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Las enzimas son proteinas que actlan como potentes catalizadores vy
cuya caracteristica principal es su especificidad. Como proteinas las
enzimas posen una conformacion natural, que es esencial para mantener
su actividad. La mayorfa de enzimas comerciales son inestables en
soluciones acuosas a temperatura ambiente, por ello son almacenadas a
-20°C o -70°C en presencia de estabilizantes. Sin embargo, cambios
bruscos de temperatura pueden dar lugar a pérdidas importantes de
actividad. Econdémicamente, para la industria farmacéutica y
biotecnolégica es de gran importancia disponer de un
sistema estabilizante que posibilite la conservacién y transporte de
enzimas o macromoléculas bioldgicas a temperatura ambiente.

La gelificacion de mezclas de reaccioén o reactivos:
una revolucionaria tecnologia con amplia proyeccion
en farmacogenomica y biologia molecular

La creacién de un sistema estabilizante que
permita incluir en un solo contenedor (vial o
tubo) todos los reactivos necesarios para lle-
var a cabo una reaccién enzimética, es de
gran conveniencia para compaiias de diag-
nostico clinico y agroalimentario. El formato
“one tube one reaction” disminuye la mani-
pulacién de reactivos asi como los errores en
el pipeteo, ademas evita contaminaciones
cruzadas entre las muestras. Este formato sin
embargo es normalmente desaconsejable,
debido a reacciones quimicas/bioquimicas
indeseables que ocurren entre los compo-
nentes de la reaccién, o a la generacién de
artefactos que interfieren en la interpreta-
cién de los resultados experimentales.

Para estabilizar cualquier mezcla de reaccién
enziméatica es esencial mantener la confor-
macién de la enzima, preservando las inter-
acciones de la misma con las moléculas de
agua y solutos que la rodean. Si la enzima se
despliega o desnaturaliza, el ordenamiento
tridimensional de su sitio activo es modifi-
cado y como consecuencia su actividad se
verd afectada. Los métodos empleados para
preservar la actividad de una enzima pueden
clasificarse en cuatro grupos: ) adiccién de
excipientes; ) uso de solventes organicos;
) empleo de técnicas de ingenieria pro-
teica; IV) inmovilizacién de la enzima.

Por excipientes se entiende sustancias iner-
tes que dan a los solventes de la enzima las
caracteristicas deseables para que la activi-
dad enzimética no se vea afectada negativa-
mente. La adicién de excipientes es un
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método sencillo y ampliamente utilizado,
aunque no suele ser suficiente para otorgar
estabilidad a una mezcla de reaccién. En
cuanto a las técnicas de ingenieria proteica
e inmovilizacién son prometedoras pero
encarecen en exceso el producto final.
Patentada y desarrollada por BIOTOOLS B &
M Labs, la tecnologia de la gelificacién es una
interesante alternativa que combina la inclu-
sién de un excipiente estabilizante, con un
tratamiento fisico que inmoviliza la enzima y
los reactivos incluidos en la mezcla. Consiste
en la adicion de una mezcla de gelificacion y
la retirada parcial del agua presente a tempe-
raturas proximas a las ambientales.

La gelificacién impide las interacciones entre
los reactivos hasta la activacion de la reaccién
por parte del usuario. Lo mas notable de esta
innovadora tecnologia es que la eficiencia
enzimatica de la mezcla de reaccién gelifi-
cada es salvaguardada, de tal forma que no
se ve alterada por el proceso tecnolégico. No
se trata de una desecacién a alta tempera-
tura, ni de una liofilizacion, y no esta basada
en matrices amorfas tales como agarosa.

La gelificacion es un revolucionario proceso
fisico-quimico que puede ser aplicado no
s6lo a enzimas, sino a una amplia variedad
de macromoléculas bioldgicas de uso gene-
ral tanto en Biologia Molecular como Far-
magendmica, sin modificar la eficiencia de la
reaccion en la cual se vea involucrada. Mas
aun, en comparaciéon con otros métodos de
estabilizacion de mezclas de reacciéon como
la liofilizacién, la desecacién total o matrices

de agarosa representa un gran avance pues
la gelificacién es sencilla, eficiente y de muy
bajo coste.

Ventajas de la implementacion de la

tecnologia de gelificacion

El formato gel de un reactivo o mezcla de

reaccion ofrece importantes ventajas res-

pecto al formato liquido:

e Los productos gelificados pueden almace-
narse a 4°C (24 meses), -20°C (24 meses) o
temperatura ambiente (2-3 semanas), faci-
litdndose asi el transporte y almacena-
miento de estos productos.

e La estabilidad de los componentes de la
reaccion se ve reforzada por la presencia
de agentes estabilizantes en la mezcla de
gelificacion.

e Al encontrarse todos los componentes de
una reacciéon en el mismo vial se simplifica
su uso y disminuyen las manipulaciones,
los errores y los riesgos de contaminacio-
nes, permitiendo su uso en ensayos de
campo y en quimicas de one tube one
reaction.

e Reduce el consumo de fungibles de labo-
ratorio y permite una mayor automatiza-
cion.

*Si se utilizan altas temperaturas para
reconstituir el gel se consigue un efecto
Hot Start.

¢ Qué es una mezcla de gelificacién?
En la mezcla de gelificacién existen tres

tipos de componentes con diferente fun-
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cioén: (i) protectores del proceso de deseca-
cién cuya funciédn es reducir la actividad de
agua de la mezcla y estabilizarla (i) reducto-
res de radicales libres que inhiben las reac-
ciones de condensacién entre grupos car-
bonilo o carboxilo y grupos amino o fosfato
y (iii) polimeros inertes que forman celdillas
donde se inmovilizan los reactivos, evitan-
dose asi que se produzcan reacciones qui-
micas entre compuestos por proximidad de
grupos reactivos.

En funcién del tipo de reaccién/reactivo a
gelificar se utiliza una u otra mezcla de geli-
ficacion. Biotools ha estudiado alrededor de
30 mezclas de gelificacion, diez de ellas han
dado los mejores resultados y poseen un
amplio rango de uso.

La gelificacién, una tecnologia sencilla y
eficiente

La complicacién asociada a cualquier nueva
tecnologia es un factor determinante a la
hora de su implementacién. A continuacién
se expone brevemente el nimero de pasos
a seguir en un proceso estandar de gelifica-
cién:

Paso 1- Preparacion de las Soluciones Stock
de la Mezcla de Gelificacién - Deben prepa-
rarse en condiciones de esterilidad. Poseen
una vida media de un mes almacenadas en
refrigeracién y protegidas de la luz.

Paso 2- Formulacién de la Mezcla de Gelifi-
cacién - A partir de las soluciones stock se
prepara la mezcla de gelificacién.

Paso 3- Preparacién de Master Mix de Geli-
ficacién - Incluir los reactivos o mezclas de
reaccién que se desean gelificar en la mez-
cla de gelificacion. De esta forma se crea
una master mix de gelificacion.

Paso 4- Distribucién de la Master Mix de
Gelificacién en los viales o pocillos de una
placa.

Paso 5- Proceso de Desecacién - El tiempo
empleado en gelificar una muestra esté en
funcién del volumen final a desecar. La mues-
tra al final del proceso de desecacion posee
aproximadamente un 10% de humedad.

Manejo de las muestras una vez
gelificadas

Una vez gelificada la mezcla reaccién/reac-
tivo para su reconstitucién, el volumen del
gel formado debe considerarse desprecia-
ble. Unicamente es necesario afiadir el buf-
fer de reaccién y el sustrato a las concentra-
ciones adecuadas.

La solubilizacién del gel puede realizarse
mediante resuspensién mecanica si las enzi-
mas o el sustrato son termolabiles o
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mediante rehidratacién por calor a bajas
temperaturas o altas temperaturas. Para ello
la enzima y el sustrato deben ser termoresis-
tentes, existiendo un efecto Hot start.

Estabilidad de las mezclas de reaccion
/reactivos gelificados

La estabilidad de las muestras gelificadas es
de dos afios tanto a 4°C como a -20°C y
-80°C. La estabilidad del gel no se modifica
al cambiar de un tipo de almacenamiento a
otro, por lo cual no existen puntos criticos
asociados a fallos en la cadena del frio.

A temperatura ambiente las muestras gelifi-
cadas poseen una estabilidad de 2 semanas,
propiedad de gran conveniencia a la hora
de transporte de mercancias y ensayos de
campo.

La tecnologia de gelificacién en la
industria

La eficiencia y sencillez de la tecnologia de
la gelificacién patentada por Biotools des-
pierta gran interés entre compafiias de diag-
ndstico clinico y agroalimentario asi como en

biologia molecular.

La gelificacion ha sido empleada con éxito
en: amplificacion de 4cidos nucleicos (PCRy
PCR en tiempo real), ensayos de restricciéon
(se han testado 20 enzimas de restriccion
diferentes), reacciones de hibridacion y liga-
cién, reacciones de secuenciacion, estabili-
zacién de chips de proteinas, gelificacion de
bacterias, anticuerpos, etc.

Biotools comercializa todas sus enzimas y
kits de diagndstico en dos tipos de formato
liquido y en gel. En el afio 2006 Biotools
participd con la tecnologia de gelificacion en
el proyecto MYCOPLEX “Development of
inovative immuno-PCR assay for the detec-
tion and quantification of ochratoxin and
aflatoxin in complex matrices” dentro del 6°
Programa Marco de la UE. Actualmente Bio-
tools forma parte del consorcio europeo
CARE-MAN “HealthCARE by biosensor
measurements and networking” del 6° Pro-
grama Marco de la UE. A nivel nacional Bio-
tools colabora en el Proyecto Nacional PRO-
FIT “Desarrollo de un SmartBiocard para la
deteccién de Legionella spp”.
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Diagrama de la Tecnologia de Gelificacion desarrollada por BIOTOOLS B & M Labs.
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