sas

\
/

' UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO- .

FACULTAD DE QUIMICA

PRODUCCION DE MONONUCLEOTIDOS
POTENCIADORES DEL SABOR CON
5'FOSFODIESTERASA Y 5'ADENILDEAMI-
NASA INMOVILIZADAS.

T E & I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO  FARMACEUTICO  BIOLOGO

P R E S E N T A

FRANCISCO JAVIER OLMEDD AGUILAR

1990

L UL be crigey



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

1 INTRODUCCION

11 GENERALIDADES

1.
2.
3.
4,

PROP 1EDADES ORGANOLEPTICAS DE LDS NUCLECTIDOS
QUIMICA DE LOS NUCLEOTIDOS

METODOS DE PRODUCCION

INMOVILIZACIDN DE ENZIMAS

111 MATERIAL Y METODOS

SOLUCIONES ENZIMATICAS
CARACTERIZACION ENZIMATICA
MEDICION DE LDS NUCLEOTIDOS
INMOVILIZACION

IV RESULTADOS Y DISCUSION

[

3.
4,
5.

CARACTERIZACION ENZIMATICA
a) fostodiesterasa
b) adeni ideaminasa

INMOVILIZACION
a) fosfodiesterasa
b) adeniideaminasa

CINETICA ENZIMATICA DE LAS ENZIMAS INMOVILIZADAS

REACTOR EMPACADO CON LAS ENZIMAS INMOVILIZADAS
SIMULACION

v CONCLUS I ONES

V! BIBLIDGRAFIA

PAG.

~©O~D o

[

23

23
24
25
29

al
34
N
]
41
44
48
51

53
57

62

64



1 INTRODUCCION

El sabor de un alimento es factor critico de su aceptacidén por el
consumidor. En muchas ocazlones e! procesar un alimento hace que
el sabor de este se modifique & disminuya c&nsiderablenente. El

descubrimiemto de un grupo de sustancias "realzadoras del sabor™
ha hecho posible compensar los efectos del procesado de alimentos
dando la posibilidad de incrementar el sabor natural sin tener que
adicionar sabares adicionales -} artificiales. Asi los
potencindores del sabor sén sustancias que refuerzan o exaltan los
sabores deseables o de frescura, o que reducen los sabores no
deseables en un alimento., Puros, no tlienen sabor propic y en sus

nitveles de empleo en alimentes, concentraciones tan bajas como
partes por millén o partes por billidn, actuan aumentando la
sensibilidad de las celulas de los centros de percepcidn en
la lengua, o Incrementando Ja nnlfvncldn facilitando una

mayor percepcidén del sabor.(4)

Tres da los potenciadores del sabor mas empleados en la actualidad
en !a industria alimentari{a son: el glutamato monoasddico y dos
S'mononucledtidos: 5'guanosin monofasfato disddice (5'GMP) y

5'inosin moncfosfato disddico (5°IMP). Estos ultimos fuéron
enpleados inicialmente en mezcias con el primero disminuyendo las

niveles de uso de glutamato hasta en un 75% con ahorro en costos
de hasta un- 25% (9). Actualmente los mononucledtidos aén
usados en mezclas sé&lo de nucledtidos y/o separados, con un
efecto potencliador maAs tfuerte que asi se usira glutamato, o
atn mayor que la suma de los efectos de cada uno de ellos por

separado, a esto se )lama efecto sinérgico. (48)
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El sabor de los alimentos esta
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que
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principales contribuyentes al sabor en alimentos de origen animal

o vegetal son los nuucledtidos como el 5'IMP, el S5'GMP, el S'AMP y

el glutamato monosédico (GMS) (6,21,26,27) asi se postula un

*modelo de! sabor™ de los alimentos, que se muestra en la figura 1.
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se conservan estables durante mucho tiempo; moderan sabores agrios
®n conservas, ademas de disminuir los niveles de uso de otros
potenciadores conocidos (GMS) y de estar considerados como
sustancias permitidas como aditivos en alimentos por ta
FDA.(1,52,53) En Estados Unidos se consumieron 3000 toneladas de

Nucledtidos para salsas y aderezos en 1876 (57),

2, QUIMICA DE LOS NUCLEOT!DOS
Los nucleotidos son sustancias cuya funcidn mas importante en los
sistemas biolégicos @s la de constituir las unidades estructurales
de los Acidos nucléicos. Asi tenemos ribonucliedtidos del acido
ribonucliéico y desoxiribonucledtidos de! acido desoxiribonuclélco.
Dos ribonuclestidos se usan en la industria farmacéutica: 5'CHP
y 5'UMP (50) y otros dos s6n los que en realfidad tienen que ver
con a1 sabor de un alimento: S5°IMP y S’*GMP. Se trata de substancias
de peso molscular promedic de 530 daltons y cuya estructura esta
constituida por la unidn de tres moleculas basicas:

1- Una sal de acido fosfdrico

2- Un azucar: ribosa

Guanosi{na
Inosina

3- Una base nitrogenada: parica {
Ademas la posicién 6 de la base parica esta hidroxilada y el
fosfato esta en la posicidn 5 del! azucar. Esta conformacidn
espacia) es la que le confiere las propledades de potenciador
(39). La estructura de 1os dos mononucleétidos se muestra en

la tigura 2.
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Figura 2 Monconucledtidos potenciadores del sabor

En esta figura los ntmeros pequeMos (,2etc.? en la molécula del
S'guanosin monofosfato disddico muestran las posiciones claves
para la actividad paotenciadora,

Cabe seffalar gque tambien tienen actividad potenciadora los &
tio-ribonucleotidos (32), los 2-meti! o 2-et{l y los 2-mercapto
sustituidos (54) y otros 5'ribonucledtidos sustitufdes que solo
son hasta ahora curiosidades cientificas pues no esta autorizado
su uso en alimentos.

La actividad potenciadora de los nucledtidos depende ademas de su
gstructura espaci{al de o! tama®o de su molécula, los pirimidin
ribonuclestides (CMP,UMP) san mas pequeffos para ser "reconocidos™

por los receptores de la lengua,

E] tener e] grupo fosfato en otra posicién hace perder la
conformacidn espacial!, aunque los sustituidos con otros grupos
sobre la base parica en la posicidn 6 dan un caracter mas
electronegativo a la molécula provocando una reaccidn diferente de
reconocimiento de {ntensidad miAs baja

que la de los sin sustituir. Los sustituidos en ta posicison 2
de la base purica,interactuan estrechamente con el sitic activo

del receptor Intensificando la la actividad potenciadora por



superdeslocallzaclon electrefilica del sustituyente (47),

3. METODOS DE PRODUCC!ON DE LOS 5° MONONUCLEOTIDOS
Como se menciond con anterioridad los nuclestidos se producen
industrialmente por tres distintos métodos con algunas wvariantes

estos se muestran en la figura 3.

FERMENTACION

TIPOS DE PRODUCCION! EXTRACCION

CON ENZIMAS MICROBIANAS
ZPB8 aTa8n0ELE1co
LEX TERIOR

Figura 3 Métodos de produccidén de nucledtidos

Existen otras variantes en la produccién pero estas solo sén
ensayos de laboratorio que han demostradeo ser poco practicas para

su implementacion industrial.
PRODUGCION POR FERMENTAGION:

Es an Japdén donde se desarrcollaron las tecnicas de produccidén
tfermentativa de nucledtidos, que astan basadas en la cbtencion de
capas de microorganismos mutantes hiperproductoras de
mononucleoctidos ¥y que carecen de enzimas que los degradan
favoreciendo su acumulacién. Por lo general sdn adenin-auxdtrofos
¢ inosin-auxdtrofos y algunos requieren la adicion de acldo
pantoténico o tiamina en @l medio de cultive para crecer,

En la tabla { se presenta un resumen bibliografico de los

microorganismos reportados como productores.



Tabla 1

microorganisng

Hrevibacterium amoniagenes

grmbra a

e.rm-abL.
preducto

Bacillus subtilis

Corynebacterium glutamicus

tNR = no reportiada)

Se concentra el

atslar ia inosina.

industrialmente métodos quimicos con un rendimiento de

del nucledsido al

as el sigulente:

para hacerlos reaccionar con

medio acuoso a O uc por dos horas.

con hidréxido de
Para 81 S5°'GMP se
via fermentativa

la fosforitacidn

la celula o en el medio de cultivo.

industrial

produccidén de un

carboxiamidin ribotido)}.

Para

incluyen ademas de

precursor

requiere de:

adenina
inosina
guanosina
adenina +
acido fosforico

adenina
adenina

adenina

s5u

se suspenden los nucledsidos

oricloruro

ya que el mecanismo regulador

a di y trifosfatos dificulta su

los

& AICAR (B

de

anteriormente

cong.
final

NR

NR
30 g/1

Hn

NR

NR
18 g/}

NR
NR

medio de cultivo al vacio en madio

fosforilacion

nucledtido de hasta el 90% (25,19). El

en

fostoro

Posteriormente

de

amino,

alcalino

Microorganismos productores de 5'IMP o precursores

producto

inosina (18)
5 IMP (19
inosina (200
S IMP (23)
S'inp (24)

inosina (21)
inosina (22)

5’ IMP (28)

(28)

para
se emplean
conversidn

proceso

trimatilfostato

(POCI 4}  en

se neutraliza

sodlo y se obtine 5’ IMP-Naz-T.5 Ha0.

tiene un inconveniente adicional en la produccidm

degradacion vy

acumulacidn el
Los métodos de produccidm

mencionados ia

a4 imidazol

En ia figura 5 se presenta un resumen de

microoganismos productores de 5*GMP o sus precursores.
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Tabla 2 Microorganismos productores de 5'GMP o precursores

microprganismo eguiere producto
Bacillus megaterium adenina ¢ AICAR (27
inosina
vitan ays,revierte 4cidos grasos
{: !g;A 52Ac¥on° niretan { eritromicina
Brevibacterium amoniagenes S'XHP 10 g7/t 5'GMP  (28)
Bacillus subtilis adenina guwanosina (28)

¢30)

La transformacién del AICAR en 5°'GMP ocurre de la siguiente

manera (31):

ALCAR %Oﬂa___‘ Z-Mercaptoinosina ———— 4 Acido inosin-
en CHyOH H20; 2-sulfonico
Leo °c shr.

e e ) i »
v guanosina —P‘r 5 IMP

La transformacién de guanosina en 5'GMP procede por la misma via

quimica que la fosforilacidn de {nosina.

PRODUCCION POR EXTRACCION:

La produccidén de mononucledtidos por extraccidn se hace desde
tiempos remotos en Japén, aunque a nivel de cocina ya que se usan
fuentes ricas en nucledtidos coma las hojuelas de pescado
Katsuobushi seco que contienen hasta un 1.5 % de IMP y un tipo de
hongo seco Shiitake con un contenido de 0.3 % de GHMP, Los
extractos de estos productos ¢ los productos mismos sén usados
para sazonar los alimentos,

Dada la baja cantidad de nucledtidos y la poca disponibilidad de

estas materias primas no es costeable su extraccién industrial.

11



PRODUCCION POR HIDROLISIS DE ACIDO RIBONUCLEICO:

En el proceso de hidrélisis del Acido ribonulceico- un aspecto
fundamental es el hecho de contar ¢on una fuente de ARN de bajo
costo. De las fuentes naturales microbjanas de alto contanide en
ARN y bajo costo de produccidn es sin duda Candida wutilis, de
hecho la mas empleada para este fin. Su contenido de ARN
llega a ser hasta de un 15 %X de su pesc total. Se han ensayado su
crecimiento en medios de bajo costo como lo sén las melazas con
buenos rend{mientos de crecimiento y se concluyé que "se gendra
un buen retorno sobre la inversion sl se consldera el vender los
nucledtidos como principal producto y la levadura 1ibre de ARN
eomo un subproducto™ (46).

En México, se ha desarrolladoc un proceso de extraccidn del ARN de
levadura (20) que utiliza un pratratamiento térmico
80 “c por 30 minutos), tensoactivoe (laurato de sodie} en medio
alcalino (pH 10-12} obteniendo rendimientos de extraccidn hasta de
un 90 % . Para recuperar el ARN del medin de reaccidn se precipita
con 4cido ¢ etanol y posteriormente se seca al vacio hasta
obtenter el polvo de ARN crudo.

En la hidrélisis de ARN se emplean dos métodos: quimico ¥y

enzimdtica.

Se trata de la descomposicidén del ARN hasta nucledsides via
calentamiento por tres ¢ cuatro horas en medio alcalino (CaCOH ),

concentrade) a 130 C nucledsidos se emplea una resina de

12



intercambia iénico saguida de una goncentraclion hasta
cristalizacién, La adenosina se desamina con 4cido nitroso para
dar inosina, Los nucledtidos se forman por fosforilacidn de los

nucleasidos con el método antes descrito.

Hidrolisis snzimaticas

Para e! dptimo desarrollo de un proceso enzimitico, es necesario
contar con enzimas altamente sspecificas que eviten la formacidan
de subproductos indeseables. Se han desarrallado estudios para
encontrar enzimas especificas de hidrdlisis de ARN para obtencldn
de mononuciedtidos como producto principal. Hasta ahora se han
encontrado quo las enzimas hidroliticas con esta propiedad sdn
exoenzimas (es daecir sdn enzimas que hidrolizan las cadenas de ARN
desdes {as extremos y hacia adentro) y no endosnzimas (gue
hidrolizan al azar) pues estas wultimas con frecuencia producen
oligonucledtidos 5 -] ar tosfato terminal Y no
S'mononuciedtidas {403, Ademas se spugiere que es fundamental gue el
sitio de ruptura de estas enzimas sea &n un sitia especifico:

en e] onlace 5' Fosfodi{ester (c,'-o-l-P(o,H)~o-c")y noc en e} 37
Fosfodiester (c,'-o-F(O,HJ~I-0-c"> para abtener asi los
S5*'mononuciedtidos (33).

En la naturaleza existen dlversas fuentes de enzimas nucledliitlicas
con jas caracteristicas antes mencionadas. En la ffigura 4 se
entista una revisldén de estas enzimas reportadas en la

bibliografia.

13



Intestine o higado de bovino €11)
Animales {
: Veneno de serpiente (35)
Catharanthus roseus ¢ 5
Vegatales { Raix de cebada t 5)
- Phaseolus aureus }
Aspergillus oryzae « 3
Aspergillus querfcinus (45)
Neurospora crassa ¢36)
Streptomyces aureus 41)
tiicrobianas Penicillium citrinum (12)
Torula y Zygosaaccharomyces (5%)
Neurospora crassa {41)
Micrococcus sodonensis « 7
Phoma curcubitaceunm (41)

Figura 4 Fuentes de 5°fosfodiesterasas

Con ®] objeto de hacer mas eficiente e! proceso de obtencisén de
nuclestides potenciadores de! sabor apartir de ARN, es necesario
ademas de la hidrdlisis del ARN, la desaminacion del S'AMP a
§'IMP. Asi{ de todas las fuentes antes maencionadas solo se usan dos
industrialmente para ia producclidn de los 5°mononuclestidos:

Lak enzimas de Streptomyces aureus y una combinacidn de enzimas

de Penicilliium citrinum y Aspergillus bryzle.

Se producen 5 enzimas de Streptomyces aureus durante Ia
fermentacidén para la obtencidén de 65'Fosfodiesterasa ({noculacidn
de! mutante en medio liquido a 28 c";. agitado y aereado por 30
heras), estas sdén: Endonucleasa y Exonucleasa, que hacen

ta funcidén de S5’'Fosfodiesterasa; adenildeaminasa que desamina el
S5'AMP a 5'IMP; Fosfatasa alcalina vy 5 nucleotidasa que
puede hidrolizar los B5'mononucledtidos. Es posible limitar
la produccién de S5' nucleotidasa por la adicion de (fosfataos
en el medio de cultivo pero tamblen disminuye la cantidad

de Exo y Endo nuclieasas,

14



Puede tambien Inactivarse termicamente la 5° nucleotidasa al
menos parcialmente. Asl el proceso enzimatico tiene que ajustarse
a los parametros de operacisdn de las enzimas de interes para
bloquear a las demas enzimas. E] proceso empieza a un pH de 7 a
7.5 a temperaturas de 40 °C a 60 °c para que las nucleasas
hidrolizen el ARN, cuya concentracién inicial no debe ser mayor atl
{1 % para evitar Inhibjr a las enzimas. Posteriormente se ajusta el
pH a 5.5 y se baja la temperatura a 50 oC para la desaminacidn del
S'AMP con la adenildeaminasa. El proceso dura aproxi{madamente 10
horas (41).

La combinacidn de las enzimas de Penieilliun citrinum
(5'Fostodiesterasa) y de Aspergillus oryzae (5°'Adenildeaminasa)
resulta mas faci! de usar que la anterior. Ademas de estar
disponibles comercialmente por separado. Para 1la produccidén de
la 5’fosfodiesterasa se siembra un mutante de Penicillium citrinum
(V1-10-14) en salvado de trige humedo {ncubandose a 30 BC per §
dias, Se extrae el micelio y el salvado con agua y se obtienen 2
enzimas: 5" fosfodiesterasa y una 5'nucleotidasa. Por purificacidén
mediante "salting out"™ con (NH, >350: diAliesls y gel flltracidn se
separa la fosfodiesterasa (13)}. Ensayos postericres sobre esta
enzima revelaron la existencia de actividad 2* y 3' nucleotidasa
por lo que se crefia que aun se tenia cotra enzima mezclada <como

impureza pero quedo demostrado posteriormente (14) gque se trata de

!a misma enzima que tiene dos actividades a diferentes
temperaturas (70 °C para la fosfodlesterasa y a7 °C para la
nucleotidasa). La 5'fostodiestrasa tiene posibilidades de

trabajar con concentraciones mayores de sustrato, que la de

Streptomices aureus, sin sufrir efectos de inhibicidén y leo unico

15



que requiere es tener iones ln" en ! medio de reaccidn, en
conceﬁtracienas bajas (0.1 mM ) para sestabilizarla (15)

Como en las enzimas prcducidas por Penici/iiuva citrinum, no existe
ninguna que pueda desaminar el 5'AMP producido, es necesario usar
una enzima adicional, 1a 5'adeni{ldeaminasa de Aspergi!llus
oryzae. Esta enzima puede ser usada en una etapa subsecuente a la
accidn de la fosfodiesterasa, en reacciones por ssparado ya que
aunque su pH <dptimo de trabajo es similar esta, su temperatura
Sptima se ubica 30 °C por debajo de la fosfodiesterasa.

En la figura 5 se nuestra )la reaccidn des desaminacidn,

NHy o4
P P
Na202P0H,E aderlasaminasa N@20aPOH,C ¢ Ny
-
@
! I
HO  OM HO O
5' ARP 5 IMP

Figura 5 Reaccitdn de Desaminacion de 5°'AMP

Uno de los usos actuales, recomendado por el fabricante de wuna
preparacion de esta enzima, es adiclonarla directamente a un
alimento precocido, que contenga 5'AMP como hongos, 3{tomatae,
esparragos, mariscos, moluscos y algunas frutas, y permitir su
aceidn por 1 hora a 40 °c, despues de lo cual se inactiva por

calentamiento de toda la mezcla a GO °C por 5 a 7 awinutos

preferentemente se debe usar as!{ en alimentos que se van a enlatar

y a esteri{lizar en autoclave (2).

Esta enzima tambien se ha utilizado experimentalmente con la

16



combinacidén con &'fosfodiesterasa para la obtencidén de los

5'Mononucledtidos potenciadores del sabor. (4a0)

Recuperacién de los 5°'moponuciedtidos:

Los S'monucledtidos producidos por el proceso enzimatico se

encuentran contaminados com los 2' y 3'mononucledtidos, con
S'oligonuclestidos y con la enzima, que si no fué utilizada en
forma inmovilizada, tambien es contaminante de la mezcla de
hidrélisis., Para recuperar lso 5'mononuclecdtidos se pasa la mezcla
de hidrolisis por una resina de intercambio i{énico & por carbdn
activado del cual se aluyen por separado con una solucidn acuosa
de metanol/amoniaco, para posteriormente precipitarlos con metanol

en frio y secarlos (24)

4. INHOVILIZACION DE ENZIMAS

Al inmovilizar una enzima, en teoria se le confieren propliedades
adicionales de estabilidad, resistencia a temperaturas altas,
a pH, da operaecién, y 1o mas Importante es posiblea el "reuso®
de estas varlas veces, con lo que Jos costos por concepto de
enzimas para procesos industriales disminuye considerablemente.
En los ultimos 10 afios ha thabido un namero extraordinario de
métodos publicados para inmovilizar enzimas que utilizan gran
variedad de soportes que por sus caracteristicas fisico-quimicas
"atrapan” a las enzimas, convirtiendolas en catalizadores
renovables de un sinnumero de reacciones guimicas.

En realidad pocos procesos han llegado a escala industrial, los

mas conocidos se muestran en la tabla 3 (8).

17



Tabla 3 Sistémas industriales que emplean enzimas inmovilizadas

ENZIHA AREA DE APLICACION H?QCADD uUNDlAL.
ANUAL (millones de USD].

Glucosa isomerasa Industria de bebidas 20.00
Glucosa oxidasa industria de bebidas

Tests de diagnaostico bajo
Lactasa Industria lactea

Procesamineto de suero 1,00
Lipasas tndustria de grasas

Quimica de grasas bajo
Penicilino acilasa Produccion de GAFA 6.00
Aminnoacidoe Acllasas Produccion de mezclas racemicas bajo

Les procesos de {inmevitizacidn de enzimas se clagifican segin se

muestra en la figura 6 (587,

l Enzimas inmovilizadas ]

]

Fnclusas & atrapadas l

| i
adsorciénl matriz I microcapsula

Figura 8 Métodos de inmovilizacidén de enzimas

anlace
covalente

ENZI1MAS LIGADAS,

Por adsorcién:

En este tipo de inmovilizacién intervienen distintos tipos

de enlaces como: los puentes de hidrégeno, las tuerzas de Van der
Waals, la transferencla de cargas, las interaciones hidroféblcas,
la quimisarcidn, etc. Es evidente que cada sistenma
enzima-soporte no esta sujeto a un solo tipo de interaccién

sino a combinaciones de estas. Los principales parametros que
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pueden influir en la adsorcién de enzimas sén:

i- Concentracion de la enzima: Al aumentar la concentracion de
la enzima en solucién se aumenta !a masa adsorbida en el
soporte hasta llegar a un maxime donde ya no se¢ adsorbe mas.

2- Tiempo de contacto: La velocidad de adsorcidn depende de las
caracteristicas fisicoquimicas del soporte y la enzima,
aumentando al aumentar la temperatura.

3~ pH: El etecto del pH esta orientado a 1la modificacidén de
cargas naturales tanto en el soporte comc en la enzima,
observandose que la adsorcion es maxima cerca del punto
isoeléctrico de la enzima.

4- Composicidn del medio: Presencia de solventes organicos y de
sales, que favorecen la adsorcidn a determinadas concentraciones.
5- Cantidad de! soporte: Puede optimizarse la cantidad de este
para lograr la adsorcidén de toda la enzima en solucidn,

6- Area wespecifica del soporte: Los posibles fenomenos de
impedimento estérico, los gradientes de concentracidn, etc.
pueden disminur la actividad enzimitica observada.

Los soportes mi4s usados son: DEAE celulosa, CM celulosa, Carbén
activado, Resinas intercambiadoras, silicatos, alumina, vidrio
y cuarzo, coligena y polimeros fendlicos.

Las ventajas y desventajas de este método de inmovilizacion sén:
a) E1 método es muy sencillo, basta con poner soporte ¥ enzima
en contacte en las condiclones ambientales adecuadas
V' posteriormen{e lavar el complejo para eliminar la enzima
debilmente 1igada.
b> La desorcidén es facil al modi{ficar las condiciones

amblentales aunque no en todos los casos, no se recomi{enda para
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slstemas en los que es esencial evitar la liberacidn de la
enzima en el medio.

¢) El soporte puede regenerarse pudiendo adsorber cualquier
enzima.

d} La masa de enzimas adsorbidas depende del tamafio de particula,
cliertos soportes al empacarse se "tapan™ .

e) La molécula de la enzima no se modifica por el proceso, pero
ta actividad del complejo, no es proporcional a la cantidad de
enzima adsorbida, se recomlenda para enzimas de bajo cesto,

f) Existe la posiblidad de usarse combinado con otros métodos.

Por enlace covalente:

Se sfectua una reaccidn quimica entre los grupos funcionales de
la enzima y del soperte, estos ultimos por lo general requieren de
una previa activacién. A pesar de que existen wvarlos grupos
funcionales en las enzimas que podrian reacclonar con soportes

activados, actualmente solo 4 han sido explotados:

a) Funciones Aminadas a ¥y £ (Lis y aminoAcidos terminalas)

b) Funciones acidas carboxilicas a, (3, y (acidos Asp y Glu)

c) Funcionas tiol {(Cis)

d) Anillos fen&licos (Tyr)
Algunos de los métodos mas usados para la Iinmovilizacisdn de
enzimas por enlace covalente se muestran en la figura 10, Se
muestra ademas al grupo funcional de la enzima que interviene en

ta reaccidén con el grupo funcional del soporte y @i método de

activacién de este.
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Tabla 4
Gfupo funcional

Inmovilizacién por enlace covalente

Grupo Funcional

Alternativa

Enzima Soporte de Activaci{dn

“NHg -CooH meoctive dEPR LTS

~CooH ~NH eridiroageiasien

itsotiocianale

~NHa “OH cl‘SL‘;?:P:?{r‘-’S

srcun, clon

EpictorRLAFTRE

-NHg -NHa Qlutaraldehido

NHjz-aromatico Nitrito de sodio

“NH, Agll:g}ggo Reaccion direcla

Existe wuna gran variedad de soportes sdélidos que has sido

propuestos para la {inmovillzacién de enzimas. Destacan los
siguentes:

Sustancias organicas: Celulosa, Dextranas, Pectina, Agarosa, etc

Proteinas: Colagena, grenetina Polimeros: Polivinilicos,

Arcrilicos, Amidas Sustancias minerales: Aluminio

Vidrio poroso,

silicatos Soportes mixtos: Magneticos y organo-minerales.

Las ventajas y desventajas de usar este método de inmovilizacidn
sON;:

a) Condiciones de operacidén desnaturalizantes para muchas
enzimas.
b) Menor posibiiidad de unir enzimas poco aestables.
c) Sélida unién enzima-soporte, ideal para enzimas caras.
d) Mejor estabilidad de la enzima al mgnajo ¥ 81 almacenaje.
e) Posibles ataques microbianos a soportes organicos.

£} Mejores propledades mecanicas de la enzima.
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ENZIMAS INCLUSAS ATRAPADAS

E! principlo de esta técnica es el de ratener a ta enzima ya sea
en la matriz de un polimero o en una microcapsula, para lo cual se
prepara una solucidn de mondmero y enzima y se procede a efectuar
la reacclién de polimerizacidén., Varios polimeros sintéticos han
sido usados para atrapamiento de enzimas:
Geles de: Pollacrilamida, almiddn, dextranas, etc.
Fibras de acetato de celulosa,
alJ Atrapamiento en una microcapsuifa: Consiste en atrapar a la
enzima en una membrana semipermeable. Existen dos métodos
generales de atrapamiento, basados en la separacion de fases de
solucienes de polimeros vy ia polimerizacidn Interfacial.
En ambos métodos, una soluc{dn acuosa de la enzima 5 emulsificada
en un solvente organico en presencia de un agente surfactante . La
membrana se forma alrededor de las gotas emuls{ficadas y las
miccrocapsulas asi formadas son lavadas y transferidas a un
sistema-acuoso con un agente sufactante.
Ventajas y desventajas de métodos de inmovilizacidn por inclusian:
a) La masa total de la enzima es inmovilizada.
b) Las reacciones de pollimer{izacidn sdédn conocidas y controladas.
c) La estructura espacial de la enzima no se modifica.
d) Cualquier enzima puede inmovilizarse.
e) Las reacciones de polimerizacién pueden desnaturalizar la
enzima.
t) La distribucidn y didmetro de poros es poco contralabla.
g} La localizacidn de la enzima iimita la transferencia de masa.

h) Hasta ahora solo se usan confines analiticos,
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111 MATER!AL Y METODOS

MATERIALES:

Acido Ribonucléico de levadura tipo IV y &' AMP, (Adenosin
monpfosfato disddico) de Sigma Chemical, Co., como sustratos
en las reacciones con las enzimas S5'Fosfodiesterasa de Peniciiiium
citrinum y 5'Adenildeaminasa de de Aspergillus oryzae, ambas
enzimas fuéron amablemente proporcionadas por el Ing. Ariel
Velazquaz representants de Amanc Enzyme Co en México. Los
nuclectidos 5': AMP, CHP, UMP, GMP wutitizados para Ja curva
patron de nucledtidos & de AMP tambien s¢én de Sigma Chemical
Co.Todos los reactivos restantes sdén grado rsactivo.

METODOS :

Preparacitn de las soluciones enzimAticas:

sSclucfion 1 0.5 g. de 5'Fosfodiesterasa en 1000 ml. de un buffer
de acetato de sodio .1M, pH 5.5 ZnS0, ©O.1 mM. La enzima se
disuelve con agl{tacidn moderada a temperatura ambiente y sl
residuo (vehfgulo) se filtra en papel Whatman #% !. La solucfon
resultante es de color amarillo,

Sotucion 2 4 g. de 5'Fosfodiesterasa en 1000ml de un buffer
iM de acetato de sodic pH 5.5, con 0.1 mM de Zn80 . La enzima se
disuelve con agitacidén moderada a temperatura amblente y se filtra
el resfiduo (vehifculo) en pape! Whatman ¢ 1. La solucidn resul tante
es de color amarillo.

Solucidn 3 8 g. de 5° Adenildeaminasa en 1000 m!. de un buffer

0.t M de acetato de sodio pH 5.5, con 0.1 mM de InSQ,. La enzima
se disuelve con agitacidén moderada a temperatura ambiente y el

residuo (vehiculo) se flltrd en papel Whatman # 1. La soluc{on
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resultante es de color café pallido.

Solueidn 4 B8 g. de 5" Adenildeaminasa en 1000 m!. de un buffer
de acetato de sodio 1 M pH 5.5, con 0.1 aM de ZnSO,. La enzima

se disuelve con aglitacion a temperatura ambiente y el residuo
{vehiculo) se filtra en papel Whatman # i, La solucidn resultante
es de coler cafe obscuro.

Caracterizacién de Jas enzimas de trabajo: Para los ensayos
de ambas enzimas se utilizan las soluciones enzimaticas 1 y 3 a
distintos pH de trabajo (de 3 a 9 en intervalos de 1), distintas
temperaturas de operacidn (de 20 a 90 °C en Intervalos de 10 °C)
y distintas concentraciones de sustrato a fin de llegar a tlas
condiciones ¢ptimas de operacidn de las enzimas, manteniendo fijo
el tiempo de reaccidén y la frecuencia de muestreo asi{i como el
metodo do mediciodn de resuitados que se describe posteriormente.
Tambien se hicieron ensayos de estabilidad de las enzimas: Estas
se incuban a la temperatura optima encontrada experimentalmente,
durante un lapso de tiempo y monitoreando su actividad residual.
Para la caracterizacién cinética se emplea la representacisn
grafica de Michaelis-Menten por Lineweaver Burk (37).

Hidrélisis de Acido Ribonucléice: El nmetodo de ensaye de la
actividad de la 5'Fosfodiesterasa en solucic¢n es el siguiente:

1 ml. de la solucidn enzimadtica 1| se agrega a 9 wml. de wuna
solucion de acido ribonucléice al 1,5% en buffer de acetatos
0.1 mM de InSO, pH 5.5 y se deja reaccionar por 30 minutos a 70°C
(en un baflo de temperatura controlada New Brunswick Scientific
tomando muestras de 1 nml. cada 10 minutos, a las cuales se les
precipita el acldo ribonucléico no hidrolizado agregandoles 2 ml.

de reactivo de Mc., Fayden [acetato de uranio (Fluka) al 0.25% en
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Acido perclorico al 2.5% (JT Baker)l. Los productos solubles
en este reactivo pueden ser considerados como mononucledtidos (54).
Se enfrian en agua/hielo por 30 minutos para posteriormente
cantrifugar a 5000 rpm y 3 "C (Centrifuga Sorvall RC-5) por 20
minutos.

Finalmente se toma O0.! m! de! centrifugado y se afora a 10 ml.
para medir el aumento de absorbancia a 260 nm (espectrofotometro
LKB 40503, Para la enzima inmovilizada se procede en forma
bastante similar solo que se agrega en este caso ! mi. de buffer
de acetatos en lugar de la solucidn enzimatica ademas de agregar
una cantidad conocidad de la enzima {nmovilizada y se agita
durante el desarrollo de la reaccidn.

S5e define !a unidad de actividad como la cantidad de enzima que
produce 1| mg. de nucledtidos en un minuto.

Medicisn de los nuclectidos: S5e alabora una curva patron de
nucledtidos con una solucidn de concentracidn 0.001M equimolar de
cada uno (5'AMP, 5'GMP, S'UMP y 5'CMP) y se mide la absorbancia a
260 nm de distintas diluciones de esta solucidn. Los datos de
absorbancia de la medicidén de actividad de fosfodiesterasa se
{interpolan en dicha curva y se obtiene as{ la concentracidn de
nucleotidos producidos en la reaceidn. Esto implica la suposicidn
de que en el acido ribonucléico empleado, existen concentraciones
{guales de cada nucledtido. La curva patrédn se presenta en la

figura 7,
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Desaminacitén de 5'AMP: La medicién de actividad para la
adenildeaninasa es la siguiente:

1 ml. de la solucidn enzimatica 3 se mezcla con 3 ml de una
galucisn de 5'AMP 110.! g/! en buffer de acetatos 0.1 M con 0.1

®M de InSO, y se deja reaccionar a 40 ‘c per 30 minutos {bafio de
temperatura controlada New Brunswick Scientific), tomando muestras
de 0.5 ml. cada 10 minutos a las que se les agrega 3 ml. de Aacido
percidérico ( JT Baker) al 2,5% para parar l!a reaccidn. Se toma
una alicuota de 0.1 m!. de la nezcla anterior y se afora a 15 ml.
para medir al decrementode la absorbancia a 265 nm
(espectrofotdmetro LKB 4050).

Para la medicion de la actividad de la enzima ya inmovilizada

se procedxe en forma bastante similar solo que en lugar de agregar

1 mi de la solucidn enzimAtica se agrega 1 ml. de buffer de

acetatos, ademas de wuna cantidad conocida de la enzima
inmovilizada vy se agita durante el desarrollo de 1a
reaccion.

Se define 1a unidad de actividad como la cantidad de enzima

que produce 1 umel de 5°[IHP en | minuto,

Medicidn del 5'AMP desaminado / 5' IMP preducido: Se elabora una
curva patron de 5'AMP con distintas diluciones de una solucidn de
180 umoles/ml!. Los datos de absorbancia de la medicidn de
actividad se Interpolan en dicha curva y asi se obtiene la
concentracidén de 5'AMP remanente con respecto al tiempo o0 su
producto el S'IMP via la relacidn estequiométrica. La curva patroén

elaborada se muestra en la figura 8.
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{nmovilizacidn de las enzimas: 58 utilizaron dos métodos basicos:
ILnpovi{itzacitn con glutaraldenido 100 mg. de un soporte comercial
{silice aminada Rhdne Poulens, Alumina aminada activada, ]
grenetina comestibie Royal) se les agrega una solucién de 10 mi. de
glutaraldehido en concentracidn conocida (de 2 a 20% en volumen) y
se agita por 3 horas. Posteriormente se decanta la soluclion y se
Java con 2 volumenes de 10 mi. de buffer de acetatos 0,1 M pH 5.5
con 0.1 oM de 2nZ0, para ellminar el glutarsldenido residual. Al
soporte activado se le pone en contacto con un volumen conocido (B
a 10 ml) de solucion enzimatica de concantracion variabls (2 a 4
g/1) y se deja en reposo por un tiempo varlabie {(de 12 a 72
horas? en refrigeracién a 4 ‘c.

Terminado el tlempo de reaccidn se lava el soporte con la enzima
inmovitizada con: 10 m). de agua destilada, 10 mi. de NaCl it M
durante 10 minutos, ¥y 10 ml. de buffer de acetatus 0.1 M pH 5.5.
dnmovitizacién con soporte acriiico: A 100 mg. de soporte acrilico
{Polimero nmodificado de acetato de vinllo/divinil etilenurea
activado con epiclorhidrina, Merck) se les agrega 8 mi. de
solucidn enzimdtica 2 & 4 (segdn sea el casol) y se agita durante
48 horas. Transcurrido e! tiempo de reaccidn se decanta 1a
solucidn y se lava el soporte con la enzima {nmovilizada con: 10
m!. de agua destilada, 10 ml. de NaCl L M por 10 minutes ¥ 10 ml}
de buffer de acetatos 0.1 M pH 5.5, permaneciendo en 10 mi. de
buffer a 4 °C hasta usarse,

Ensayo de establlidad al! reuso de las enzimas Inmovilizadas: Se
hacen aediciones de actividad sucesivas a ias enzimas
inmovilizadas (todas con e! esquema ya mencionado) hasta completar

una serte de 10 reusas ¢ 5 horas de cperacion discontinuas entre
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las cuales se lava el soporte con la enzima inmovilizada con 10 ml
de buffer de acetatos 0,1 M pH 5.5 despues de cada reuso y
permanece en buffer a 4 oc hasta que se haga el siguiente reuso
Caracterifzacién cinética de las enzimas Inmovilizadas ¢

Se usa, como para la enzima en soluclidn, 1la representacién
grafica de Michaelis-Menten por Lineweaver-Burk. Los
procedimientos de medicidén de actividad vy muestreo fuéron
descritos con anterioridad.

Ensayo de actividad de enzimas inmovilizadas en reactor empacado;
Con el soporte que contiene la enzima inmovil{izada se empaca una
columna (Bio Rad) de 1.5 ml. Esta columna se alimenta con un gasto
promedio de .4 ml/min con una bomba peristaltica (Pharmacia Fine
Chemicals) se mantiene toda la tuberia del sistema y la columna en
un bafio a la temperatura optima de 1a aenzima. E] efluente se
muestrea cada hora para medicidén de actividad por los métodos ya
descritos. E! esquema de trabajo con este sistema se muestra en la

tigura 9.

Figura 9 Esquema de trabajo con el reactor empacado
{ Sustrato: ARN 0 5'AMP
2 Bomba peristaltica
3 Recipinete de temperatura controlada
SEIFENTIN 2ala CALINTAR EL JUSTRAYO A L4 TENPERATUNA DE thadadd

FOIOLUMNG EMFSCADA (0N Le SHZINS INNIVILIZAIA
€ 3ALIBN DEL FRODULTE 3F REACIION

>
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i1V RESULTADOS Y DISCUSION

4 CARACTERIZACION ENZIMATICA
1.1 S5'tosfodiesterasa

pH _Sptinn
Como puesde cbservarse en Ja figura 10, el pH optimo de la enzlma

se sitda entre 5 ¥y 6. Se fijs una temperatura de 70 QC para
efectuar la optimizacidn del pH. El rango es bastante restringido
¥y la actividad decae rapidamente fusra de este. Para 21 trabaje

experimantal posterjor se decidid trabajar la enzima a un pH de

5.5.

Iemperatura dptima

En la flgura i1 se presenta e! efecto de la temperatura en - ia
actividad enzimatlica. Aqui no existe un rango ampllo pars la
cperacidn de la enzima en dptimss condiciones, tenlendoze una
temperatura jdeal de 70 °C, aisma que se usd para todo el trabaljo

experimental posterior.

Estabilidad

Con el fin de canoccer la estabilidad de la fosfodiesterasa se
incubs la solucicn enzimatica 1 70 °C y se sfguld la actividad en
e} tiempo, Despues de 4 horas, a pesar de constatarse una calda de
actividad se observeé que no se alcanza el tiempc de vida wmedia de
la enzima coma puede constatarse en la figura 12, Sin embargo la
enzima es relativamente estable a la temperatura de reacclon.

En Ja figura 13 se demuesira, que la enzips no slgue un

comportantiento lineal en 1a pérdida de actividad sino gque parece

31



estabilizarse en un 60X de su actividad original. Por lo tanto no

es posible calcular el tiempo de vida media de la enzima con la
%O= e—kt donde el tiempo de vida media = ]n_2

k
que corresponde a un modelo de desactivacidn de primer orden.

ecuacidn: In

Actividad

La actividad de la solucidn enzimitica 1 ((PEl= 2 g/ , pH 5.5 vy
70°C) se calculd de la siguente manera:

Se multiplica la pendiente de Ia recta {concentracidn de
producto/tiempo} por la dilucion de la solucldn enzimitica y por

ta concentracion de la enzima obteniendose:

0.695 mg nugc. | *» 10 m] reacc}] ¢ |1 m! = 3.475 pg nuc y de
ml min i1 ml PE 2 mg mg E min

acuerdo con la definicidén de unidad :
1 Unidad = Cantidad de producto enzimitico que produce 1 mg de
de nucledtidos en un minuto.
tenemos que la actividad espec{fica de 1la solucién 1 wes
3. 475 Us/mg de producto enzimatico.
Lo anterior difjere grandemente de lo reportado por sl fabricante
de la enzima (2}, que anuncia e} producto con mas de AlO.OOO U/mg
de producto enzimatico, aunque los procedimientos de calculo que

emplea sén poco claros.

Caracterizacidp cinética
Con el fin de determinar ¢l comportamiento cinético de la enzima
se efectud un estudio de velocidades 1iniciales a diferentes

concentraciones de sustrato, con una concentracidn del producto
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enzimatico de 2 g/), a la Temperatura y pH dptimos. Se encontrd
que el comportamiento de la enzima sigue el modelo de Michaells-
Menten. Sus constantes cinéticas se obtuvieren por medio de la
representacién grafica del Modelo de Michaelis-Menten por
Lineweaver-Burk como se muestra en la flgura 14.

Las constantes sén:

Vmax= 0.697433 mg nuc./ mi. min.

Vmax= 3.487 mg nuc / mg PE. min
Km = 0.436819 mg/m!

E! valor de km es 30 veces mas pequefio que lta concentracisn de
sustrato a la cual se midié la actividad del preoducto enzimatico,

por lo tanto se trabaje lejos de la saturacion de la enzipma.
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Figura 10 pH optino de lo 5'fosfodiesieroso
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1.2 S'Adenildeamipasa

pH optimg

Como puede observarse en la figura 156, el rango de actividad es mais
amplio que para la fosfodiesterasa abarcando de 5 a 8 con hasta un
80 % de actividad en los extremos, Para el trabajo experimental
posterior se decidié trabajar a un pH de 5.5. Esta seleccidn se
basa no solo en el hecho de que a este valor la actividad es
maxima sino que ademas es tamblen el pH dptimo para la
fosfodiesterasa dando la posiblilidad de wusar las dos enzimas
juntas en la reaccidn.

Temperatura &ptima

Como se muestra en la figura 16 el rango de temperatura Sptima de
ta enzima es de 38 a 44 C. Definftfvamente se trata de una
enzima de menor termoestabilidad que la fosfodiesterasa lo que
elimina la posibilidad de usar las dos enzimas juntas en solucién
o inmovilizadas pues la diferencia de temperaturas de operacidén

o5 demasiado grande. Para el trabajo experimental posterior se

decidié trabajar a 40 C.

Establliidad

Con 8] fin de conocer la estabilidad de la adenildeaminasa se
fncubd un volumen de esta a 40 C y se siguis la actividad en el
tiempo. Despues de una hora de incubacidn se observd una caida de!
20% en la actividad {niclal de la enzima puede constatarse en la
figura 17.

En la figura 18 se muestra que la enzima sigue un comportamiento
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linea! en la pérdida de actividad, al graficarse en forma
logratimica, por 1o que posible apliicarle un mode lo de

desactivaci{én de primer orden:

EEI R AL A S

De la figura 18 se puede entonces determinar Ja pendiente Qque

resulta ser igual a la constante de desactivacién de 1*"  orden

° -3 -1
a 40 ¢ : K= 3.5398 v 10 min

y el tiempo de vida media:

T= 1n £ = 192,63 min

Actividad

La actividad de !a solucidén enzimatica 3 (I{PE)= B g/1 , pH 5.5 y
40°C) se calculd de la siguente manera:

Se multiplica la pendiente de la recta (concentracion de
producto/tiempo) por la dilucién de la solucidn enzimatica y por

la concentracién de la enzima obteniendose:

umol 4 ml. reac i ml. enzima| _ ymol.
[1'05 ml.min] . [1 ml. E ' |8 mg. enzimaf 0.54 mg.E min

y de acuerdo con la definicién de unidad :
1 Unidad = Cantidad de producto enzimatico que produce umol de
de S*IMP en un minuto.
tenemos que la actividad especifica de la solucidén 3 es
0.54 U/mg de producto enzimatico,
Lo anterior difiere grandemente de lo reportada por el fabricante
de la enzima (2), que anuncia el producto con mas de 50U/mg de

producto enzimatico, aunque ios procedimientos de calculo que
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emplea sén poco claros.

Caracterizacion cinetica

Con el fin de determinar el comportamiento cinético de la enzima
se efectud un estudio de velocidades 1inlclales a diferentes
concentraciones de sustrato, con una concentracidén del producto
enzimAtico de B g/1, a la Temperatura y pH &ptimos. Se encontrd
que el comportamiento de la enzima sigue el modelo de Michaelis-
Menten. Sus constantes cinéticas se obtuvieron por medio de la
representacién grafica del Modelo de Michaelis-Menten por
Lineweaver-Burk como se muestra en la figura 19.
Las constantes sén:

Vmax= 1.66 umol 5'IMP/ ml. min.

Vmax= 0.86 umol 5'1HP/ mg PE min
Km = 62.34 pumol/}

E) valor de km es 4000 veces mas pequalec que Ja concentracidén de
sustrate a la cual se midio la actividad del producto enzimatico

por lo tanto se trabal)d lejos de ia saturacidn de la enzima.
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2 INMOYVILIZACION
REACCION BASICA DE INMOVILIZACION VIA ENLACE COVALENTE
UTILIZANDG UN REACTIVO BIFUNCIONAL: GLUTARALDEHIDO

SOPORTE-NH,

+ O=CCCHgdpC=0 ————+ SOPORTE-N=CHC CHg daCH=N-ENZIMA
ENZIMA-NH, [ i

H
Los tres métodeos siguientes tlenen como base la reaccidén anterior.
El glutaraldehido se emplea comunmenta como reactivo "enlace®
entre soportes aminados y enzimas. La inmovilizacidn se lleva a
cabo por la formacidn de bases de Schiff entre los grupos amino de
soporte y enzima y las funciones aldehido de! glutaraldehido. (10}
# GRENET!NA COMESTIBLE:
Se hicieron ensayos con b5'Fosfodiesterasa segun el aetodo
descrito, logrando inmovilizar la enzima en este soporte, Se
forman pequefias esferas de grenetina al parecer resistentes a la
temperatura y pH del ensayo. Se enfrentaron 55.6 U en la reaccidn
de inmovilizacidn scbre el soporte activado, de las cuales se
inmovilizaron 2 U lo que corresponde a un rendim{ento del!
3.59 ¥ . Sin embargo se observa perdida de actividad hasta llegar
a un 30% de actividad residual despues de 5 rausos del Eoporte
activo, en un periodo de 172 horas de "edad"” del soporte, como Se
presenta en la figura 20.
Entre reusos s5e conserva al soporte en refrigeracion a 4 °C en el
buffer de trabajo y previo lavado con el mismo. En este caso la
temperatura termina por disolver las particulas del
socporte con la enzima inmovil. Por esta raz¢én se concluye que a
pesar de ser el método mis simple, con materias primas de menor
costo y alta disponibilidad, esta alternativa no era viable para

el proceso que e pretende desarrollar. Cabe seRMalar que no se
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intentd otro método de inmovilizacidén en grenetina (atrapamiento)
pues dadas las caracteristicas estructurajes del sustrato, seria
un método en el que la enzima aunque estable y bien ({inmov{lizada,
estarifa practicamente {naccesible al sustrato.

* SILICE AMINADA:

Una vez mas se ensaya con 5'fosfodiesterasa segun el mismo nméatodo
descrito, sobre silice Rhéne Poulenc con area de contacto de
Bmz/g, 8] cual fue activado por el Dr, Agustin Ldépez Munguia y fué
usado con exito para inmovilizar dextran sacarasa (38)., En este
caso se logra inmovilizar {.68 U de Jas 55.8 U enfrentadas, =obre
las parti{culas del soporte, correspodientes a un rendimiento del!
3.02 % .,

En esta ocasidn el derivado obtenido pierde la actividad despues
de 4 reusos en un periodo de 144 horas de "edad", hasta llegar a
un 4,41% de actividad residual como se muestra en la figura 21.
Entre reusos se conserva al soporte en refrigeracidn a 4 C en el
buffer de trabajo y previo lavado con este.

Una vez mas el soporte empleado y/0 el método de inmovilizacidn no
representan alternativa Util para el proceso Qque se pretende
desarrollar, por la baja eficliencla de inmovilizacién y la pobre
establlidad del derivado.

* ALUMINA ACTIVADA:

Se prueba de nuevo con 5°' fosfodiesterasa y el mismo método. En
este caso el soporte tambien se activé con silanos por el
Dr. Agustin Lopez. Este soporte se usa comunmente en los mofles
cataliticos. El soporte no resiste ni la temperatura ni el pH de
ensayo, pues se deshace. Cualquier medicidn de actividad fue
considerada poco representativa, ¥a que la turbidez debida al

polvillo del scporte hizo imposible tener una medicidn confiable.
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2.2 SOPORTE ACRILICO
Se usé 5'fosfodisesterasa sobre un soporte comercial Aorf{lico con
las siguientes caracteristicas que se enlistan en la tabla 1.

Tabla I Principales caracteristicas del soporte acrilico empleado
en la inmovilizacidn de fosfodiesterasa.

Tipo de soporte Copolimero mixto (acetale de
vinilosdivinil-etilenurea
modificado con grupos oxiranod

Diametro de particula 100~200 umetros
Equlvalaentaes de grupo activo 800 ugallg
Area especifica de contacto 183 m®/g

REACCION DE INMOVILIZACION

H,—chfscu, + Enzima-NHy ——— %‘,—?ﬂ-‘:ﬂ,—?—!ﬁnzua
Ho H

Soporle Soporte Activado

Primeramente se observo que con esta metodologla de
inmovilizacidén, el derivado con Ja enzima ({nmovilizada conserva
la actividad a lo largo de 10 reusos en un periodo de 480 horas,
con una pérdida de tan solo 6% aproximadamente de l!la actividad
original segun puede apreciarse en la figura 22.

Considerando estos resultados como altamente positivos 59
procedid a un estudio mids profundo del procesoc de lﬁ-ovilizaclon
sobre este soporte.

Se hiciferon pruebas con distintas concentraciones de enzima en la
solucién de reaccidn frente a una cantidad constante de soporte,
con el fin de analizar los efectos de la concentrac{dn de enzima
on la reaccion de inmovilizacien, Los resultados se aprecian en la
tabla !! y en la figura 23. Se presenta la evolucidn de la medicidn

de actividad durante !a primera media hora
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Tabla II Efecto de la concentracidn de enzima 5’'Fosfodiesterasa en
la reaccidén de inmovilizacion con 100 mg de soporte acrilico.

Enzima Unidades Unidadses Rendimientod
Disponible enfrentadas inmovilizadas % sopdrie
4 mg. 13.8 0.0 0.0 0.0
68 mg. 27.8 0.025 6.089 0.25
12 mg. 41.7 0.15 0.359 1.5
16 mg. 55.86 0.4 0.718 4.0
32 ng. 111.2 0.75 0.674 7.0
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€8 evidente que al aumentar la cantidad de enzima que reacciona
con una cantidad constante de soporte no se observa mas gQue un
debil incremento en la actividad presentada. Se observa que el
mayor rendimiento de inmovilizacidn de enzima por gramo de soporte
corresponde no a cuando se adiciond la mayor cantidad de enzima en
solucion sino a la mitad de este valor, 16 mg. o 55,6 wunidades
enfrentadas. El efecto de la saturacidn del soporte por el exceso
de enzima puede observarse en la figura 24. Este resultado asi
como los bajos tendimientos obtenidos llevaron al planteamiento de

nuevos experimentos.
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Para tratar de mejorar los rendimientos de inmovilizacion de la 5°
fosfodiesterasa se planteo un experimento distinto, en el cual se
varia ahora la cantidad de soporte y no la cantidad de enzima en
la solucidn de reaccion. Los resultados se presentan en la Tabla 3
y la evolucidn de las reacciones de medicidn de actividad inicial

se presentan en la figura 25,

Tabla III Efecto de la cantidad de soporte presente en la reaccién
de inmovilizacisén con 5*Fosfodieserasa 4 mg/ ml

Soporte Unidades Unidades Rendimiento
Disponible enfrentadas inmovilizadas % -gégrf:
100 my. 111.,2 0.915 0,822 9,15
250 mg. 111.2 3.140 2.820 12.56
S00 mg. 111.2 7.32 6.580 14.64
750 mg. 111.2 8.9 8.000 11.86
1000 mg. 134.2 10.39 9.340 10.39
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Como puede observarse, los rendimientos de tnmovilizacidn para la
S' fosfodiesterasa se incrementaron considerablemente al aumentar
la canti{idad de soporte disponible para !a inmovilizacidn, evitando
que se saturaran las particulas de soporte. La cantidad dptima de
soporte a utilizarse en la reaccldén de inmovilizacldn es 500 mg ya
que en este caso se inmovilizaron mas unidades/gramo de soporte.

Al referir la cantidad de enzima inmovilizada solamente se toms en
cuenta la enzima activa, es decir pudo haberse inmovilizado mucha
mas enzima que la activa., Esto es debido & que la reaccidn se
efectua entre el soporte y cualquier grupo amino disponible en
la enzima, por lo que solo aquella enzima que pudo inmovilizarse
sin daMar la estructura espacial de su sfitio active u ocuitarla

por bloqueo, resulta activa,

Posteriormente se probd el mismo soporte acrilico para inmovilizar
5’ Adenildeaminasa, Veriticandose primeramente la estabilidad del
derfvado. Se observé que el soporte con la enzima d{nmovilizada
conserva su actividad a lo largo de 10 reusos en un periodo de 480
horas, con pérdida del 15 % de actividad original, segdn se puede
obsarvar en la figura 26. Es avidente que easta onzima es menos
estable gque la fosfodiesterasa i{nmovilizada sobre el mismo
soporte, pero los resultados permiten suponer que el soporte
acrilico constituye igualemtne una alternativa viable para &

inmovilizacién de 5’adenildeaminasa.
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Posterlormente ’ con el fin de optimizar 1a reaccidn de
inmovilizacidén se hizo una prueba con distintas concentraciones de
enzima en i1a solucidén de reaccidn frente a una cantidad constante
de soporte acrilico. Los resultados se aprecian en la tabla 4 vy

en la figura 27.

Tabla IV Efecto de la concentracidén de enzima 5°adenildeaminasa en
la reaccidn de inmovilizacion con 100 mg de soporte acrilico.

Enzima Unidades Unidades Rendimie‘r}}od.
Disponible enfrentadas inmovilizadas % lopgrl.
10 mg. 5.40 0.0 0.0 0.0
20 mg. 10.80 0.848 7.850 8,48
30 mg. 16.20 1.022 6.300 10.22
40 mg. 21.60 1.342 6.210 13,42
80 mg. 43,20 1.4408 3.333 14.44
kg&erk&ad::gé:??:'liz:dﬂ'h‘a;ron mnhdanldo acuerdo a la
poriem con la enzima inmovil.

La eficiencia de la reaccion puede apreciarse {gualmente en la
figura 28 donde se muestra claramente el efecto de Ja relacidn
enzima-soporte en la preparacién del derivado acrilico con la

S'adenildeaminasa inmovilizada.
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Comparando las das enzimas inmavi)izadas, la 5'adenildeaminasa es
menos estable que la 5’'fosfodiesterasa, pero la primera es mas
afin a inmovilizarse sobre el soporte en mayor cantidad

activa, alcanzandose rendimientos {0 veces mayores que la segunda.

3.0 - CINETICA ENZIMATICA DE LAS ENZIMAS INMOVILZADAS

Debido al exito obtenido en la inmovilizacidn y conservacidn de la
tosfodiesterasa y Ila adenildeaminasa en e} sopeorte acrilico, se
precedis a la ¢aracteri{zacion cinética de las nuevos preoductos,
siguendo !2 misma metodologia que para {a enzima libre. Los

resultados se presentan en las figuras 28 y 30 y en las tabla V.
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Tabla V Comparacién de las constantes cinéticas de las enzimas
inmovikizadas y solubles.

5* Fosfodiesterasa (5°'fdsa)

INMOVILI1ZADA SOLUBLE
Vmax= 0.1029 mg nuc/ml min Vmax= 0.6974 mg nue/ml min
Km= 4.85 mg/ml Km= 0.4367 mg/ml
Vmax= 0.0§029mg nuc/mg Cat min Vmaxz 3,487 mg nuc/mg PE min
5° Adentldeawminasa (5'adea)
INMOVILIZADA SOLUBLE
Vmax= 0.60 upmoles/m} min Vmax= 1,66 pmoles/ml min
Km= 20.81 umoles/ml Km= 62.34 umoles/aml
Vmax= 0.060 umoles/mg Cat min Vmax= 0.83 pmoles/mg PE min

Como puede observarse existe un sumento de 10 vgpés en el valor del
km para la 5' fdsa {nmovilizada comparada con la soluble, mientras
que en el caso de |la 5’adea, @] valor es del mismo orden de
magnitud aungue menor. Esta situacidn se debe con seguridad a los
fendmenos de difusidn del ARN en la particula del soporte
activado, ya que como el sustratoc es de alto peso molecular su
difusidn atravez de los poros es lenta. Las condiciones del ensayo

por otro lado, hacen dificil pensar en un control difusional
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externo. Por otro lado no existe una explicacién cinética a la
disminucidn en el km de la deaminasa y el hecho de que se mantenga
en el orden de magnitud que tiene para la enzima libre hace
e@vidente la ausencia de problemas difusionales en el catallzador

y el sistema de reaccidn.

4.0 Reactor ewpacado con las enzlmas inmoviiizadas

Una vez que las enzimas fuéron caracterizadas cinéticamente, se
procedi{s a efectuar un estudic de su utilizacidn en reactor
empacadc con ol fin de explorar la factibilidad de implementar un
proceso cont{nuo. Se disefaron dos reactores a nivel laboratorio
‘de acuerdo con el esquema descrito en la figura 9 de Material vy
Método. Las enzimas se inmovi{lizaron de acuerdo al metodo descrito
con anterioridad solo que en esta ocasidn se snfrentd un gramo de
soporte en reaccidn con la solucidn enzimatica 2 o 4 segun la
enzima. Transcurrido el tiempo de inmovilizacidn se midiés la
actividad de los soportes activados y despues de lavarlos con el
buffer de trabajo se suspendid el soporte en 15 m! de buffer y se
tomé una alicuota de este para empacar con los reactores. La
medicidn de actividad de los reactores se realizo segun e| método
descrito con anterioridad.
Las condicliones de operacién de los reactores emnpacados se
nuestran en las tablas VI y VI|, el desempefilo de ambos reactores

se observa en las figuras 3f y 32.

Tabla ¥1I Condiciones de operacién para la columna empacada
con S‘fosfodiesterasa.

ctividad do

Fraccion vacia...
a fraceion vacia we cale
LD eSE SO ASH a1 2elY
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Tabla YII Condiciones de operacidén para la columna
con 5'adenlldeaminasa.
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La seleccion de 15 g/1 de ARN como concentracién de alimentacion
se defini¢ por ser la concentracidn a la que se trabajo con la
enzima tibre aunque puede faci!imente disolverse el doble de ARN y
alimentarse asi{ el reactor, ya que en el estudio cineético se
observé que no existe {nhibicidn por excese de sustrato., Para
seleccion de la concentracion del AMP, se definio considerando una
cantidad un poco menar a la que seri{a producida como consecuencia
de !a hidrélisis. El estudio se hizo por separado debido, por un
lado a 1a diffcultad analitica que hubiese implicado que se
alimentace e} mfluente del! primer reactor al segundo, pues los
mononucledtidos (5'GMP, S5'CHP, S'UMP) interrfieren en la medicidn
del 5'IMP, y por otro lado porgque al primer reactor no estaba
diseMado para alta conversiodn sino, en ambos casos, para un

estudic de estabilidad de los catalizadores.

Suponiendo un reactor, cinético, ambhos reactores estarian descritos
por la ecuacidn del reactor de flujo pistén con cinética de
Hichaelis-Menten:

Vmax @ = So X - km Ln (1-X) (4 9]

Donde © es @l tiempo de residencia en minutos y Vmax la actividad

enzimatica en el reactor, siendo x !a conversién del reactor.

V_(volumen jeal ca”y

T @ (gasto cm'/ min) @

V = Vreactor * € draccion vacia (8¢ )]
(Actividad/g esporie)s(w soporte)

Vaoax = Vo [ 3]

entonces !a ecuacion del reactor de flujo pistdn con cinética de
Hichaelis-Menten queda asi:

- ivi L]
e Actividad w_eoporte So X - km ® Lmttosx) (4423
a tflujor
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Sustituyendo los valores en la ecuacion encontramos por analisis
dimensiaonal que es necasario establecer la relacion
esteguiomeétrica para que las unidades sean congruentes, asi:

1 g ARN al! hidrelizarse produce 1.047 g Nucleotidos, suponiendo un
peso molecuiar promedio para ®! ARN de 200,000 y para los
nclestidos de 400,

4 g de 5'ANP al] desaminarse produce 1.002 g de 5'IMP.

Por lo que los valores para gsustituir en la ecuacion 5 quedan asl:

Tabla 8 Valores a sustitulr en la ecuacion de Michaelis-Menten

Para la reaccion de hidrolisin Para la reascion de desaminacion
13,700 el = #a oo o
Z:\ ; g.477 n\‘}g/f |13 ¥ 20RL0 ﬂﬁm?‘AMP’fL
A = oot ou» ucsmin g moportle S %9388 )JmolAu'/m\n ge
¥ T D, 3273 g% gcrl. ¥ F O, 8084 rog
a = ol cooeen’ (7 3 = 3:%5%n?

Resolviendo la scuaclidén por g) método de Newton-Raphson (22) tanamos
que e} valaor de % o sea |a conversidn para las condiciones dadas
con 8l reactor de hidrélisis es de 0.2604 mientras que la obtenida
axperimentalmente fué¢ de ©.2133; ¥y para el reactor de desaminacidn
es de 0.51244 y la obtenida experimentalmente fue de 0.6539.
Comparando la canversidén cslcutada con ta obtenida
experimentalmente tenemos que existen pequefas variaciones entre
estas aunque se mantienan dentro de el mismo orden de magnitud,
per lo que puede suponerse un control cinédtico para los reactores

con un grade de exactitud bueno,
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5.0 .Staulacidn de reactores batch y en continuoc
Una vez comprobado que el cooportamiento de los reactores es
simi{lar al cinético de Hichaelis-Menten, es posible simular el
comportamiento de reactores batch y continuos empacados con las
enzimas inmovilizadas. Asi para un reactor batch tenemos la
ecuacion de Michaelis-Menten:

vmax ® Tiempo = S0 ® X - Km * ln tt-x) 6D
suponiendo un mezclado homogeneo y el tiempo de reaccidn en
minutos.
Al resoiver la ecuacion para el reactor de hidr&lisis se tomd en
cuenta la maxima cantidad que era posible disolver de ARN en el
buffer de trabajo, ast So = 30 g/l. Para el reactor de
desam{inacion se tomd en cuenta la concentracidn de 5°AMP que se
produciria si el reactor de hidrslisis tuviera wuna conversion
igual a 1, as{ So= 7.85 g/Il.
La Vmax de ambos reactores varia en funcidn de la cantidad de
soporte activado que se agregd. (ver tabla V)
Los resultados de la resclucidn de la ecuacidén 6 para ambos
reactores pueden observarse en las figuras 33 y 34. En ellas
se muestra la relacion conversion/tiempo de reacciodn para
distintas cantidades de enzimas inmovilizadas en el reactor.
Aqul es posible observar como al aumentar la cantidad de la enzima
inmovilizada en el reactor, el ti{empo de reaccidn necesario para
una conversidn del 95 X del sustrato es cada vez menor hasta que
al llegar a un maximo de S gramos la diferencia con el inmediato
inferlor es cada vez menaor por lo que aumentar mas alla de easte
punto !a cantidad de catalizador no produce un efecto apreciable

en la relacion conversidn/tiempo.
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37
Para la simulacidn de un reactor en é‘M\um Ciﬂanga % la

[3
. 4
ecuacion 5 transformada:

W _moporte _ So X - km ® lnit-x
a tflujor € ® A

de manera que en esta ocasidn tenemos qua variando la cantidad de
goporte activado asi como el flujo con que se alimenta el reactor
se obtendra un valor de x.

Las constantes para cada reactor se muestran en la tabla VIII con

la excepcion de la So que para el reactor de hidrdélisis fué de

7.5, 15 y 30 g/! y para el reactor de desaminacioen las
concentraciones esperadas si la conversién del primer reactor
fuera del 100 X, esto es 5560, 11300, 22600 pmoles/)

respactivamente. Lo anterior facilita e] simular el tener un
sistema con la saiida del reactor de hidrsélisis conectada a la
entrada del reactor de desaminacidn y hacer un sclo procesc en la
produccidén de mononucledtidos,

Los resultados de resclver la ecuacidn 7 para ambos reactores en
las condiclones dadas se muestran en las figuras 35 y 36.

Como puede observarse, para el reactor de hidrdélisis al aumentar
la concentracion de sustrato alimentadc es necesario que el valor
de W/Q aumente conslderablemente para tener una una conversién del
99 %; mientras que para el! reactor de desaminacidn este aumento no
es tan significativo debido a que las concentracicnes de sustrato
alimentadas no sén tan grandes como en el caso anterfor ya que la
mayor concentracidn alimentada al reactor de desaminaciédn apenasg
se acerca a la concentracién menor alimentada al reactor de
hidrolisis.

A continuvacidn se¢ observa la aplicacion practica de la simulacion.
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EJERCICID DE SIHULACION
Supongamos gue se desea saber sl volumen que tendra los reactores
tanto de hidrolisis como de desaminacidn para que al alimentar una
concantracidn de 30 g de ARN/I con un gasto de (.0 I/min s

obtenga un 80% de conversion:

Con 8] dato de! 90X de conversidn e interpolando en la figura 35

tenemos gue para un So = 30 g/l se requiere un valor de W/Q de

6250 g Cat minsl, Asl :
16 Ylm!n = 6250 .. W = 6250.0 g & 6.2 kg. de soporte activado con

S'fosfodiesterasa, y como la densidad del soporte es de 0.2846

|/em’ entonces el reactor de hidroiisis tendrd un volumen de 22 1,
interpolande en la figura 36 la concentracidn de 5'AMP tenemos gue
para al reactor de desaminacidn se reguerirs de un de un valar de

W/Q de 4850 g Cat min/i Asi

. N .
5T e R C 4950 o W = 4950.0 g & 4.9 kg. de soparte activade cen

S*adenildesminasa, y como ta densfdad del soporte es ds 0O.2846

g/cm' sntonces e! reactor de desaminacion tendrd un volumen de

17.4 1.

El conocer e} volumen dptime caleulado por ta simulacisn facilita
e! disefo pesterior de ips reactores a utilizar en e! escalamiento
a nivel piloto del proceso aqui desarrollado. Un tratamienta
similar puede hacerse para 10s reactores Bateh wutilizande las

figuras 33 y 34 ademas de las constantes cinéticas obtenidas
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V CONCLUSIONES

Al desarrollarse un proceso para la hidrélisls enzimatica de acido
ribonucléico de levadura Candida utilis se cumpliéd con los
objetivos de este trabajo experimental, lograndose un proceso que
utii{za enzimas comerciales sin problemas de disponibilidad,

ligadas por enlace covalente a un soporte acrilico.

El catalizador desarrollado observa caracteristicas de alta
estabilidad a la temperatura y pH del ensayo asi como a largos
perlodos de almacenamiento por lo que se hace posible el uso

industrial de la aenzima inmovilizada.

La temperatura y pH éptimos se ubican en rangos de riesgo de
contaminacidn microbiana limitada si blen se sugerirfa un control
estricto en la higlene y limpieza de equipo asf{ comc una
filtracidn del sustrato {nicial en membrana, para eliminar al

maximo el riesgo de contaminacién microbiana.

El estudio cinético de ias enzimas libres e inmovi{lizadas ayuda a
un conccimiento global de las reaccidnes efectuadas, encontrandose
que para la reaccién de hidrélisis utilizande la enzima
inmovilizada existen problemas de tipo difusional para su
desarrallo sin que esto haga suponer que el empleo de el soporte
activado con esta enzima se haga poco atractivo. Para la enzina da
desaminacién inmovilizada no se aprecian diferencias
gignificativas entre los comportamientos cinéticos de enzima libre

e inmovilizada.
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Se diseMaron dos reactores para emplearlos empacados con las
enzimas Inmovilizadas en continuo por 10 horas lograndose que
estos no perdieran actividad en todo este lapso de tiempo. EI
disefio de estos reactores no contemplaba !a operacidn en continuo
de ambos reactores a la wvez ya que se presentan dificultades
analiticas para medir sus respuestas, ademas de que nho se trataba
de que fueran reactores de alta conversidn sinoc de que aportaran
datos sobre el comportamiento de una cantidad de catallzador en

una reatcidn en continuc.

Los datos aportados por estos reactores de |aboratorio dieron pieé
a que utilizando el modelo de Michael{s-Menten para reaccidn batch
y para un reactor de flujo pistén se desarroliaran simulac{cones
para conocer el comportamiento del catalizador en diferentes
condiciones de trabajo. Considerandose adecuado para efectuar
posteriores escalamiento a nivel planta piloto de los dos tipos
de reactores simulados segUn convenga a la dispeonibilidad de un
gustrato adecuado para la reaccion o reacciones enzimaticas a

efectuarse.

Finalmente el desarrollo de un ejercicioc de simulacidn ejemplifica
la forma en que el disefio de los reactores en continuo debera
hacerse, al menos en el tratamiento bisico del diseflo, que
representa la utilidad practica del trabajo desarrollado, cuya
{mplementacidn industrial es atractiva dado el valor agregado que
tienen estos productos partiendo de la base que la materia prima

@s un subproductc de ia produccicn de proteina unicelular.
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