolé-
culas {enzima) y permeable a sustancias de bajo peso molecutar.
Los resultados indican que las preparaciones de microcapsulas
presentan mayor estabilidad térmica que la enzima no inmovilizada.

MATERIALES Y METODOS

Preparacién de microcdpsulas de glucosa-oxidasa. La
sotucion de glucosa-oxidasa (Bdehringer Mannheim, 12 U/mg) se
prepara a una concentracién de 5 mg/mL en polietilenimina 5 % en
tampén Tris-HCI 0,1 mal/L, pH 7,0 (fase acuosa W1).°

Como sustancia de relleno se emplea polietilenimina 5 % en
tampén Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 7,0

Como emulsificador se utiliza alcohol polivinilico al 2 % en
tampén Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 7,0 (fase acuosa W2).

El polimero para a formacién de la pared semipermeable
de las microcapsulas es policarbonate al 5 6 7 % en CHxCly {fase
organica 0).

Para realizar la microencapsulacién se afaden 3 mL de la
solucién de enzima sobre 15 L de policarbonato 5 6 7 % con
agitacion a 650 r/fmin . La agiacién se realiza en un beaker de
100 mL y se emplea corno agitador un alambre de acero inoxidable
de 2 mm de didmetro, en forma de tridngule en su extremao inferior,
con 3 cm de fengitud a cada ladeo, A continuacién se afladen 60 mL
de alcohol polivinilico al 2 % y se mantiene en agitacién 2 h hasta
lograr la microencapsulacién. Una vez completada ésta, se realizan
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tres lavados por centrifugaci6n (1000 g 15 min) y las microcipsulas
se resuspenden en 30 mi de tampdn Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 7,0
mertiolate 0,01 %.

Medicion de actividad de glucosa-oxidasa. Para la medi-
cion de la actividad se utiliza como sustrato glucosa y se emplea un
sistema acoplado a peroxidasa y o-dianisidina. El peréxido formado
por accién de la glucosa-oxidasa reacciona con la o-dianisidina en
presencia de peroxidasa, produciendo un compueasto coloreado
que absorbe luz a 546 nm, una vez detenida la reaccién con acido
sulfarico 10 mok/L .

La mezcla de reaccion estd compuesta por 2 mL de tampén
Tris-HCI 0,5 mol/L, pH 7.0 que contienen 10 U de peroxidasa, 80 ul.
de glucosa 1 mol/L y 20 il de solucién saturada de o-dianisidina
en metanol. A la mezcla de reaccién se afaden 300 (L de suspen-
sién de microcapsulas y 100 L de H2SQ4 5.mol/L para detener la
reaccion. Se mide la absorbancia a 546 nm .

RESULTADOS Y DISCUSION

La velocidad de reaccién de glucosa-oxidasa microencap-
suladaes lineal en 30 min (Fig. 1) y presenta una actividad especifica
de 0,36 #mol/min/g de microcépsulas“‘ Los resultados obtenidos
indican que el rendimiento es similar a lo que se reporta en la
literatura para este tipo de inmavilizacion,%1°
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Fig. 1. Velocidad de reaccién de glucosa-oxidasa
microencapsulada. Se utiliza una preparacion de microcapsulas
de poifmero al 5 % sin polietilenimina

l.avelocidad de la reaccion catalizada por la enzima encap-
sulada depende tanto de la concentracidn de la enzima como de la
permeabilidad de lamembrana. A su vez la permeabilidad depende
de varios factores como son el grosor, amafio de poro, la composi-
¢ién quimica y el tamafio de la sustancia a difundir a través de la
membrana. El grosor de la cépsula es un factor que se pusde
controlar a través de la concentracion del polimero recubridor. A



mayor concentracién se obtienen capsulas de mayor grosor® y con
menor velocidad de difusién de sustralos y productos. Esto puede
determinar cambios en el comportamiento cinético.

Con el objetivo de conocer el comportamiento cinético de
las microclpsulas, se realizé una curva de velocidad vs concentra-
cibn de sustrato para dos preparaciones de microcapsulas, confec-
cionadas con dos concentraciones distintas del polimero recubridor
{Fig. 2}.
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Fig. 2. Velocidad de reaccién en funcién de la concentracién
de sustrato para distintas preparaciones de glucosa-oxidasa.
Glucogsa-oxidasa en microcapsulas de policarbonato al 5 %
con polietilenimina;  Glucosa-oxidasa en microcapsulas
de policarbonato al 7 % con polietilenimina;  Glucosa-oxidasa
en microcapsulas de policarbonato al § % sin polietilenimina

A partir de estos resultados y de los obtenidos con laenzima
nativa, se determinaron los valores de la constante de Michaelis
(Km) y velocidad maxima {Vmax.) mediante la transformada de
Eisenthal y Cornish-Bowden. "

Los resultados de la Tabla | indican que las microcapsulas
enzimaticas presentan un aumento de la Km aparente con respecto
a laenzima nativa, mientras que el aumento de la concentracién del
polimero de 5 a 7 % provoca muy poco aumento de [a Km aparente.
Como se observa, el valor de Vméx de las dos preparaciones es el
Mismo.

TABLA 1

Valores de Km y Vméx para enzima microencapsulada
y enzima libre

Preparacién enzimatica Vméax. Km
{wmol/min/g)  (mmol/L}

Microcépsulas 5 % con

polietilenimina 0,19 1.5
Microcépsulas 7 % con

polietilenimina 0,19 2,0
Microclpsulas 5 % sin

polietilenimina 0,36 1,5
Enzima no encapsulada 18 0.8

'p.mol/min/mg de enzima

Con el objetivo de conocer el efecto de la sustancia emplea-
da como relleno sobre los pardmetros cinéticos, se determiné el
valor de Km de microcapsulas preparadas con polimero 5 % sin
polietilenimina (Fig. 2, Tabla ). Los resultados demuestran que di-
cha sustancia no influye sobre la Km aparente, pero si sobre la
Vmax.

Uno de los objetivos importantes de los métodos de inmo-
vilizacién es lograr preparaciones que sean mas termoestables que
la enzima nativa. Los estudios de estabilidad térmica demuestran
que las preparaciones de microcdpsulas son mucho mas estables
que la enzima nativa a 60 °C (Fig. 3).

Por otra parte, las suspensiones de microc4psulas presen-
tan el 85 % de su actividad después de 30 de su incubacién a 28 °C
yel 55 % de su actividad después de incubacién 80 d a 4 °C (Tabla
(/8
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Fig. 3. Estabilidad térmica de distintas preparaciones
de glucosa-oxidasa. Se toma como 100 % la actividad
que presenta cada preparacion inmediatamente antes de ser
incubada a60°C. Glucosa-oxidasa en microcapsulas
de policarbonato al 5 % con polietilenimina;  Glucosa-oxidasa
en microcapsulas de policarbonato al 7 % con polietilenimina;
Glucosa-oxidasa en microcépsulas de policarbonato al 5 %
sin polietilenimina;  Glucosa-oxidasa no encapsulada

TABLA II
Estabilidad de glucosa-oxidasa microencapsuiada

Tipo de microcapsula Actividad enziméatica después
de la incubacion

30da28°C 60da4°C

(%)
MicrocApsulas al 5 %
de polimero con relleno 85 55
Microcapsuias al 7 %
de polimero con reileno 85 55
Microcapsulas al 5%
de polimero sin relleno 78 30

En estos resuitados se observa el efecto favorecedor de la
sustancia de relleno en funcion del tiempo y la temperatura.

CONCLUSIONES

La metodologia empleada permitié obtener microcapsulas
enzimaticas con actividad apreciable. Estas microcapsulas presen-
tan mayor durabilad en funcién del tiempo y la temperatura, cuali-
dades que pueden ser aprovechadas para su empleo en diferentes
campos de la investigacién, la practica médica, procesos industria-
les y otros.
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