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GLUCOSE OXIDASE STABILITY IN AMORPHOUS SYSTEMS FORMED BY SACCHAROSE, MALTOSE AND TREHALOSE
DISACCHARIDES. Glucose-oxidase (GOD), suffers conformational change during freeze-drying. In order to determine the protection
level granted by amorphous matrices (AM) of saccharose, maltose, trehalose and their combinations, the thermal inactivation constants
(K,)) of GOD trapped in these systems were determined. For its evaluation, GOD samples were balanced at different water activities
and heated up to 30, 50 and 70 °C. The best AM found for GOD stability was saccharose-trehalose (5/10% p/v). The K| values
(K,.10%) at a = 0.0 were 3 at 30 °C and 6 at 70 °C. For non-protected GOD under the same conditions these values were 48 at

30 °C and 257 at 70 °C.
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INTRODUCCION

Las enzimas oligoméricas, compuestas por subunidades,
presentan una estructura cuaternaria representada por el
acoplamiento de varias cadenas polipeptidicas autoensambladas por
enlaces débiles. Las fuerzas de interacciéon que mantienen unidas
estas subunidades pueden implicar enlaces disulfuro, enlaces
puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals'.

La exposicién de las protefnas a altas temperaturas produce su
desnaturalizacién, por lo que pierden su actividad biolégica® de
manera tal que el secado de los bioproductos para su
almacenamiento o posterior manejo, debe ser realizado de manera
cuidadosa’®. El proceso de liofilizacidn, retine estas condiciones de
secado a baja temperatura; ya que se basa en la sublimacién del
agua presente en el producto congelado. Segtin Wiseman*, al apli-
car la liofilizacidn; se reduce el contenido de agua, pero se inactivan
algunas enzimas, en particular las que estdn compuestas de
subunidades; limitando asi, el uso de esta técnica para estabilizar
las enzimas oligoméricas.

La glucosaoxidasa (GOD), estd clasificada como una
oxidoreductasa (EC 1.1.3.4)%, que presenta un grupo prostético
denominado Flavin-adenina-dinucleétido (FAD)S, posee dos
dominios®, por lo que corresponde a una enzima oligomérica®.

Tanto la congelaciéon como la sublimacion, afecta la estabilidad
de la GOD ™', o cual limita su uso en ciertas aplicaciones como por
ejemplo en biosensores'"'?, para la determinacién de la glucosa en
diversos medios.

Existen muchas vias para estabilizar la estructura de una proteina
o0 enzima, estas no son siempre fdciles de racionalizar'®, Tanaka er
al.™, incrementaron la estabilidad de la Quinoproteina glucosa
deshidrogenasa (PQQGDH-B), obtenida a partir del Acinetobacter
calcoaceticus; empleando la estrategia de introducir interacciones
hidrofébicas en la interfase de las dos subunidades que conforman
la estructura cuaternaria de esta enzima.

*e-mail: reynaldo@ula.ve

Estudios realizados, a las semillas anhidrobiotas del desierto
de Atacama', han permitido generar un modelo tedrico de
comportamiento in vitro de biomoléculas sensibles tanto a la tem-
peratura de congelacion, como a la de deshidratacién o secado.
Este modelo se ha tomado como una referencia para los estudios
acerca de la estabilidad de las enzimas oligoméricas asi como
también de productos farmacéuticos labiles en sistemas amorfos;
el modelo considera las interacciones moleculares existentes en el
sistema y el efecto sinérgico de los factores que influyen en la
matriz amorfa presente.

Diversos autores'®!’”, han estudiado las anhidrobiotas, y sefialan
que las mismas pueden resistir completa deshidratacién y sobrevivir
en este estado por largos periodos de tiempo. Durante el secado, la
viscosidad citoplasmdtica incrementa dramaticamente, transfor-
mdndose en estado vitreo. También indican que todo organismo
tolerante a la desecacién forma un estado amorfo bajo secado'®,
Crowe et al.", al respecto indican que muchos organismos son
capaces de sobrevivir mds o menos en completa deshidratacion.
Algo comtn en su bioquimica, es que ellos acumulan grandes
cantidades de disacdridos, y los mds comunes son la sacarosa y la
trehalosa. Los mismos autores indican que estos disacdridos forman
matrices vitreas o amorfas cuando se deshidratan o se secan.

Segin Lins et al.'®, 1a trehalosa como disacérido no reductor,
parece ser uno de los protectores mas efectivos tanto in vivo como
in vitro. La trehalosa protege bioestructuras tales como proteinas y
membranas de dafnos debido a la deshidratacion, calor o frio. Los
mismos sefialan que todavia no estd claro el mecanismo responsable
de sus propiedades de estabilizacion. En cuanto al mecanismo
Magazu et al.”®, sefialan que existen muchas hipétesis formuladas
para clarificar la accién bioprotectiva de la trehalosa; Green y
Angell®, citados por Magazu'® sugieren que la eficacia bioprotectiva
de la trehalosa,

podria ser adjudicada al mds alto valor de su temperatura de
transicion vitrea y a sus mezclas con agua. Algunos autores®'*,
sugieren que una de las mds importantes propiedades de la trehalosa,
es su temperatura de transicion vitrea, la cual es mds alta que otros
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carbohidratos pequefios. Branca et al.> en sus hallazgos, indican
que la trehalosa con respecto a otros disacdridos, destruye mads
rdpidamente la red tetraédrica intermolecular del agua, asi también
seflalan que los disacdridos muestran un notable cardcter
Kosmotropa, es decir, la fuerza de interaccion entre un disacarido
y el agua es mayor que la interaccion entre las moléculas de agua,
pero Magazii y Blanca®>? encontraron que atin a baja concentracion
de agua la interaccion entre disacdrido y agua, sigue siendo atin
mads fuerte para toda mezcla de disacdridos y en particular para
mezclas de trehalosa.

El estado amorfo es critico en la determinacién de las
propiedades fisicas y quimicas del estado sélido, de muchas for-
mas de dosificacion de productos farmacéuticos™ ; el estado vitreo
puede ser definido como amorfo metaestable, donde existe una
condicién de no- equilibrio® ; una matriz amorfa o vitrea puede ser
formada a partir de carbohidratos mediante la liofilizacién®. Las
mezclas de soluciones de azicares con proteinas previamente con-
geladas y liofilizadas; se tornan vitreas, protegiendo y estabilizan-
do asf las proteinas en la matriz*.

Las matrices vitreas formadas por mezclas de carbohidratos
son bastante estables, esta estabilidad se debe en gran parte a la
poca tendencia de estas mezclas a cristalizarse® . Ciertos estudios
han demostrado que al co-liofilizar trehalosa, lactosa y rafinosa,
en conjunto con la sacarosa, se inhibe su cristalizacién®.

Para evitar la cristalizacion del sistema amorfo, la trehalosa
juega un rol preponderante por su capacidad de remover o tomar
agua del medio amorfo, pasando a su forma dihidratada, evitando
asi que el estado amorfo se convierta en estado gomoso™®.

Uno de los aspectos importantes para mantener estable un sis-
tema amorfo, es la no cristalizacién del sistema; pero en cuanto a
la estabilidad de las enzimas oligoméricas en matrices amorfas, se
requieren otros compromisos o factores; entre estos podemos citar
uno de los mds relevantes para el sistema modelo (matriz vitrea +
enzima oligomérica), la hidrataciéon de la enzima atrapada en el
seno del sistema amorfo.

En cuanto a la hidratacién, Carpenter y Crowe* han sugerido
que ciertos carbohidratos probablemente protegen las proteinas
secadas, al sustituir la funcién del agua de hidratacién, lo que im-
plica que estos se ligan a la proteina. Los mismos autores*®, proveen
de evidencia acerca de la liga o unién mediante puentes de hidrégeno
entre los carbohidratos y la proteina secada. También indican que
esta unién es indispensable para la preservacion de las proteinas
labiles durante los procesos de secado. Solamente ciertos
carbohidratos, especificamente disacdridos (Trehalosa, Maltosa y
Sacarosa), pueden preservar la actividad de la enzima oligomérica
fosfofructoquinasa durante el proceso de congelacion-secado o se-
cado con aire®.

La sacarosa y trehalosa permiten estabilizar las enzimas Ecori*
durante su almacenamiento a 37 y 45 °C, prolongando su actividad
por20da37°Cy 12da45°C.

También se ha encontrado*!, que biomoléculas fragiles como
el DNA de restricciéon y enzimas modificadas, pueden ser
deshidratadas in vitro en presencia de trehalosa, sin perder su
actividad auin después de un prolongado almacenamiento. Estos
autores seflalan que la trehalosa posee la habilidad de permitir que
preparaciones de enzimas, puedan estar expuestas de una manera
prolongada a temperaturas tan elevadas como 70 °C.

Carpenter et al.*?, encontraron que proteinas terapéuticas
solubilizadas en soluciones de aziicares y posteriormente
liofilizadas; al convertirse los azicares presentes en materiales vi-
treos al secarse, estabilizan las proteinas.

Estudios realizados sobre la estabilidad del dimero tripsina en
presencia de trehalosa®, indican que este disacérido estabiliza dicha
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enzima durante el proceso de congelacion-secado. Los datos
obtenidos por Lépez et al.* con formulaciones liofilizadas, indican
que la tripsina y los aziicares interactian mediante puentes de
hidrégeno a través de los sitios de hidratacion de la proteina. Ellos
seflalan que la trehalosa a diferencia de la sacarosa, muestra un
considerable aumento en el nivel de interacciéon. En sintesis la
preservacion de la tripsina parece estar directamente relacionada
con el ndmero de enlaces puente de hidrégeno formados*.

En este trabajo se estudia la actividad de la GOD inmovilizada
o atrapada en sistemas amorfos preparados con los disacdridos:
sacarosa, maltosa, trehalosa y sus combinaciones; las actividades
permitirdn calcular la constante cinética de inactivaciéon de primer
orden K| y los respectivos tiempos de vida media (t,,) de la GOD
en las matrices, esto permitird determinar el nivel de proteccién o
estabilidad otorgado por las matrices formadas frente a condiciones
de baja actividad de agua (<O,44), y a temperaturas de hasta 70 °C.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales

Reactivos

Los reactivos utilizados fueron obtenidos de un kit Ultralab
para la determinacion de glucosa: Glucoxidasa/Peroxidasa, solucion
estandar de Glucosa de 100 mg/dL, sustratos: 4-aminoantipirina,
fenol, solucién buffer de fosfato a pH 7,2. Aziicares de alta pureza:
Maltosa (Himedia), Trehalosa (Fluka), Sacarosa (Montalban).

Equipos

Se empled una balanza analitica (Denver Instrument), un
liofilizador Labconco, Estufa (Memert), Bafio termostatizado
(Grant) y un espectrofotémetro UV-Visible Spectronic Génesis.

Métodos

Preparacion de la soluciones enzima-aziicares

Se prepara una solucién enzima-buffer en una proporciéon
volumétrica 1:100, luego se le afiade a la solucién enzima-buffer
los distintos disacdridos a ser empleados segin la concentracién y
la combinacion a ser estudiada.

Concentraciones disacdridos (%P/V)

Sin combinar: Sacarosa 5%; Maltosa 5% y 10%; Trehalosa 5%
y 10%. Combinaciones: Maltosa 10%-Sacarosa 5%; Trehalosa 10%
- Sacarosa 5%.

Liofilizacion -Tratamiento térmico

Se coloca en viales de 2,5 mL las soluciones de enzima-azicar,
se procede a congelar las soluciones con nitrégeno liquido. Las
soluciones congeladas, se someten a liofilizacién por un periodo
de 24 h. Luego, las muestras se equilibran en desecadores o cdmaras
cerradas, dentro de las cuales se generan atmdsferas con humedades
relativas o aw constantes: 0,00; 0,22; 0,44 respectivamente. El punto
de equilibrio se determina mediante un higrémetro y se alcanza el
mismo, al reestablecerse la actividad de agua correspondiente.
Grupo de muestras se introducen en estufas a temperaturas de: 30,
50y 70 °C respectivamente y son sacados de las estufas a diferen-
tes tiempos: 5, 10, 30, 60, 80 min, esto permite determinar la influ-
encia de la temperatura sobre la actividad de la GOD en los siste-
mas amorfos contemplados. Finalmente las muestras tratadas son
reconstituidas en agua destilada, y se procede luego a la medicién
de las actividades de cada una de las muestras.



Vol. 30, No. 7

Medicion de la actividad enzimdtica

La actividad de la glucoxidasa estabilizada en sistemas amorfos,
es evaluada por espectrofotometria del compuesto coloreado
quinoneimina que se produce a partir de las reacciones de 6xido-
reduccion de la glucosa, catalizada por las enzimas glucosoxidasa
(GOD) y peroxidasa (POD), peroxido de hidrogeno y aminoantipirina
segtin las reacciones :

1 i ]
Glucosa + H20 + O2 Glucoxidasa Acido Glucénico + H202

Peroxidasa

H 2O2 + 4—aminoantipirina + fenol —————> Quinoneimina

La medicion de la absorbancia del compuesto coloreado for-
mado, se mide a una longitud de onda de 510 NM, los resultados se
expresan en UAE/mg (unidad de actividad enzimdtica por mg de
enzima), mediante la relacion

AA*V/t UAE

Act. Enzimatica = — = -
mg de enzima mg de enzima

donde, AA= absorbancia lefda, V=Volumen de solucién en mL, t =
tiempo en min y UAE= Unidad de Actividad Enzimtica.

Para medir la absorbancia de cada muestra, se agregan 25 uL de
sustrato, 20 plde glucosa, y se incuba a 35 °C por un periodo de 10 min.

El valor de AA se obtiene por diferencia de la absorbancia leida
con respecto al blanco utilizado, el cual corresponde a la solucién
enzimdtica sometida a bafio de marfa durante 5 min, logrando asf
la inactivacidn de la enzima, efecto que se observa por la apariencia
incolora del producto final, luego de agregar el sustrato 4-amino
antipirina mds fenol y glucosa. Las determinaciones se realizaron
por triplicado a fin de promediar cada resultado.

Calculo de la actividad residual

La actividad residual (Act. res.) luego del tratamiento térmico,
se determina segun la expresion:

Act. ¢

%Act. Res = *100

i
donde Act.; corresponde a la actividad de la enzima liofilizada, sin

tratamiento térmico y equilibrada a la misma aw de la muestra pro-
blema; Act., es la actividad de la enzima con tratamiento t€rmico.

Calculo de la constante cinética de inactivacion de primer
orden (K))

La constante K, se calcula suponiendo que la inactivacion de la
GOD en las matrices amorfas, sigue un modelo de primer orden® —
dA/dt = K A, que al resolver y reordenarse resulta en: log (% Act.
Residual) = - Kt y el tiempo de vida media serd t ,= 0,643/K .

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 podemos apreciar los resultados de graficar el
logaritmo de la Actividad Residual en funcién del tiempo a a_= 0,0
y temperaturas de 30, 50 y 70 °C. En esta figura podemos apreciar
que la GOD en las distintas matrices amorfas se inactiva siguiendo
una cinética de primer orden. Las linealizaciones se ajustan muy
bien y permitieron calcular las pendientes que corresponden a los
K, alas diferentes condiciones de tratamiento de las muestras (Tabla
1). Los datos de los K permitieron calcular el tiempo de vida media
t,, de la GOD control y la GOD en las matrices (Tabla 2).
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Figura 1. Logaritmo Actividad Residual GOD Liofilizada: a: sin proteccion en
matrices amorfas; b: sacarosa al 5% p/v; c: sacarosa al 5% - maltosa al 10%
p/v; d: sacarosa al 5% - trehalosa al 10% p/v. Temperatura: W 30 °C @ 50 °C
A70°C

La GOD sin proteccién en matrices amorfas como se muestra
en la Tabla 1, refleja los mayores K, se inactiva rdpidamente a
medida que la temperatura sube de 30 a 70 °C para la diferentes a
(0,0; 0,22; 0,44), se observa también que la tendencia a inactivarse
es mayor cuando el nivel de agua en el sistema es mds bajo (a, =
0;0), lo que podria significar que el agua de hidratacién de la GOD
es pobre a estas condiciones, comprometiendo la estabilidad de la
GOD y por ende su rdpida inactivacion.

En la Tabla 1 se observa ademads, que a las diferentes actividades
de agua mencionadas anteriormente, al aumentar la temperatura desde
30 a 70 °C en los sistemas amorfos, los K tambi€n aumenta, pero
en proporcion inferior a las del control (GOD sin proteccion).

Este resultado es una buena evidencia de que la enzima GOD se
inactiva con menos facilidad en los sistemas amorfos formados por
los disacdridos Sacarosa, maltosa, trehalosa y sus combinaciones;
esto concuerda con los resultados del t , reflejado en la Tabla 2,
donde los tiempos de vida media de la GOD sin proteccién son me-
nores que los reflejados por las distintas matrices amorfas formadas
por los disacéridos antes indicados.

Comparando entre sf las constantes K de la GOD en las matrices
amorfas de los disacdridos sacarosa, maltosa, trehalosa y sus mezclas,
se observa (en la Tabla 1), que los K de la trehalosa al 10% en todos
los casos son menores que las correspondientes a los otros disacdridos.
También se nota que los valores de K para la trehalosa al 5% (Tabla
1) son mayores que los K de la trehalosa al 10%, por lo que la
concentracion de trehalosa podria estar jugando un papel importante.

Comparando los K de la trehalosa al 5% con la maltosa al 5%,
se nota que en las diferentes condiciones son menores, pero sus
valores estdn muy cerca de las arrojadas por la sacarosa al 5%. Al
incrementar la concentracién de maltosa al 10% P/V, los K | arrojan
resultados cercanos a las correspondientes a la trehalosa al 5% P/V
y en algunas condiciones supera a la trehalosa al 5%, sin embargo
los K de las matrices de Maltosa al 10% P/V son equiparables a
los de sacarosa al 5% P/V.

La combinacién de la Sacarosa al 5% P/V y Maltosa al 10% P/
V arroja valores de K| muy bajos, pero no superan a la trehalosa al
10% P/V ni a la mezcla de Sacarosa al 5% P/V con trehalosa al
10% P/V. Los mejores resultados son arrojados por la combinacién
de trehalosa y Sacarosa en proporcion de 5%:10% P/V; los K | res-
pectivos, son los bajos y sus t ,los mayores (Tabla 2).
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Tabla 1. Constante de inactivacion térmica (K *10*) de la GOD en sistemas amorfos (min™)

Matrices amorfas (Disacaridos)

Actividad de agua (a )

0,0 0,22 0,44
Temperatura (°C) Temperatura (°C) Temperatura (°C)
30 50 70 30 50 70 30 50 70

Ninguna (Control) 48 94 257 55 75 144 50 104 157
Sacarosa 5%P/V 13 22 48 23 28 55 24 28 69
Maltosa 5%P/V 23 36 83 22 28 78 23 26 63
Trehalosa 5%P/V 13 31 62 13 21 74 17 20 71
Maltosa 10%P/V 18 21 46 17 26 43 23 32 38
Trehalosa 10%P/V 8 9 14 9 16 25 17 23 28
Sacarosa 5%P/V +
Maltosa 10%P/V 8 20 36 17 21 42 18 26 27
Sacarosa 5%P/V + Trehalosa 10%P/V 3 4 6 5 15 20 12 15 17

Tabla 2. Tiempo de vida media (t

172

) de la GOD en sistemas amorfos (min)

Matrices amorfas (Disacaridos)

Actividad de agua (a )

0,0 0,22 0,44

Temperatura (°C) Temperatura (°C) Temperatura (°C)

30 50 70 30 50 70 30 50 70

Ninguna (Control) 144 74 27 126 92 48 139 67 44

Sacarosa 5%P/V 533 315 144 301 248 126 289 248 100

Maltosa 5%P/V 301 193 83 315 248 89 301 267 110

Trehalosa 5%P/V 533 224 112 533 330 94 408 347 98

Maltosa 10%P/V 385 330 151 408 267 161 301 217 182

Trehalosa 10%P/V 866 770 495 770 433 277 408 301 248
Sacarosa 5%P/V +

Maltosa 10%P/V 866 347 193 408 330 165 385 267 257

Sacarosa 5%P/V + Trehalosa 10%P/V 2310 1733 1155 1386 462 347 578 462 408

CONCLUSIONES

Tanto la trehalosa al 5% P/V como al 10% P/V ejercen un efecto
protector y estabilizador de la GOD en sus respectivas matrices,
pero la trehalosa al 10% P/V provee de una matriz amorfa con un
buen nivel de proteccion y de estabilizacién de la GOD, pero al
combinar la trehalosa al 10%P/V con la sacarosa al 5% P/V se
observan efectos sinérgicos, producto de sus respectivas
propiedades, que le confiere una capacidad excepcional a la matriz
amorfa, para confinar la GOD en su seno y asi darle una buena
estabilidad y resistencia térmica al no desnaturalizarse con facilidad.

La liofilizacién de enzimas oligoméricas como la GOD en pre-
sencia de disacdridos capaces de formar sistemas amorfos estables,
constituye una buena alternativa para aumentar la estabilidad tér-
mica de la misma, ademads su desempefio durante el almacenamiento
mejoraria.
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