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l. RESUMEN

El uso de enzimas hipertermofilicas para la sintesis de alquil-glucésidos en
medio acuoso y en solventes organicos tiene evidentes ventajas ya que a altas
temperaturas hay efectos favorables sobre la velocidad de reaccion y la solubilidad del
sustrato. En el presente trabajo se aplico una enzima B-glicosidasa hipertermofilica
comercial (Diversa Corp.) para la sintesis de alquil glicésidos en un sistema bifasico, a
partir de glucosa y heptanol en reaccién de hidrolisis inversa. Inicialmente se caracterizé
la enzima en medio acucso, determinando temperatura y pH Optimos, asi como
estabilidad a 90°C. Se evalué mediante electroforesis en gel de poliacrilamida la pureza
de la preparacion comercial, comprobandose en geles de protelna y de actividad que se
trata de una sola protelna que posee actividad tanto de B-glucosidasa como de B-
galactosidasa. Se obtuvieron {os parametros cinéticos a 90°C, pH 5.5, para la hidrolisis
de diversos sustratos sobre los que la enzima puede actuar: celobiosa, lactosa, O-
nitrofeni glucopirandsido, O-nitrofenil galactopiranésido, heptil glucopirandsido y hexil
glucopirandsido. Se encontré que los alquil-glucosidos afectan la actividad de Ia enzima
comportandose como inhibidores competitivos.

Se estudiaron diversas alternativas para la obtencién de heptil-glucésidos por
sintesis enzimatica catalizada por la p-glicosidasa hipertermofilica, encontrando que fa
mayor productividad se obtiene cuando se lieva a cabo la reaccidon de condensacién de
glucosa con heptanol en un sistema bifasico en el que se disminuye la actividad de
agua elevando la concentracién de glucosa en la fase acuosa. En estas condiciones se
logra obtener 5.26 g/l de heptil glucosido, a partir de soluciones de glucosade 1a3 M.
A pesar de la elevada productividad, el sistema se ve limitado por el equilibrio de la
reaccion que impide obtener conversiones superiores al 12 %.
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IIl.  INTRODUCCION

Los alquil glicésidos o alquil poliglicasidos como son conocidos los ptoductos
manufacturados industrialmente, son un ejemplo clasico de productos que por mucho
tiempo fueron Unicamente de interés académico. E primer alquil glicésido fue
sintetizado e identificado por Emil Fischer hace mas de 100 afios v la primer patente
que describe el uso de alquil glicosidos en detergentes fue registrada en Alemania 40
afios después. Pasaron otros 40 o 50 afios para que los equipos de investigacion de
algunas comparilas dirigieran su atencién a los alquil glicsidos y desarrollaran
procesos para la produccién de alquil poliglicésidos. El trabajo inicial de Fischer, que
involucra la reaccién de Ia glucosa con alcoholes hidrofilicos como metanol, etanol,
glicerol, etc., fue aplicado después para alcoholes de .cadenas mas largas desde Cg
hasta Cyg. En los procésos industriales no se obtienen alqui! monoglucédsidos puros sino
una mezcla de alquii mono-, di-, tri- y oligoglicdsidos, debido a esto, los productos
industriales se denominan alquil poliglicésidos y son caracterizados por el largo de la
cadena alquilo y el nimero promedio de unidades de glucosa unidas o grado de
polimerizacién (von Rybinsky y Hill, 1998).

En la década de los 70's Rohm-Haas (USA) fue la primera compafifa en
introducir al mercado un octil/decil (Ce1o) poliglicdsido en cantidades comerciales,
seguida por BASF (Alemania) y SEPPIC (Francia). Sin embargo, debido al bajo
desempefio de este producto de cadena corta como surfactante y a la presencia de
color, las aplicaciones fueron limitadas a unos cuantos segmentos del mercado, por
ejemplo para la limpieza de botellas. La calidad de los alquil poliglicosidos ha sido
mejorada en los Ultimos afios y algunas comparifas ofrecen octil/decil poliglicésidos de
mayor pureza y calidad. Desde el inicio de la década de los 80's diversas compaiiias
han desarrollado programas con el objeto de aumentar el largo de cadena de los alquil
poliglicésidos (Ci214) para su aplicacién en las industrias de cosméticos y de
detergentes, dada la relacién directa entre el largo de la cadena alifatica y su poder
surfactante. (von Rybinsky y Hill, 1998).
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En Ia sintesis de glicosidos, un azicar polifuncional se combina con un nucledfilo
tal como un alcohol, un carbohidrato o una proteina. Las reacciones de glicosilacion
requieren de métodos especiales de activacion, el uso de grupos protectores dada la
inespecificidad de la reaccién quimica, o la aplicacion de una enzima altamente
selectiva. En principlo, los procedimientos enzimaticos o microbianos para la produccién
de alquilglicésidos, en virtud de su selectividad, pueden reemplazar los procescs
quimicos que requieren de complicados pasos de proteccion y desproteccién. Sin
embargo el uso de enzimas en estas reacciones no ha sido atin ampliamente explotado
y las aplicaciones hasta ahora estan limitadas al laboratorio (von Rybinsky y Hill, 1988).

Desde el inicio de la década de los 80's, se ha mostrado claramente que las
enzimas pueden ser usadas en solventes organicos con gran eficiencia, (Kirchner ef al.,
1985) actualmente uno de los retos para los quimicos organicos es el usar el poder
catalitico y la especificidad de sustratos de las enzimas en solventes organicos con el
propasito de sintetizar diversos compuestos (Vic ef al, 1997). El uso de solventes
organicos en la sintesis enzimatica ha sido estimulado por diversos factores.
Principalmente que la mayoria de los compuestos organicos son altamente solubles en
solventes no acuosos, por lo que las biotransformaciones se pueden llevar en estos
medios a escala preparativa. Se distingue también que mediante el empleo de
solventes organicos se adquiere la capacidad de modificar el equilibrio de una reaccion
naturalmente hidrolitica hacia la sintesis (Vic et al, 1997). Actualmente diversos
productos como ésteres o pequefios péptidos son obtenidos eficientemente usando
lipasas o proteasas, respectivamente en medios crganicos (Bloomer et al., 1992, Ricca
y Crout, 1989); por Gltimo, en medios organicos la termoestabilidad de la enzima se ve
mejorada generalmente (Zaks y Klibanov, 1984} e incluso es posible modificar la
especificidad enzimatica (Rubio et al., 1991). Mas audn, puesto que las enzimas no son
solubles en solventes organicos, son facilmente recuperadas y reutilizadas (Vic et al.,
1997).
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Se han desarmollado diversos sistemas de reaccién para utifizar enzimas en
solventes organicos: los sistemas solido-liquido en los que la enzima (libre o
inmovilizada) se suspende en el solvente que puede ser anhidro o hidratado; los
sistemas liquido-liquido, formados por una fase acuosa donde se disuelve la enzima y
una fase insoluble en agua; y los sistemas de microemulsion donde la enzima se
disuelve dentro de una micela invertida que a su vez se distribuye en el solvente no
polar. La mayoria de las enzimas usadas en estos sistemas comprenden lipasas,
proteasas u oxidasas; en comparacién, para las glicosilhidrolasas el nimero de reportes
es sensiblemente menor. (Vic et al., 1997)

En los dltimos afios se han reportado diversos trabajos que tratan sobre la
sintesis enzimatica de atquil glicosidos, y se abordan diversas estrategias para el uso
de glicosilhidrolasas en medios organicos, entre las que podemos mencionar e} uso de
cosolventes miscibles en agua, como &cidos organoborados para solubilizar los
azlUcares (Park y Lee 1992) o solventes de bajo peso molecular (Vic et al., 1997), e
incluso algunos éteres como mono y di-etilenglicol dimetil éter (Park ef al., 2000); el
desarrollo en sistemas bifasicos, donde el solvente inmiscible en agua es el mismo
alcohol aceptor (Panintrarux ef al., 1995, Shinoyama et al, 1891a,b); y medios
moncfasicos compuestos del solvente saturade con agua (Garcla-Garibay et al., 2000
a.b; Ismail et al., 1999). Los objetivos de estos trabajos son muy diversos y solo en unos
cuantos se interesan en desamollar un método eficiente de produccion de alquil
glicésidos. Tales son los casos de Kobayashi et al. (2000) quien propone un proceso de
extraccion continua para la sintesis de hexil glucésido y de Park et al. (2000) donde se
adiciona glucosa de manera escalonada para incrementar los rendimientos de Ia
reaccién de sintesis de alquil glucésidos (C8 a C12) en un medio monoféasico
heterogéneo.

Por otro lado, los aspectos que se abordan en el resto de los trabajos tienen que
ver con la factibilidad de la reaccién, por lo que evaluan el efecto del medio de reaccién
(uso de solventes organicos), el papel de las enzimas o bien el uso de diferentes
sustratos y aceptores. En varios de ellos se analiza el efecto de los solventes y de la
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actividad del agua sobre la estabilidad de la enzima y sobre el equilibrio entre la sintesis
y la hidrélisis de alquil glucésidos (Chahid et al., 1992; Ljunger et al., 1994; Laroute y
Willemot, 1992a, Vulfson ef al., 1990; Vic et al., 1997).

En un trabajo realizado recientemente por Garcia-Garibay ef al. (2000a) se
empleé una enzima comercial hipertermofilica para sintetizar heptil glicésidos en un
medio monofasico organico, abriendo la posibilidad de trabajar a altas temperaturas con
las consecuentes ventajas a! poder solubilizar mayores cantidades de azicar. La
limitante en este trabajo en particular, y de los sistemas hasta ahora reportados en lo
generai, es que las productividades alcanzadas son bajas debido a que © bien se
manejan pequefias concentraciones de azlcar dada su escasa solubilidad en el medio
organico, ¢ bien los tiempos de reaccidn son largos y las conversiones bajas. En el
trabajo de Garcia-Garibay et al. {2000a) se concluye también que la conversitn esta
limitada por una fuerte inhibicion por producto y la formacidn de oligosacéridos a

concentraciones altas de sustrato.
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HIPOTESIS

Dado que las enzimas termcfilicas presentan ventajas sobre las enzimas

mesofilicas en cuanto a estabilidad y eficlencia en solventes organicos, es posible

disefiar un método para la produccién de heptil glucésido basado en la condensacién

de glucosa y heptanol catalizada por ta —gii HT, con aitas productividades.

iv.

VA

OBJETIVOS

General:
v" Desarroliar un sistema eficiente para la obtencién de heptil-glucédsido por

sintesis enzimdtica catalizada por la p-glicosidasa hipertermofilica
CloneZyme 001-02 (Diversa, Corp.).
Particulares:

v Caracterizar cinética y fisicoquimicamente en medio acuoso la p-glicosidasa
hipertermofilica (B-gli HT).

v" Comparar las alternativas de diversos sistemas de reaccién para la sintesis
de heptil-glucésido.

v' Proponer una estrategia de produccion de heptil-glucésido basada en la

condensacion de glucosa con heptanol, catalizada por la 8—gli HT.

GENERALIDADES

Surfactantes.
Los surfactantes son moléculas anfifilicas que tienden a distribuirse

preferencialmente en la interfase de fluidos con diferente grado de polaridad o enlace

de hidrogeno, tal como interfases aceite-agua o aire-agua. La formacién en la interfase

de dicha pelicula molecular ordenada disminuye ia energia interfacial (tension

interfacial) y es responsable de las propiedades que distinguen a las molécuias

surfactantes. Ademéas de disminuir la tensién interfacial, esta pelicula molecuiar puede
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también dominar el comportamiento reoldgico interfacia! y la transferencia de masa {Lin,
1996).

En el afio de 1995, la produccién mundial de surfactantes se estimaba por
encima de 3 x 10° toneladas al afio, con un valor estimado en 4 billones de délares, de
los cuales el consumo como detergentes para limpieza era de 54% de Ia produccidn
total, donde el 32% fue destinado para uso industrial. Los tensoactivos actualmente
disponibles en el mercado se pueden clasificar como surfactantes aniénicos (66%), no
ibnicos (24%), catinicos (9%) y anfotéricos (1%) (Sarney y Vulfson, 1995). _

Considerando la estructura anfifilica de un surfactante tipico con una cabeza
hidrofilica y una cola hidrofébica (figura 1), el reto ha sido, desde hace muchos afios, el
incorporar carbohidratos en la estructura de tensoactivos, dado que estas moléculas
forman una cabeza hidrofilica perfecta al contener numerosos grupos hidroxilo. Soélo
algunos azicares cumplen con los criterios de precio, calidad y disponibilidad para ser
aceptables como materia prima en un proceso industrial; tales azdcares son ia sacarosa
de remolacha o de cafa de aztcar, la glucosa, derivada de almidones, y el sorbitod, un
derivado hidrogenado de la glucosa. (Hill y Rhode; 1999)

Cabeza Polar

Cola Hidrocarbonada .
Heptil glucosido

0
\/‘\/\/\CHS

Figura 1. Representacion esquernatica de un surfactante ¥ como efempio la estructura del heptil
glucosido.

Los glico-surfactantantes cuya estructura est4 basada en un azdcar, tales como
esteres de sorbitano, ésteres de sacarosa, alquil poliglucdsidos y glucamidas de acidos
grasos, han cobrado mayor interés debido a sus ventajas en cuanto a desempefio,
inocuidad y biodegradabilidad, en comparacion con algunos de los surfactantes tipicos.
Los ésteres de sorbitano y sus derivados etoxilados son productos bien establecidos
que se usan principalmente como emulsificantes para alimentos en un volumen de
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aproximadamente 15000 ton/afio. Los ésteres de sacarosa son productos relativamente
hidrofébicos, con un mercado actual estimadc en cerca de 4000 ton/afio y cuya principal
aplicacion es en alimentos y cosméticos (Hill y Rhode 1999),

Los alquil poliglicdsidos y glucamidas de Acidos grasos revelan una perfecta
estructura anfifilica, excelente capacidad surfactante y alta solubilidad, ademas de que
su sintesis es altamente selectiva. Recientemente se han desarrollado procesos
industriales para la sintesis quimica de alquil poliglicdsidos con una capacidad total de
80 000 tonfafio (Hill y Rhode 1999).

Estos surfactantes son usados principalmente en cosméticos, lavatrastes y como
detergentas para muchas otras aplicacienes. Hoy en dia, existe una compariia que usa
de manera exclusiva glucamidas de acidos grasos en detergentes liguidos y en peivo.
La capacidad de produccién estimada es de 40 000 tonfafio. Estos dos productos son
comparables en cuanto a su perfil de desempefio como cosurfactantes, y difieren entre
si basicamente por la materia prima con la que se elaboran: mientras que para las
glucamidas de 4cidos grasos se requiere incorporar metil amina, los alquil poliglicosidos
se producen completamente a partir de fuentes renovables. Este factor, combinado con
su buen desempefio y suavidad, podria ser la razén por la cual los alquil poliglicasidos
son ahora los glico-surfactantes mas exitosos (Hill y Rhode 1999).

V.2 Alquil glicésidos.

Tradicionalmente, los alquil glicésidos se obtienen por procesos quimicos, o que
lleva a obtener una mezcla de productos. Para obtener compuestos quimicamente
definidos se requieren varios pasos de proteccién - desproteccion de grupos hidroxilo
reactivos asi como la activacion def carbono anomérico de los azlicares (Brown ef al.,
1970).

Las primeras sintesis de alquil poliglucésidos se llevaron a cabo desde hace mas
de 100 anos. Posteriormente se desarrollaron procesos basados en la reaccién de la
glucosa con aicohol donde se usaron alcoholes de cadenas largas, de entre C8 y C16;
el resultado de esla reaccion es una mezcla compleja de alguil mono, di, tri v
oligoglucasidos en una mezcla de anémeros o vy B, por lo fanto, los productos

industriales son llamados alquil poliglucésidos y se caracterizan por e! largo de Ia
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cadena alquilo y el numero promedio de glucosas sustituidas, es decir el grado de
polimerizacién (Hill y Rhode; 1999).

Un método alterno para la produccién de alquil glicosidos es la sintesis
enzimética, que es un método directo y puede realizarse bajo condiciones de reaccién
menos severas; ademas de que se puede obtener un producto de alta pureza
enantiomérica. Se ha mostrado que la sintesis y propiedades de los alquil glicosidos
dependen de! largo de la cadena carbonada; de hecho, al disminuir el largo de la
cadena del grupe alquilo, se incrementa el rendimiento de produccion (Chahid ef al.,
1994). Sin embargo, una disminucién en el largo de la cadena va acompafiado de un
decremento en la solubilidad del producto en medio organico (Adelhorst ef af., 1990).

V.3 Uso de enzimas en la produccién de alquil glicésidos.

La sintesis enzimatica de alquil-glicosidos se puede llevar a cabo mediante dos
mecanismos de reaccién: transglicosidacion o hidrélisis inversa, siendo la diferencia
entre las dos estrategias la naturaleza de! donador del grupo glicosilo (figura 2). En la
transglicosidacion (alcohdlisis) el aceptor del glicosilo es un alcoho! y el donader puede
ser un disacarido, un polisacaride o un aztcar activado (Ismail y Ghoul, 1996; Vic et al.,
1896), mientras que en la hidrélisis inversa la enzima cataliza la condensacion directa
de un azlcar (generalmente un monosacdride) con el alcoho! sin formacién de

subproductos.

Alcohdlisis

+ NN
OH

disacérido alcohol alquil glicdsido monaosacérido

enzima

Hidrdlisis inversa

0H+ OHM/ ﬁ + HO

menosacéndo alcohol alquil glicdsida

Figura 2. Representacion esquemdtica de las reacciones de alcoholisis e hidrélisis inversa
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La alcohdlisis es un caso particular de reacciones de transglicosidacion que en
las reacciones comunes de las glicosidasas da iugar por lo general a la formacién de
oligosacéridos. La reaccién de alcohtlisis catalizada por la f-galactosidasa se describid
por primera vez en 1912 (Wallenfels y Malhotra, 1961). La p-galactosidasa es una
enzima glicolitica que cataliza la hidrdlisis de lactosa en medio acuoso, rindiendo
glucosa y galactosa. Cuando se agrega un alcohol al medio éste puede sustituir al agua
dando lugar a un alquil-galactésido.

La obtencion de alquil glicésidos a partir de diversos sacaridos como xilobiosa,
celobiosa, lactosa e incluso almidén, se ha llevado a cabo empleando una gran
variedad de enzimas que catalizan la reaccion ya sea de tranglicosidacién o

condensacion, Un panorama de esta situacion se presenta en la tabta 1.

Tabla 1. Ejemplos de las principales enzimas empleadas en la sintesis de alquil glicésidos en
publicaciones recientes

Enzima Fuente Sustrato Referencia

p-xilosidasa A. niger Xilosa y xilobiosa | Shinoyama et al., 1988, Drouet
of al., 1994

p-glucosidasa Almendra Celobiosa, Laroute y Willemot, 1892 a,b;

glucosa Ismail y Ghoul, 1996

Ver tabla 2.

B-galactosidasa | K. lactis, Lactosa Stevenson et al., 1893, Ismail ef

A. oryzae al, 1999.

Invertasa 8. cersvisiae Sacarosa Selisko et al., 1990, Rodriguez et
al., 1997

a-amilasa A. niger Almiddn Santamaria et al., 1999

Glucoamilasa Rhizopus sp Almidén Shin et al., 2000

a-manosidasa Haba Manosa Dintinger et al., 1994

p-manosidasa A. niger Manobiosa Itoh y Kamiyama, 1995

La mayoria de los trabajos acerca de la sintesis enzimatica de alquil-glicésidos
por hidrélisis inversa o tranglucosidacion emplean B-glucosidasas. Las diversas
estrategias empleadas tienen en comuln que el sistema de reaccién posee baja

actividad de agua, de manera que el equilibric de la reaccién de hidrolisis, que es la
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reaccion natural de las glicosidasas, se desplaza hacia la sintesis. Entre las B—
glucosidasas reportadas a la fecha para la produccién de alquil glucdsidos se encuentra
con mayor frecuencia la B—glucosidasa de almendra. Como se puede observar en la
tabla 2, tanto las glicosidasas microbianas como la de almendra son enzimas mesdfilas
cuya principal limitacion es la baja productividad debido a que la reaccion de hidrolisis
inversa es muy lenta. La mayor parte de los procesos desarrollados con glucosidasas
usan glucosa como sustrato por lo que la reaccién requiere varios dias para alcanzar el
equilibrio, lo que favorece la desnaturalizacién de Ila enzima.

Tabla 2. Uso de —glucosidasas mesofilicas en la produccion de alquil glucdsidos.

Origen Temp | Sustrato Alcohol | % conversién | Productividad Autor
(°C) aceptor mol I'h?

Almendra 50-60 | Glucosa C6aC12 |58%paraCB |8.33x 107 Panintrarux et

50mM en 25 dlas al., 1895, 1996,
1997

Trichoderma| 30 |Celobicsay |CtaC8 6% para C7 75x10° Shinoyama et al.,

viride glucosa 3.6mM en 2 dias 1991a

Almendra 45 |Glucosa cs8 8% 1,16 x 10" Vic et af., 1997
17mM en 6 dias

Almendra 40 |[Glucosa C2acCé 6% para C6 1.4 x 105 Laroute y
1mM en 3 dias Willemot, 1892a

Harina de 60 |Glucosa C3,C6y |[13%paraC8 [4.58x10° Chahid st af.,

almendra cs 2.2mM en 2 dias 1992

Almendra 50 |Glucosa cs 10% aprox 312x10* Ljunger et al.,
30mM en 4 dias 1994

Almendra 60 |Glucosa c4 44% 338 x 10" Ismail y Ghoui,
40mM en & dias 1996

V.4 Microorganismos extremofilos

Los organismos extremdfilos habitan ambientes extremos como manantiales de
agua muy caliente (los denominados geysers), aguas articas, manantiales geotérmicos
ricos en azufre, aguas calientes salinas, o hébitats extremadamente acidos o alcalinos,

o con alta fuerza idnica, metales pesados o altas presiones. Estos microorganismos son
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capaces de tener un crecimiento optimo en uno o mas de los extremos citados, de
hecho, condiciones moderadas pueden ser fatales para algunos de estos
microorganismos (Kelly y Adams, 1994).

Los microcorganismos Thipertermofilos tienen su temperatura oOptima de
crecimiento entre 80 y 110°C (Stetter, et al., 1990). Dichos microorganismos fueron
descubiertos en la década de los ochenta logrando aislar una cantidad significativa de
especies que se agrupan en alrededor de 20 géneras (Adams, 1993; Halio et al,, 1996).
Con algunas excepciones, todes los microorganismos hipertermdéfilos pertenecen al
dominio Archaea (Woese, et al.,1990) que incluye 17 géneros de terméfilos y extremo
terméfilos (Halio ef al, 1996, Herbert, 1992). Los archaea crecen en altas
concentraciones de sal, la mayoria son anaerobios estrictos, protecliticos y dependen
de la reduccion de azufre elemental para crecer (Kengen et al., 1993; Kelly y Adams,
1994). Estos microorganismos son una buena fuente de enzimas de interés industrial
por su alta estabilidad en condicicnes extremas de pH, temperatura, fuerza i6nica, etc.,
y por su reducido riesgo de contaminacion (Aguilar, 1996).

Las enzimas de [os microorganismos extremofilos se conocen con el nombre de
extremozimas. Las hay que pueden funcionar a temperaturas cercanas a! punto de
fusién del agua; otras resisten temperaturas de hasta 140°C en medio acuoso, o
trabajan en soluciones saturadas de sal, a altas presiones, e incluso en presencia de
determinados solventes que enzimas convencionales dificilmente resistirian (Adams et
al. 1995).

Las ventajas del uso de extremozimas en aplicaciones industriales son su gran
estabilidad, los reducidos riegos de contaminacién bacteriana, mayor solubifidad del
sustrato al poder operar a altas temperaturas 0 en solventes organicos, y mayores
tiempos de vida media a temperaturas normales de almacenamiento (Querol et al.,
1996).

V.5 p-glicosidasas.
Las glicosil hidrolasas son un grupo de enzimas ampliamente distribuide que
hidrolizan varias conformaciones estereoquimicas de enlaces glicosidicos en

carbohidratos. Estas enzimas se encuentran en casi todos los organismos y tienen
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diferentes funciones biolégicas, que van desde el procesamiento esencial de glucosidos
en el cerebro de mamiferos hasta el rompimiento de la celobiosa, un producto de
degradacion de la celulosa. Las glicosil hidrolasas y enzimas relacionadas han sido
clasificadas en mas de 60 familias con base en la similitud de su secuencia de
aminoécidos y de su estructura mas que en |a selectividad de sustrato. En la familia | de
las glicosil hidrolasas se tienen identificadas las siguientes actividades: B-glucosidasa
(EC 3.2.1.21); p-galactosidasa (EC 3.2.1.23);  6-phospho- B-galactosidasa (EC
3.2.1.85); 6-phospho- B-glucosidasa (EC 3.2.1.86); lactasa-florizina hidrolasa (EC
3.2.1.62), (EC 3.2.1.108); p-manosidasa (EC 3.2.1.25); y mirosinasa (EC 3231
(Henrissat y Bairoch 1983).

De acuerdo al mecanismo con el que actuan, las glicosil hidrolasas y glicosil
transferasas se dividen en dos clases: aquellas que hidrotizan el enlace glicosidico con
retencion de la configuracién anomérica y aquellas que lo hacen invirtiendo la
configuracion (figura 3). La familia | de las glicosil hidrolasas posee el mecanismo de
retencion de la configuracién. En el mecanismo de retencion, el oxigeno del enlace
glicosidico es protonado por el acido catalitico, con asistencia nucleofilica por la base
del segundo carboxilo catalitico, para la salida del primer producto de hidrolisis. Se
forma asi el intermediario glicosil-enzima invirtiéndose la configuracién. Sobre este
intermediario act0a una molécula de agua en un segundo atague nucleofilico en el
carbono anomérico, llevando a cabo una segunda inversién de la configuracion, y
generando asi el producto con fa misma estereoquimica del sustrato. En el mecanismo
de inversion de la configuracion, la protonacion del oxigeno glucosidico y el ataque de
la molécula de agua que es activada por el residuo del 4cido catalitico que actua como
base son simultaneos. De esta manera, libera simultineamente los productos de la
hidrélisis, dando lugar a un producto con estereoquimica opuesta a la del sustrato
(McCarter y Withers, 1994; Davies y Henrissat, 1995).
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Figura 3. Mecanismo de inversién {A) y retencién (B) de la configuracién del carbono anomérico

propuesto para las glucosidasas. McCarter ef al.,1994.

V.6 p-glicosidasas de microorganismos extreméfilos.

Existen a la fecha varios reportes que conjuntan informacion acerca de las
propiedades de las enzimas extreméfilas. A continuacién se detallan algunos trabajos
de caracterizacion de glicosidasas termoestables obtenidas de diversos
microorganismos hipertermofilicos, que proponen una interpretacion de las bases
moleculares que les confieren a tales enzimas las propiedades de termoestabilidad y
actividad que las caracterizan.

La p-glicosidasa obtenida de Thermosphaera aggregans, un microorganismo
aislado del Parque Nacional de Yellowstone, pertenece a la familia | de las glicosil
hidrolasas (Chi et af. 1999). La estructura cristalina revela que es un homotetramero con

estructura muy similar a la de la f-glicosidasa de Sulfolobus solfataricus. La
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comparacion de la estructura con contrapartes mesofilicas sugiere que la
termoestabilidad es alcanzada por diferencias estructurales que radican en la molécula
entera sin grandes cambios en el plegamiento global de la cadena polipeptidica. Estos
factores incluyen incrementos en el nimere de puentes de hidrogeno, en el nimero de
pares ibnicos, en las interacciones entre las subunidades asi como sustituciones de
residuos hidrofébicos y una reduccién del area superficial por el acortamiento de los
fizos que conectan y/o por un decremento en el nimero de cavidades. Esta enzima
tiene especificidad por diversos sustratos como p-D-fucdsidos B-D-glucésidos y B-D-
galactésidos (Chi et af. 1999).

La f-glicosidasa de Pyrococcus furiosus (familia | de las glicosil hidrotasas) es
también un homotetramero de 230 + 2kDa, con subunidades de 58 + 2kDa: la
especificidad de esta enzima es amplia, y entre sus sustratos se encuentran los p-D-
glucodsidos, B-D-galactdsidos, f-D-xilésidos y B-D-mandsidos. Presenta también similitud
con la B- glicosidasa de Sulfolobus solfataricus (Kengen et al. 1993).

El estudio de Aguilar et al. (1997) con la B- glicosidasa de Sulfolobus solfataricus
(aislado del crater de! Solfatara en Napoles) revela que esta enzima también es un
homotetrametro de peso molecular entre 220 y 240 kDa. Aguilar et al. (1997) proponen
que las diferencias de las enzimas terméfilas con su contraparte mesofila se deben a: 1)
Una gran proporcion de pares ionicos en la superficie involucrados en redes que
entrecruzan secuencialmente estructuras separadas de la superficie de la proteina. 2)
Un gran numero de moléculas de solvente atrapadas en las cavidades hidrofilicas entre
estructuras separadas secuencialmente. Esto lieva a generalizar que la estabilidad de
enzimas termofilicas, comparada con sus contrapartes mesofilicas, es proporcionada
por una resiliencia (resistencia af choque o no fragilidad) en la estructura en vez de
rigidez (Aguilar, et al. 1997).

V.7 pB-dlicosidasas termoestables.

Las proteinas termosestables son usualmente mas resistentes a solventes
organicos que sus contrapartes meséﬁlas (Chi et al, 1999), Actualmente como
resultado de técnicas de manipulacion genética la compaiiia Diversa Corp. (San Diego,
CA) produce entre otras, glicosidasas termorresistentes para su uso en la hidrolisis de
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sacaridos, en la caracterizacion de proteinas y glicosilacién de lipidos. Cuentan con una
biblioteca de glicosidasas {Glycosidase CloneZyme) que incluye diferentes enzimas con
gran varledad de actividades y que son potencialmente aplicables en un amplio
espectro de reacciones de hidrdlisis y sintesis de moléculas que contienen azicar. La
enzima usada en este trabajo pertenece a dicha coleccién (CloneZyme GLY-001-02) y
fue escogida debido a su amplia especificidad de sustrato, segn se sefiala en la ficha
tecnica, esta enzima actua sobre los enlaces B de varios azlcares, incluyendo B-D-
celobiosa, p-D-galactosido, B-D-glucosido,  B-D-fucosido,  B-D-xilosido,  a-i-

arabinopiranosido, B-D-lactosa, y en menor grade, B-D-manosa.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Caracterizacion cinética y fisicoquimica de la p~gli HT

VI.1.1 Preparacién de la enzima.
Cada vial de 10 mg de enzima p-gli HT (CloneZyme Gly-001-02, Diversa Corp.)
se rehidraté en 5 mi de regulador de acetatos 0.1M, pH 5.5.

VI.1.2 Determinacién de proteina
Se determiné la concentracién de proteina total siguiendo el método de Lowry,
usando albimina bovina como patrén (490 mg proteina/l).

VI.1.3 Determinacion de pH éptimo.

Se midi6 la actividad hidrolitica de la B—gli HT a 90°C a 10 valores diferentes de
pH entre 3.5 y 8; el sustrato empleado fue celobiosa. Para pH de 3.5 a 5.5 se emple6
regulador de acetatos 0.1 M, mientras que para pH de 6 a 8 se empleé regulador de
fosfatos 0.1 M. Se midio la velocidad inicial de la reaccién de hidrélisis de celobiosa (25
g/l Sigma) a 90°C. La reaccion se inici6 al agregar la enzima (0.0245 mg de proteina/ml)
y se midid la glucosa liberada a diferentes tiempos de reaccién en un analizador
bioquimico YS! (Yellow Springs Instrument Co., Inc., Ohio, USA). La actividad se
reporta en unidades por ml, siendo una unidad de actividad enzimatica la cantidad de
enzima que libera 1 p mol de glucosa por minuto. En el caso de la celobiosa, se liberan
2 moles de glucosa por cada mol de celobiosa hidrofizada, por lo que la concentracion
de glucosa medida se divide entre 2.

Para todos los ensayos realizados a pH 5.5 se utilizé una solucion reguladora de
acetatos 0.1 M, por lo que en lo sucesivo se refiere a ella como regulador pH 5.5.

VI.1.4 Estabilidad térmica.

Se incubd la f—gli HT a 90°C por 24 horas tomando muestras a diferentes
tiempos y midiendo la actividad hidrolitica usando ONPGal (O-nitrofenil B-D-
galactopirantsido) 2 mM como sustrato. El 100% de actividad corresponde a la
actividad inicial (3.5 U/ml}.
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VI.1.5 Determinacién de pardmetros cinéticos.

Se determinaron los parametros cinéticos de la p—gli HT para la hidrélisis a 90°C,
pH 5.5, de varios glicdsidos, todos ellos de la marca Sigma Chemical Co.: celobiosa (B-
D-glucopiranosil  (1-4)  glucopiranésido), lactosa  (B-D-galactopiranosil  (1-4)
glucopiranésido), ONPGIu (O-nitrofenil B-D-glucopirandsido), ONPGal {O-nitrofenil 8-D-
galactopiranésido), heptil-glucésido (n-heptil B-D glucopirandsido), hexil-glucésido (n-
hexil 8-D glucopirandsido}).

Se midid la velocidad inicial de la reaccidon de hidrolisis para diferentes
concentraciones de cada sustrato, usando dos concentraciones de enzima. La
velocidad se calculdé midiendo la glucosa liberada como se describe anteriormente,
exceplo en el caso del ONPGlu y ONPGal para los cuales {a actividad se determiné
espectrofotométricamente.

En un ensayo tipico, se colocaron en un tubo de ensaye 0.9 ml de una solucion
del sustrato a la concentracion correspondiente, en regulador pH 5.5, se incubd a 80°C
en bafio maria por 3 min y se iniclé la reaccidn agregando 0.1 ml de una preparacion
enzimatica a la dilucion adecuada. Las muestras de 0.02 ml se colocaron
inmediatamente en hielo para medir posteriormente glucosa en el analizador bioquimico
Y8l

Al hidrolizar una molécula de ONPGlu se obtiene una molécula glucosa y una de
o-nitrofencl (ONP}, siende este dltimo un compuesto que en solucién alcalina es objeto
de cambios tautoméricos que originan una colcracién amarilla que puede ser
cuantificada colorimétricamente y cuyo cambio con el tiempo puede relacionarse con ia
actividad enzimatica. La absorbancia maxima del ONP se da a una longitud de onda de
420 nm.

En un ensayo tipico usando ONPGIu u ONPGal como sustrato, se colocaron en
una celda de cuarzo 0.9 m! de una solucién a determinada concentracién y se incubo
dentro del espectrofotometro (DUB50 Beckman) a 80°C por 3 min, se inicid la reaccién
agregando 0.1 m| de una preparacién enzimética a la dilucibn correspendiente, se
sigui6 la cinética en el espectrofotémetro, midiendo absorbancia a 420 nm cada 15 seg
durante 3 min, obteniéndose a pendiente en la zona de velocidad inicial. El coeficiente

Materiales y Métodos 18



de extincion molar del ONP (0.3438 Abs/mM ONP) se calculd a partir de una curva
patrén de ONP (0 - 0.2 umol/ml).

De acuerdo a la definicidn de actividad enzimética, se calcularon las velocidades
iniciales a partir de las pendientes y su relacién con la concentracién motar de ONP
lierado que es equivalente a la concentraciéon molar de glucosa.

£420 ml* min mi
Vi = velocidad inicial

Vie (_nLJ _ #moles ONP _ Unidades

m = pendiente de la recta
420 = coeficiente de extincion molar del ONP
Con los valores obtenidos de velocidades iniciales a diferentes concentraciones
de sustrato, se obtuvieron los pardmetros cinéticos Vmax y Km usando el método
linealizado de Lineweaver - Burk,

VI.1.6 Determinacién de pureza por electroforesis.

La evaluacién del grado de pureza y peso molecular de la p—gli HT, se llevé a
cabo mediante un analisis elsctroforético. Con el fin de identificar las bandas que
corresponden a la enzima, se desarrollé una técnica para la deteccidn de la actividad en
gel. De igual forma se llevd a cabo un andlisis electroforético en condiciones
desnaturalizantes con el objeto de determinar si la enzima se compone de subunidades
y si éstas poseen actividad. En estos ensayos se emplearon como agentes
desnaturalizantes o reductores al B-mercaptoetanol, SDS (dodecil sulfato de sodio) y
urea.

Todos los reactivos empleados para la electroforesis, si no se especifica de otra
manera, fueron de la marca Bio-Rad.

Para revelar las bandas de proteina se usd una solucién de azul de Cocmassie
R-250 {0.1% azul de Coomassie, 50% metanal, 0.1% Acido acético) en la que se incubd
el gel durante 3 horas y posteriormente se coloco en una solucién destefiidora {10%
metanol, 10% acido acético) hasta distinguir las bandas de proteina.
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VI.1.6.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes fue realizada de acuerdo al
método Laemmli (1970) usando SDS ai 0.1%. Se utilizé una camara Mighty Small |,
con geles de 1.5 mm de espesor. Las muestras fueron mezcladas con un volumen de
amortiguador de muestra 2X gue contenia Tris-HCI 0.125 M, pH 6.8, SDS 4%, pB-
mercaptoetanc! 10% y azul de bromofenol 0.05%.

La concentracion de acrilamida para los geles de separacion y de concentracién
fue de 10% y 3% respectivaments. El peso molecular de la enzima se determiné
tomando come referencia los pesos moleculares conocidos de un patron de referencia
que se corre junto con las muestras.

VI.1.6.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE-UREA)

Debido a la resistencia a la desnaturalizacion por calor que presenta la enzima
por ser termoestable, se usaron condiciones de desnaturalizacion mas drasticas,
empleando urea como agente caotrépico. Para la preparacion de fos geles se siguio el
mismo método que SDS-PAGE, adicionando ademas urea 3M. La solucion
amortiguadora de corrida se prepar6 agregando urea a una concentracion final de 8M, y
la muestra se prepar6 a una concentracion final de urea de 7M.

VI.1.6.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante ¢ nativa (PAGE)

La preparacion de los geles y soluciones amortiguadoras fue igual que para las
condiciones desnaturalizantes, pero en este caso no se empled ningGn agente
desnaturalizante (SDS, f—mercaptoetancl ni urea); la concentracién de acrilamida en el
gel de separacion fue de 7.5%, y de 3% en el gel de concentracién.

Vi.1.6.4 Determinacidn de actividad de fFgalactosidasa en geles de electroforesis

Para identificar la actividad p -galactosidasa en los geles de electroforesis bajo
condiciones tanto desnaturalizantes como no desnaturalizantes, se realizé un ensayo
de actividad usando X-gal como sustrato (5-bromo-4-cloro-3-indclii p -o-
galactopirandsido de Sigma). Después del corrimiento de las muestras se asperjé et gel
con 0.2 ml de X-ga! (20 g/l disuelto en dimetilformamida) y se colocd en regulador pH
5.5. Los geles desnaturalizantes se lavaron previamente en el mismo regulador con
Triton X-100 0.5% (Kodak) y después de 0.5 horas se cambi6d el regulador. Se
incubaron los geles en bafic maria por aproximadamente 0.5 horas a 75°C, que es la

Materlales y Métodos 20



temperatura méxima a la que se pudo operar el equipo, y fue suficiente para observar
actividad.

V1.1.7 Comparacién con otras p-glicosidasas.

Se ensayo la actividad hidrolitica B—galactosidasa de E. coli (Sigma) a 37°C, pH
7.0 con lactosa 10 mM y celobiosa 5 mM como sustratos. De igual forma se ensay6 la
celulasa Multifect Cellulase (Genencor International, Inc.), que posee actividad
celobiasa midiendo la velocidad de hidrolisis a 55°C, pH 4.0, usando lactosa 10 mM y
celobiosa 5§ mM como sustratos. La cuantificacion para estos ensayos se realizd
mediante la medicién de glucosa liberada como se detall6 previamente.

V1.1.8 Efecto de los alquil glucésidos en Ia actividad enzimética,

Ei efecto inhibitoric de los alquil glucosidos sobre la B—gli HT, se evaluo al
comparar las cinéticas de hidrolisis del ONPGal (5 a 50 mM) en presencia de diferentes
concentraciones de alquil glucésido y calcutando los parametros cinéticos mediante el

procedimiento anteriormente citado.

VI.1.9 Evaluacion de la degradacién proteolitica.
Para determinar si la f—gli HT ademas de presentar termorresistencia, también
es resistente a la degradacién proteolitica, se probd la accién sobre la enzima de 7

diferentes proteasas. Las proteasas empleadas fueron: a) Papaina (Ultrapapaina S.A.
de C.\V.}, b) Tripsina (Difco Lab.), ¢) Pronase (CalBiochem-Behring Co.), d) Proteasa
PZT (Amano International Enzyme Co. Inc.), e) Proteinase K (Worthington Biochemical
Co.), f) Protease 2A (Amano International Enzyme Co. Inc.) y g) Neutrasa (Novo
Nordisk). E! método que se siguid fue la evaluacion de la actividad hidrolitica sobre
ONPGal 2mM a pH §.5, 50°C en presencia de cada proteasa. Para llevar a cabo la
evaluacién del efecto se permitié que la reaccidn de hidrolisis ocurriera en condiciones
normales, siguiendo el cambio de absorbancia (420 nm), durante 20 minutos,
transcurridos los cuales se agregd 1% piv o viv de la proteasa correspondiente y se
continué midiendo absorbancia. La inactivacién de la enzima por efecto de la protedlisis
se determind por el cambio de pendiente en la cinética de hidrélisis de ONPGal.
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VI.2 Sintesis de heptil glucésido catalizada por la p—gli HT.

VI.2.1 Determinacion del coeficiente de particién del heptil gluctsido.

El coeficiente de particidn del heptil glucésido entre heptanol y agua, se
determiné pesando diferentes cantidades de heptil glucésido (2, 4 y 7 mg) que se
colocaron en tubos con 0.5 ml de agua y 0.5 ml de heptanol. Se incubaron los tubos con
agitaciobn magnética a 90°C durante 30 min, transcurrido el tiempo se detuvo la
agitacion y una vez separadas las fases, se tomaron muestras de 0.05 ml de cada fase
y se analizd el contenido de glucdsido por HPLC. El coeficiente de particién (Kp) se
calculd de acuerdo a la siguiente férmula;

[l

Uik
donde
{lloy = concentracién del componente i en la fase organica

[flaq = concentracion del componente / en Ia fase acuosa

VI.2.2 Reacciones monofasicas en medio acuoso

La sintesis de heptil glucosido via la condensacién de glucosa y heptanal en
medio acuoso se llevd a cabo en viales con rosca a los que se adiciona regulador pH
5.5 saturado con heptano! (solubilidad del heptanol en agua a 100°C: 0.285% piv). Se
usaron 2 concentraciones de glucosa, 50 y 100 mM (en regulador pH 5.5, saturado de
heptanol), la reaccion se llevo a 90°C con agitacién y se inicid adicionande 0.1 ml de la
preparacion original de enzima por cada 10 ml de medio de reaccién, tomando
muestras a diferentes tiempaos y midiendo aparicién del producto por HPLC.

Se evaludé el comportamiento de la enzima en una solucién concentrada de
glucosa (1.5 M) libre de heptanol. La solucion de glucosa se prepar6 en 20 ml regulador
pH 5.5, se agregaron 0.1 ml de la preparacién enzimatica y se incubd a 90°C con
agitacion durante 5 horas, se tomaron muestras a diferentes tiempos y se midio la
aparicion del producto por HPLC.
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VI.2.3 Reacciones monofasicas en medio organico

Se probaron las reacciones de alcohdlisis e hidrolisis inversa en medio
monofasico compuesto de heptanol saturado con regulador pH 5.5, se reporta que la
solubilidad del agua en heptanol 2 90°C es de 7.8% (Garcla-Garibay et al., 2000a).
Para la reaccion de hidrélisis inversa se agregaron 78.9 y 180 mg de glucosa {4386y
100 mM respectivamente) en 10 mi de heptanol saturado de regulador pH 5.5; parala
reaccion de alcohdlisis se agregaron 10.26 y 20.52 mg de celobiosa (3 y 6 mM
respectivamente). La reaccién se llevd a 90°C con agitacién y se inicié agregando 0.1
mi de la preparacién enzimatica, se tomaron muestras a los 0, 10, 20, 30, 60 y 120
minutos, cuantificando el producto obtenido por HPLC.

V1.2.4 Reacciones en dos fases

Se sintetiz6 heptil glucosido por las reacciones de alcohdlisis e hidrolisis inversa
en un sistema bifasico heptanol — agua (regulador pH 5.5); los sustratos empleados
fueron celobiosa y glucosa.

Se probaron vatias concentraciones de los sustratos, asi como diferentes
proporciones de fases. Las reacciones se realizaron a 90°C con agitacién, se agregaron
0.05 mi de la preparacion enzimatica por cada 10 ml de volumen total de la mezcla de
reaccion. De manera tipica, el muestreo se realizd dejando separar las fases,
aproximadamente 1 min antes de cumplido el tiempo respectivo, tomando segln el caso
muestra de la fase acuosa u organica y se cuantifico la aparicién del producto por
HPLC.

VI1.2.5 Inactivacibn interfacial.

Se incubaron 0.01 ml de la preparacién enzimatica a 90°C en un medio bifasico
heptanol — agua (regulador pH 5.5) a dos proporciones de fases (1:1 y 9:1) y en fase
acucsa como control (regulador pH 5.5). E! volumen total fue de 2 ml. Se tomd una
muestra de 0.01 ml ia fase acuosa al tiempo cero y a las 2 h, después de diluir la
muestra en regulador pH 5.5 a la proporcién adecuada, se cuantifico actividad usando
ONPGal 20mM, siguiendo el método antes descrito.
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VI.2.8 Anélisis cuantitativo por HPLC.

Para ta cuantificacion por HPLC de los reactivos y productos de las reacciones,
el primer paso fue la eliminacion del solvente original de las muestras para
resuspenderlas en la fase movil, esto se logré mediante evaporacion al vacio. En el
caso de las muestras en heptanol {(punto de ebullicion; 175.8°C), el proceso se realizé a
70°C, lo que hizo necesario inactivar fa enzima presente en la muestra para evitar que
continuara la reaccion durante la eliminacion del solvente. Las muestras se inactivaron
con acido clorhidrico 0.2 N, que desnaturaliza irreversiblemente la enzima, y se evapora

como una mezcla azeotropica con el agua.

Las muestras se analizarcn en un equipo de HPLC (Waters) usando una bomba
(Waters B00E) y un detector IR (Waters IR410), ocasionalmente se usé un inyector
automético (Waters717). Para cuantificar azlcares se usd una columna aminada
{(Waters, columna de silica amorfa para carbohidratos) con fase mévil acetonitrilolagua
67/33, flujo 1.4 ml/min. Para cuantificar alquil glucosidos se usé una columna C18
(Supelcosil, 5um) a 33°C, de acﬁerdo al método reportado por Bousquet ef al. (1998),
con fase mavil acetonitriio/agua 50/50 a un flujo de 1.0 ml/min. En las figuras 4 y 5 se
muestra &l perfil de elucidn de los compuestos en cada columna.

o Glucosa
anug
— Heptil-glu
z ] Celobios.
noa
Heptanol
1ron] Jk
1 v
[17) ) 150 37 F17] als E27) o “n sk am (1) af EL) 1] am

minutos
Figura 4. Ejemplo de un cromatograma con }a columna C18 Supelcosil con fase mdvil

acetonitrilo/agua 50/50. 1.0 mi/min
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Figura 5. Ejemplo de un cromatograma con fa columna aminada con fase mévil acetonitrilo/agua
67/33. 1.4 ml/min
La concentracion de las muestras se calculd interpolando en una curva patrén
(concentracion vs respuesta del detector IR en mV) que se construyd inyectando
concentraciones conocidas de los diferentes compuestos puros que componen la
mezcla de reaccion, tanto sustratos como productos (glucosa, celobiosa, heptanol,
heptil-glucésido).

V1.2.7 Uso de cosolventes
V1.2.7.1 Evaluacién de la desnaturalizacién por efecto del cosolvente. 7

Se incubd la enzima (0.01 ml de enzima por cada ml de mezcla de reaccion) en
solucién acuosa con diferentes proporciones del cosolvente a 90°C. Se tomaron
muestras a varios tiempos y se midi6 actividad hidrolitica remanente (usando ONPGIu
2mM como sustrato). La inactivacion de la enzima se evalud por la disminucion de la
actividad, tomando como 100% la actividad al tiempo cero.

V1.2.7.2 Reacciones de sintesis en sistemas homogéneos.

Usande cosolventes miscibles en agua como dimetil formamida (DMF), dimetil
sulféxido (DMSO) o 2-metil 2-butanol (2M2B), se obtuvo un sistema homogeneo al
agregar regulador pH 5.5 en baja proporcion y heptanol. En estos sistemas se llevarcn
a cabo reaccionas da sintesis de heptil glucbsido a partir de glucosa {18 g¢/l), variando

las proporciones de regulador-heptancl-cosoivente.
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VI.2.7.3 Evaluacién de la particién del producto.

Para un cosolvente miscible en heptanol, como el octanc, se determind el
coeficiente de particion de heptil glucdsido entre octano-heptanol y agua, colocando una
cantidad conocida de heptil glucésido entre dos fases, donde la fase organica estuvo
compuesta de una mezcla octano:heptanol 1:1 y la fase acuosa fue agua pura. El

coeficiente de particion se calculd segln la descripcidn anterior,

VL.3 Recuperacion del producto por adsorcién

Para recuperar al heptil glucésido presente en la fase organica por adsorcidn se
usaron 3 diferentes soportes: silica gel, carbén activado y alimina.

Se empacé en una pipeta pasteur la cantidad correspondiente de soporte y se
hizo pasar por ella una cantidad conocida de heptil glucésido disuelto en heptanol. Se
tomaron muestras a la salida de la columna y se analizaron por HPLC; se muestret
hasta que se detectd producto a la salida y se calculd la capacidad de adsorcién del
soporte (gramos de producto retenido por gramo del soporte).

E} producto adsorbido en la columna se eluyd con diferentes disolventes de bajo
peso molecular como metancl, etanol y acetonitrilo.

VI.4 Caélculo de las constantes de equilibrio

El método UNIFAC de contribucidn de grupos es un método rapide y confiable
para predecir coeficientes de actividad en fase liquida para mezclas no-electroliticas,
no-poliméricas a bajas 0 moderadas presiones y temperaturas de entre 300 y 425 K, El
método UNIFAC se basa en el concepto de que una mezcla liquida debe considerarse
como una solucién de unidades estructurales a partir de las cuales se han formado las
moléculas, mas que una solucion de las propias moléculas, estas unidades
estructurales reciben el nombre de subgrupos. Cuando es posible construir una
molécula a partir de mas de un conjunto de subgrupos, el conjunto que contiene menor
numero de subgrupos diferentes es el correcto. La gran ventaja que tiene el método
UNIFAC es que un numero de subgrupos reiativamenie pequefic se combina para
formar un numero muy grande de moléculas. Los coeficientes de actividad dependen no
sélo de los subgrupos sino también de las interacciones entre ellos.
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Una vez obtenidos los coeficientes de actividad mediante un programa basado
en el método UNIFAC, fue posible calcular las constantes de equilibrio de acuerdo a la
siguiente férmula:

_ ihep - giu) A(agua)

A{glucosa) A(heptanct)
donde:

Keq

a= x y (actividad termodinamica)
y = coeficiente de actividad (calculado por el método UNIFAC)

x = fraccion mol del componente
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VIL.

RESULTADOS Y DISCUSION

ViIl.1 Caracterizacion cinética y fisicoquimica

ViL.

1.1 Estabilidad térmica

Se determiné la estabilidad de ta f—gli HT a 90°C en medio acuoso puesto
que es la mayor temperatura que se puede manejar en las condiciones de trabajo
del laboratorio; aungue esta reportado que fa actividad éptima se presenta a 110°C
{Garcia-Garibay, comunicacién personal}, a una temperatura de 90°C la enzima aun
es muy activa.

Como se observa en la tabla 3 la enzima fue estable a 90°C por mas de 20
horas, conservando 95% de su actividad a las 21 horas. El proveedor reporta que a
90°C, la enzima conserva 92% de su actividad después de 145 horas de incubacion.

Tabla 3. Estabilidad térmica de la f—gli HT a 90°C

Tiempo de % Actividad
incubacldn (h)
0 100
2 100
4 100
21 94.8

La posibilidad de usar glicosidasas a altas temperaturas representa una
ventaja en comparacion con los trabajos existentes para la produccion de alquil
glicésidos que emplean enzimas meséfilas (especificamente la p-glucosidasa de
almendra), puesto que la sintesis se realiza en medios organicos donde los
az(icares son muy poco solubles. Ademas de!l aumento en la solubilidad de los
sustratos, el tener enzimas estables a altas temperaturas permite incorporarlas en
los procesos industriales a gran escala sin tener riesgos de contaminacion

bacteriana.
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Vil.1.2pH 6ptimo
Al hacer un barrido de actividad en soluciones con pH de entre 3.5 y 8, se
encontré que el pH éptimo para la actividad hidrolitica de la p—gli HT es de 5.5 a
90°C, como puede observarse en la figura 6. Este valor se encuentra dentro del
rango de pH reportado para algunas glucosidasas bacterianas y la de almendra.
(Shinoyama y Yasui 1988).
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Figura 6. Efecto de! pH en la actividad p-gli HT a 90°C, evaluado en la hidrélisis de celobiosa

Vil.1.3Parémeltros cinéticos para la hidrélisis de glucosidos.

Se determinaron los pardmetros cinéticos para la hidrdlisis de diversos
sustratos, a 90°C, pH 5.5. Los resultados se reportan en la tabla 4, donde se puede
observar que la enzima muestra amplia especificidad de sustrato puesto que tiene
tanto actividad glicosidasa (hidrolisis de celobiosa, ONPGIy, heptil y hexil
gluctsidos) asi como actividad galactosidasa (ONPGal, lactosa),

De acuerdo a los valores de Km obtenidos puede observarse que la enzima
tiene mayor afinidad por los glucésidos que por los galactésidos, comparando
moléculas equivalentes, es decir lactosa vs celobiosa y ONPGal vs ONPGIu. Este
resultado es acorde con lo reportado para la p—glucosidasa de Agrobacterium sp
que tiene mayor afinidad por el glucéasido {4-nitrofenil-D-giucésido) con un Km de
0.078, que por el galactosido con un Km de 5.0 (Trimbur et af. 1993).
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Tabla 4. Parametros cinéticos de la p—gli HT a 90°C, pH 5.5, actuando sabre diferentes
sustratos. Peso molacular aproximado de la enzima: 120 kDa (ver adelante}

Sustrato Km Actividad especifica Kcat Kcat/Km

[mM] [U/pg proteina] [min] [mM* min’]
Celobicsa 10.00 260 313 o000 31300
Lactosa 125.00 5.28 633 400 5060
ONPGIu 0.26 5.56 667 300 2 570 000
ONPGal 12.00 6.92 830 000 69 200
Heptil-glucosido 0.25 0.237 28400 112 400
Hexil-glucosido 1.53 0.406 48 600 31800

En la misma tabla 4 se observa también que aunque la afinidad por los alquil
glucdsidos es alta, la velocidad de hidrdlisis es menor, comparada con la de los

otros sustratos probados.

Al comparar la eficiencia catalitica de la p-gli HT con la catalasa, una de las
enzimas mas eficientes y con la fumarasa que tiene una baja eficiencia, para las que
se reportan valores de Kcat de 6x10% min™ (para H.0;) y de 4.8x10* min™* (para
fumarato), respectivamente (Voet y Voet 1995), observamos en la tabla 4 que la
enzima de estudio tiene nameros de recambio de valor intermedio. Con relacién a
otras enzimas termofilicas, es interesante también la comparacién con la p-
glucosidasa de Thermoascus aurantiascus que tiene un Keat de 17 052 min ~' para
celobiosa y p-trealosa (Parry et af., 2001). Para las p—glucosidasas aisladas de los
microorganismos hipertermofilicos Pyrococcus furiosus y Suffolobus solfataricus, se
reporta un valor de Kcat/Km de 774 000 mM™" min™ y 795 000 mM"' min™
respectivamente, medidos para la reaccion de hidrélisis de ONPGIu (Pouwels et al.,
2000}, por lo que en comparacion con estas lltimas enzimas, la B-gli HT objeto de

este estudio, tiene una eficiencia catalitica un orden de magnitud superior .

Resultados y discusion 30



Vil 1.4 Determinacion de pureza por electroforesis

Para determinar 1a pureza de la preparacién enzimatica se prepararon geles de

poliacriiamida bajo las siguientes condiciones:

« Nativo (PAGE)

¢ Desnaturalizante (SDS-PAGE)

» Desnaturalizante con urea (SDS-UREA-PAGE)

Para cada experimento se corrieron por duplicado las muestras en el mismo gel y
se dividié en dos partes, una de las partes se tifid con azul de Coomassie para observar
las bandas de proteina, y en la otra parte se ensayd la actividad glicosidasa usando
como sustrato X-gal 6 X-glu

A B

Figura 7. PAGE nativo, 7.5% acrilamida. A. Proteina (tincidén azul de Coomassie) B. Actividad a
90°C con X-gal. Carril 2 misma muestra que 1, a ebullicién por 15 min

En la figura 7A que corresponde a la electroforesis nativa, se observan dos
bandas de proteina con mayor intensidad, mismas que mostraron actividad
galactosidasa, como se ilustra en la figura 7B. Aunque se observa una tenue banda de
proteina en ia parte inferior del gel, ésta no muestra actividad y podria corresponder a
proteinas contaminantes de bajo peso molecular, por lo tante podemos concluir que
para los fines del proyecto la preparacién enzimatica tiene una pureza adecuada
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Figura 8. SDS-PAGE, 10% acrilamida. A. Proteina (tincidn Coomassie) B.
Actividad 90°C con X-gal. Carriles 1, 2 y 3 muestra calentada a ebullicién por 20, 30 y
40 min respectivamente. M: marcadores de peso molecular.
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Figura 9. SDS-UREA-PAGE, urea 3M, 10% acrilamida. A. Proteina (tincion Coomassie) B.
Actividad 90°C con X-gal. Carriles 1 y 2 misma muestra. M: marcadores de peso molecular.

En condiciones desnaturalizantes, figuras 8 y 9, se aprecian un par de bandas
con mayor intensidad, que relacionadas con los marcadores de peso molecular, se
calcula que corresponden aproximadamente a 54 y 120 kDa respectivamente. La banda
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de 54 kDa no presenta actividad glicosidasa, mientras que la banda de 120 kDa si tiene
tal actividad (figuras 8A y 9A), por lo que esta Gltima banda podria corresponder a un
dimero activo, y la banda de 54 kDa seria el mondmero inactivo. La oligomerizacion es
una caracteristica coman de la familia | de las B-glicohidrolasas de microorganismos
hiperterméfilos y aquellos del dominioc Archaea. Las enzimas provenientes de
Sulfolobus  solfataricus y Pyrococeus furiosus han sido reportadas como
homotetrameros de peso molecular aproximado de 200 kDa (Chi et af.,1999; Kengen et
al., 1993), y la p-glicosidasa aislada de la bacteria hiperterméfila Thermotoga maritima
se reporta como un homodimero (Gabelsberger ef af. 1993).

Aun cuando se distinguen con mayor claridad las bandas ya mencionadas tanto
en condiciones no desnaturalizantes (figura 7) como desnaturalizantes (figuras 8 y 9),
también se puede observar un barrido en la parte superior de los geles tanto de
proteina como de actividad. Este efecto se observa incluso a! usar un agente
desnaturalizante mas fuerte, como lo es la urea (figura 9). Puesto que el patron de
actividad es el mismo al usar X-gal o X-gly, se sugiere que no se trata de una proteina
contaminante y que tal barrido se debe a otros factores, como pudieran ser: la
concentracién de la muestra, el campo eléctrico ejercido durante la electroforesis, o bien
pudiera tratarse de agregados inherentes al proceso de liofilizacion.

De este estudio se concluye que la preparacién es bastante pura y que no
existen dos enzimas, sino que se trata de una sola enzima con actividad p-

galactosidasa y f—glucosidasa.

Vil.1.5Comparacion de especificidad de sustrato con otras f-glicosidasas

La capacidad de hidrolizar una extensa gama de sustratos no es una
caracteristica comun en las enzimas meséfilas estudiadas a Ja fecha, como es ¢! caso
de ia B-glucosidasa de almendra (ampliamente usada para ta produccion de alquil
glicosidos) o la B-galactosidasa de E. cofi. Para corroborar este hecho, se retaron dos
enzimas: la p-galactosidasa de E. coli y la enzima “Multifect Cellulase”, que posee
actividad B-glucosidasa, usando celobiosa y lactosa como sustrato respectivamente,

ademés de sus sustratos naturales.
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La B—galactosidasa de E. coll presentd actividad con lactosa como sustrato
(37°C, pH 7.0), sin embargo no fue capaz de hidrolizar celobiosa a largo plazo, por lo
que se concluye que la Bf—galactosidasa de E. coli, reconoce especificamente g 1-4
galactdsidos como es el caso de la lactosa o el ONPGal.

La celulasa “Multifect Cellulase” ademas de hidrolizar celulosa también mostrd
una actividad exo que le permite degradar la celobiosa hasta glucosa (55°C, pH 4.0).
De manera analoga al caso anterior, al usar lactosa que es un sustrato sobre el cual la
enzima no actla en la naturaleza, no se observd actividad hidrolitica a lo largo del

tiempo de la prueba.

Se observa entonces que la capacidad de la p—gli HT para hidrolizar diferentes
sustratos no es de manera alguna una propiedad extendida entre las p-glicosidasas,
aunque existen ofras termofilicas para las que se ha reportado esta propiedad. Tal es el
caso de la p—glicosidasa de Thermosphaera aggregans, que presenta actividad hacia p-
D-fucdsidos, B-D-glucosidos y B-D-galactosidos (Chi et a/.,1999); la B-glicosidasa de
Pyrococcus furiosis actlla también sobre diferentes sustratos con enlaces B gque
incluyen B-D-glucosidos como la celobiosa, salicilina (2-hidroximetil-fenil-p-D-
glucopiranosido), arbutina {4-hidroxifenil-f-D-glucopiranosido), laminarina (polimero p-
(1-3) glucosa); p-D-galactésidas comoe lactosa y fucosa; y B-D-xilésidos (Kengen et af,,
1993).

Vii. 1.6 Efecto de alquil glucbsidos en Ia actividad de la enzima.

Debido a que el producto de interés es un alquil glucésido que también puede ser
hidrolizado por la enzima, se evalud el efecto de agregar cantidades conocidas de dos
diferentes alquil glucdsidos en la reaccién de hidrélisis de ONPG por la enzima p-gli
HT.
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Figura 10. Cinética de hidrélisis de ONPGal por la enzima p—gli HT, en presencia de hexil-
glucésido, pH 5.5, 80°C
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Figura 11. Cinética de hidrélisis de ONPGal por la enzima p—gli HT en presencia de heptil-
glucdsido, pH 5.5, 80°C
En las figuras 10 ¥ 11 se puede observar que los alquil-glucosidos se comportan
como inhibidores competitivos para la reaccion de hidrélisis de ONPG catalizada por la
f—gli HT. Los valores de las constantes de inhibicién (Ki) calculadas a partir de las
pendientes, resultaron ser:
Ki {hexil glucésido} = 1.1435 mM
Ki (heptil glucosido) = 0.2627 mM
Como podria suponerse, estos valores corresponden al Km previamente
calcuiado y reportado en la tabla 4, (Km hex-glu = 1.53 y Km hep-glu = 0.25). Esto se
debe a que siendo ambos sustratos de la enzima, uno actlia como inhibidor competitivo
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de! otro. Estos valores son acordes con ¢! Ki reportado para el heptil glucésido de 0.54
mM para la misma enzima (Garcia-Garibay et a/., 2000a).

El mismo andlisis se llevd a cabo para la p—galactosidasa de E. cofi. Los
resultados se muestran en la figura 12, donde se ilustra que también existe una
inhibicién pero ésta es mucho menor y del tipo no competitiva, con un Ki de 1.54 mM.
Es conveniente sefalar que el heptil glucdsido no es sustrato de esta enzima.

1w P

%{’é

2.5 1/S

[#5in hopgia 015mM hep-gha 2 10mM hep-ghs X 20mM hap-giu

Figura, 12 Cinélica de hidréiisis de lactosa por la enzima p—galactosidasa de E. coli, usando
como inhibidor al heptil-glucésido, pH 7.0, 37°C

VIl.1.7 Degradacién proteolitica de la p-gli HT

Los andlisis estructurales de las enzimas termorresistentes indican que el
plegamiento de la cadena polipeptidica no presenta cambios de manera sistematica y
que deben su estabilidad a una serie de interacciones en la estructura tridimensional
(Chi et al. 1999, Aguilar, ef al. 1997, Kengen et al. 1993).

En el presente trabajo se utilizaron algunas enzimas proteoliticas con el objeto de
desarroliar una estrategia de muestreo para el andlisis de las reacciones. Se esperaba
que al aplicar la proteasa, ésta detuviera la reaccion como consecuencia de la hidrélisis
de la enzima y por tanto su inactivacion. Sin embargo, se observé que a pesar de
adicionar proteasas al medio, la reaccién no se detenia, lo que sugiere que las mismas
interacciones que le confieren estabilidad térmica a la enzima pudieran también

proporcionar resistencia al atague proteclitico.
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Para probar lo anterior, se evalud la degradacion proteclitica de la enzima
mediante [a accion de siete proteasas; las enzimas ensayadas fueron: a) Papaina, b)
Tripsina, c) Pronase, d) Proteasa PZT, &) Proteinase K, f) Protease 2A, g) Neutrasa. La
degradacion se evalué de acuerdo a la disminucién en la pendiente de una cinética de
hidrélisis de ONPGal 10 mM pH 5.5, 50°C, con la enzima p-gii HT, adicionando cada
proteasa de manera individual a la mezcla de reaccion, a una concentracion de 1% (p/v
o vlv), después de 20 minutos de reaccion.

Tabla 5. Efecto de la adicion de proteasas en la pendiente de la cinética de hidrdlisis de
ONPGal por la p—gli HT

Pendiente {Abssognm/min)
ENZIMA Inicial Con proteasa | Diferencia
Papaina 0.045 0.040 0.005
Pronase 0.045 0.041 0.004
Tripsina 0.041 0.040 0.001
Protease 2A 0.044 0.043 | 0.002
Proteinase K 0.037 0.031 0.006
Neutrase 0.039 0.012 0.027
Proteasa PZT 0.046 0.037 0.009

En la tabla 5§ puede observarse que solamente la Neutrasa origind un efecto
inmediato sobre la actividad, ocasionando una disminucion en la pendiente de la curva
de reaccion. Sin embargo, es importante sefalar que ia reaccidon no se detuvo
completamente, concluyendose que la p—gli HT es bastante resistente al ataque
proteolitico bajo las condiciones de trabajo empleadas (50°C, pH 5.5). Aunque el
ensayo no fue realizado a las condiciones optimas para cada proteasa, esta
comprobade que a 50°C todas las proteasas empleadas son activas, siendo el pH el
Gnico parametro que podria haber afectado la actividad proteolitica bajo las condiciones
del experimento. Esto es particularmente valido para la Neutrasa, que trabaja a pH
neutro o acido. Sin embargo la alta dosis de enzima usada contrarrestaria la desventaja

del cambioc de pH.
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Este resultado aungue no prueba tajantemente que exista resistencia a la
degradacién proteolitica, si muestra que la p-gli HT tiene otro potencial para
aplicaciones industriales, puesto que bajo las condiciones de trabajo Optimas de
actividad de la enzima puede resistir la presencia de proteasas contaminantes en el

medio de reaccion.

VIl.2 Sintesis de heptll-giucésido con la p—gli HT.

El desarrollo de métodos altemos a la sintesis quimica de alquil glicosidos, cobra
gran importancia debido a que se ha demostrado que estos productos tienen gran
potencial para ser usados en el ambito industrial por su buen desempefic como
surfactantes y la baja toxicidad que presentan, ademas de que pueden ser sintetizados
a partir de recursos renovables.

{ a eleccion del sustrato debe estar ligada con su disponibilidad y precio, puesto
que esto permite que el proceso sea rentable. En la actualidad los azicares adecuados
al proceso con mayor disponibilidad son ta sacarosa (130,000,00 ton/afio) y la glucosa
(16,000,000 ton/afio). Algunos sustratos también adecuados son lactosa y celabiosa,
que aungue se encuentran ampliamente disponibles, tienen el inconveniente de ser

mas costosos.

Vi1.2.1 Reacciones monofdsicas en medio acuoso

Las reacciones llevadas a cabo en un sistema compuesto de regulador saturado
de heptanol al que se 'e adiciona glucosa, permitieron comprobar que el equilibrio de la
reaccion se encuentra totalmente desplazado hacia la hidrélisis, pues no se encontro
formacion de producto. Es importante sefialar que la proporcion de heptanol es muy
baja debido a que su solubilidad en agua a 100°C es tan solo de 0.2%, lo que favorece
la actividad hidrélitica de la enzima.

[Glucosa) + [heptanol] €—————— [Heptil glucdsido] + [agual

Una forma de desplazar el equilibrio de la reaccion de manera que se favorezca
la sintesis del heptil gluctsido, consistié entonces en evitar la presencia de agua o
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disminuir su actividad. Por lo tanto se siguieron varias estrategias, gue se detallan a

continuacion,

VI.2.2Reacciones monofasicas en medio orgénico

Una de las estrategias para evitar la hidrélisis del producto fue mantener la
minima cantidad posible de agua en e! medio de reaccion, lo que se pudo lograr
empleando un medio organico saturado con regulador. En este trabajo se usd como
medio organico al heptano! que al mismo tiempo es uno de 0s sustratos. Los azlcares
empleados en este experimento fueron celobiosa y glucosa, con el fin de obtener un
sole preducto, ya que empleando lactosa, que también es sustrato de la enzima, se
obtiene una mezcla de heptil - galactésido y heptil - glucésido.

Se emplearon concentraciones de celobiosa muy bajas debido a su escasa
solubilidad en heptanol. Aungque no se cuenta con el dato preciso de saturacién, al usar
concentraciones tan bajas como 3 y 6 mM, los cristales no se disuelven totalmente en el
sistema, causando su precipitacion.

La solubilidad de la glucosa en el heptanal es mayor que la de la celobiosa por lo
que se pudieron probar concentraciones de 43.89 mM hasta 100 mM de glucosa.

Los resultados preliminares en este sistema, ya demostrados anteriormente por
Garcla-Garibay ef al. (2000a), mostraron que si hay formacién de heptil glucésido
aunque en bajas concentraciones (<0.2 mM}. Sin embargo, quedd claro que Ia
productividad de este sistemna se encuentra limitada, debide a la baja solubilidad de los

azlicares en el medio orgénico.

Vil.2.3Reacciones en dos fases

Otra estrategia para favorecer a formacion del alquif glucésido fue ia extraccién
continua del misme, lo cual se logrd en un sistema bifasico. El sistema consistié de una
fase acuosa en donde se solubilizé el azlcar, ia enzima y la porcion soluble de heptano!
necesaria para que ocurriera la sintesis; y una fase organica, nuevamente farmada por
el heptanol que a su vez fue sustrato de la reaccion. En la fase organica se extrajo el
producto formado y de esta manera, fue posible despiazar el equilibrio de Ia reaccién.
Una condicién para que esto sucediera es la particién favorable del producto hacia la
fase organica. El coeficiente de particion (Kpi) obtenido para el heptil glucésido entre
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ambas fases, fue de 14, por o que el heptanol resulté ser un solvente adecuado para la

extraccién.

En este sistema se ensayaron nuevamente celobiosa y glucosa como sustratos.
Los resultados comparativos se muestran en la figura 13, donde se puede observar que
la velacidad de formacién de heptil glucésido via la reaccion de transglicosidacién con
celobiosa fue mayor que la velocidad de la reaccion de hidrdlisis inversa con glucosa.
Sin embargo, en la reaccion con celobiosa, el producto empezd a hidrolizarse al
alcanzar cierto porcentaje de conversion sin sobrepasar el 10%, dado que, como se
demostré anteriormente, la f—gli HT tiene mayor afinidad por el producto heptil-

glucosido que por celobiosa.
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Figura 13. Produccidn de heptil glucésido en dos fases (1:1) por alcohblisis e hidrélisis inversa
{heptil glucdsido medido en la fase organica)

Por otro lado, ta cantidad de agua en este sistema estuvo en exceso. Por lo tanto
al usar celobiosa, no era de esperarse, al menos en el tiempo analizado, que la enzima
formara heptil glucdsido via la hidrdlisis inversa, partiendo de las moléculas de glucosa
que se liberaron en la reaccion de tranglucosidacion. Garcia-Garibay et al. (2000a)
tograron buenas eficiencias de una reaccién de transglucosilacién seguida de una
hidrolisis inversa, pero ilevando a cabo la reaccion en un sistema organico monofasico
usando bajas concentraciones de lactosa como sustrato.

De la figura 13 también se puede cbservar que aln cuando ambas reacciones
son diferentes, tienden a alcanzar la misma concentracion de producte en el equilibrio,
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confirmando que una estrategia para la sintesis puede ser el control a través del
equilibrio de la reaccién. Dado el costo y la solubilidad de los sustratos, se decidi®
continuar trabajando (nicamente con glucosa como sustrato.

Vil.2.4Efecto del pH y la temperatura

Con el objetivo de explorar el efecto det pH y la temperatura en el equilibrio de la
reaccion de sintesis, se probaron condiciones diferentes a las éptimas de trabajo que se
venian empleando en las reacciones de hidrolisis, esto es 90°C y pH 5.5.
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Figura 14. Efecto del pH en el equilibrio de la reaccién de hidrolisis inversa en sistema bifasico
con gluccsa 1 M (heptil glucésido medido en la fase organica)
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Figura 15. Efecto de la temperatura en el equilibrio de la reaccidn de hidrélisis inversa en
sistema bifasico con glucosa 1 M (heptil glucésido medido en la fase organica)

En la figura 14 se puede observar que la concentracion de heptil giucosido en
el equilibrio disminuy6 al realizar las reacciones a un pH mayor o menor del éptimo.
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De igual forma, podemos observar en la figura 15, que cuanto mayor fue la
temperatura de reaccion, la velocidad inicial de sintesis aument6, alcanzando un
equilibric mas favorable a 110°C que a temperaturas més bajas. Sin embargo, dada
la dificultad de operar a 110°C, se continué trabajando bajo las condiciones iniclales
de pH y temperatura { pH 5.5, 90°C).

Vii.2.5Efecto de la proporcion fase acuosa : fase orgénica.

Con el fin de explorar el efecto de la extraccién del producto scbre el
rendimiento de la reaccién, se probaron tres diferentes proporciones de fase
organica: fase acuosa (1:1, 3:1, 9:1), a tres diferentes concentraciones de glucosa
(0.2, 0.4 y 1M). Estos resultados se muestran en la figura 16.
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Figura 16. Produccion de heptil glucdside en dos fases por hidrélisis inversa con distintas
proporciones de fases organica y acuosa. A: 1/1. B: 31. C; 9/1.
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Tabla 6. Calculo de las velocidades iniciales para la reaccién de hidrdlisis inversa con diferentes

proporciones de fases organica y acuosa.

Giu (M) Velocidad inicial (umoles/min ml)
11 31 o1
0.2 0.0366 0.0326 0.0172
0.4 0.0333 0.0369 0.0265
1.0 0.0490 0.0411 0.0325

Como puede observarse en la tabla 6. la proporcion de fases no afectd
significativamente fa velocidad de sintesis, sin embargo cuando se manejé la mayor
proporcién de fase organica (8:1), el efecto del solvente sobre |a velocidad de reaccién
empezo a ser mas evidente dado que esta disminuy6, aunque las diferencias entre los
valores se encuentran dentro del rango de error expertimental,

Méas aln, al observar las concentraciones finales obtenidas para cada
experimento en la tabla 7, se puede inferir que la reaccion puede ser desplazada hacia
la sintesis del producto, como consecuencia de la extraccién continua de! heptil
gluctsido producido. La extraccién ocurre debido a que existe una particién favorable

del producto hacia la fase organica.

Tabla 7. Concentraciones finales Y conversiones de la sintesis de heptil glucosido en dos fases
por hidrolisis inversa con distintas proporciones de fases organica y acuosa

Conc. final heptil glucésido
en fase org (mM) Conversion (%)
loluIM 4.4 31 9:1 1:1 3:1 9:1
0.2 1.41 1.31 2.09 0.75 2.00 9.48
04 1.73 279 3.16 0.45 2.14 7.16
1.0 3.42 3.54 3.72 0.36 1.21 3.37

Sin embargo, en todos los casos la velocidad de la reaccién disminuyé
rapidamente hasta valores muy pequenos, alin cuando quedaba suficiente sustrato en
ef medio. Dada la forma en que se lievo a cabo la reaccion, ésta pudo detenerse por 3

causas principales:

Resultados y discusidn 43



a) Se saturé la fase organica con el producto (heptit glucdsido), lo cual no fue et caso
puesto que el heptil glucdsido es bastante soluble en la fase organica. En el
laboratorio se ha disuelto hasta 0.1 M de heptil glucésido en heptanol.

b) Se alcanzé el equilibrio termodinamico, en el cual
[hep-giultory Thep-glulraqg = 14y
(thep-giu] fageq / (IhepOH] tagleq ([GIU]1ag)eq = Keq

¢) La enzima se desactivo por inestabilidad térmica o por inactivacién interfacial.

Si se cumpliera la condicidén descrita en el inciso b, a la misma concentracion de
glucosa se alcanzaria la misma concentracion de producto (al llegar al equilibrio) sin
importar la proporcidn de fases. Esto es debido a que el coeficiente de particidn es una
relacion de concentraciones de una especie entre dos fases, que se mantiene
constante. Dado que al aumentar la fase organica, se obtienen mayores
cencentraciones de producto (tabla 7), se decidid ensayar la inactivacién de la enzima
en la mezcla de reaccidn para observar si la estabilidad era la causa de las diferencias
obtenidas, los resultados se muestran en la tabia 8.

Tabla 8. Actividad residual de la p-gli HT en un sistema bif4sico: inactivacion interfacial

Fases Porcentaje de actividad
inicial 2h
Acuosa 100 100
1:1 100 70.5
91 100 826

De acuerdo a estos resultados, se comprueba primeramente gue la enzima es
termoestable pues mantiene su actividad en medio acuoso. Sin embargo se observa
una pérdida de actividad al incubar la enzima en medio bifasico. Este efecto es mayor

cuando se tiene menor proporcidn de fase organica.

Alin cuando existen varios mecanismos posibles de inactivacion enzimatica en
presencia de solventes organicos, en sistemas bifasicos predomina la inactivacion
interfacial. En este tipo de sistemas, las proteinas entran en contacto con un ambiente
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hidrofébico. Si permanecen expuestas por un periodo prolongado, tienden a
desplegarse y exponer sus grupos hidrofobicos tanto como es posible en la fase
organica, mientras que mantienen sus grupos cargades en la fase acuosa. Esto puede
causar cambios mayores en la estructura de la proteina y por lo tanto ser
desnaturalizada (Bell et al., 1995, Eggers et al., 1989). Por lo tanto, es posible que la
produccion de hepti! glucosido se haya detenido al alcanzar un equilibrio termodinamico
en ciertos casos. Mientras que las diferencias encontradas entre los sistemas probados
a diferentes proporciones de fases pudieran deberse entonces a la inactivacion
interfacial de la enzima, que fue mayor al diéminuir la proporcién de fase organica.

Vil.2.6 Reacciones en medios saturados con glucosa

Como una estrategia para disminuir la actividad de agua, y por lo tanto aumentar
la productividad, se probd el mismo sistema bifasico, usando altas concentraciones de
glucosa en \a fase acuosa para disminuir la cantidad de agua en la fase y con ello su
actividad termodinamica. Esta reportado que la solubilidad maxima de la glucosa en
agua a 100°C es de 60%, gue corresponde a 3.3M (volumen molar de glucosa 0.119
/mol, Panintrarux et al, 1996). Se ensayaron varias concentraciones de glucosa
cercanas a la saturacion, Los resultados de estas cinéticas se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Cinéticas de produccion de heptil glucoside por hidrélisis inversa, sistema bifasico
9:1, usando concentraciones altas de glucosa
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Se observa gque al aumentar la concentracion de glucosa, la velocidad de
formacion del preducto disminuyd, o que pudo ser debide al efecto inhibitoric que
causaron las altas concentraciones de glucosa sobre la enzima. Otra causa pudo ser el
efecto de la disminucion de la actividad termodinamica del agua sobre |a actividad de la
enzima como se ilustra en la figura 18, donde se graficaron !as velocidades iniciales
obtenidas de las reacciones a altas concentraciones de glucosa y las actividades de
agua reportadas para las correspondientes soluciones de glucosa. (Chirife ef af., 1980).
En esta misma figura se reportan los valores de actividad de agua calculades con el
método de UNIFAC. Como puede observarse los valores de las actividades de agua
caiculados por el método UNIFAC no correlacionan adecuadamente con la solubilidad
de la glucosa.
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Figura 18. Velocidades iniclales de las reacciones de sintesfs de heptil glucdsido, sistema
bifasico 9:1, usando concentraciones altas de glucosa.

En la tabla 9 se resumen los porcentajes de conversion y productividades
calculados para las reacciones a altas concentraciones de glucosa, observandose que
se alcanzaron mayores conversiones a mengres concentraciones de glucosa. Esto se
debe a que todas las reacciones tienden al equilibrio, como se demuestra para esta
enzima en la figura 17. Por lo tanto al aumentar la concentracion de azicar en el medio,
efectivamente se desplazd el equilibrio de la reaccién hacia la sintesis. Sin embargo el
aumento en la concentracién de producto, no fue suficiente para compensar los efectos

adversos de inhibicidn por exceso de sustrato y disminucidon de la velocidad de
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reaccion, obteniendo un rendimiento neto menor al quedar mayor cantidad de azlcar
sin ser convertida.

Tabla 9. Rendimiento y productividad de Ias reacciones de sintesis de heptil glucésido, sistema
bifasico 9:1, a concentraciones altas de glucosa

glucosa heptil glucosido % Productividad
[M}tec  mmoles [M] forg Mmoles | conversion | (mol e
totales totales
1.1 0.222 0.0147 0.0265 11.85 55x10°
1.66 0.332 0.0214 0.0386 11.65 8.0x10%
2.22 0.444 0.0201 0.0362 8.15 7.54 x 10°
2.77 0.554 0.0195 0.0351 6.32 7.29 x 10°
3.33 0.666 0.0195 0.0351 525 7.29x 10°

A pesar de lo anterior, la productividad alcanzada en este sistema fue mayor a la
reportada para otres trabajos con enzimas mesofilicas que se encuentran en valores del
orden de 10 107 (tabla 2). En el trabajo de Garcia-Garibay et al. (2000a) al usar
glucosa como sustrato, la mayor productividad alcanzada fue de 1.75 x 10 mol I'* ™,
por lo que los valores aqui reportados se encuentran dentro del mismo orden de

magnitud aunque la conversién fue menor.

Tabla 10. Calcule de las constantes de equilibrio para las reacciones de sintesis de heptil
glucésido a altas concentraciones de glucosa.

[Glucosa] M Proporcién de fases Keq
1.0 1:1 0.0246
0.4 1:1 0.0292
0.2 11 0.0437
1.0 31 0.0284
0.4 31 0.0452
0.2 31 0.0406
1.11 91 0.0652
1.66 91 0.0483

2.22 91 0.0244
277 91 0.0295
3.33 9:1 0.0202
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De la tabla 10 se cbserva que los valores de las constantes de equilibrio
calculadas con el método UNIFAC, para las reacciones a altas concentraciones de
glucosa, tienen valores muy parecidos, que confirman el equilibrio desfavorable hacia la
sintesis del heptil glucosido. Tomando los datos de Garcia-Garibay et al. (2000a) para
el medio monofasico con 43.86 mM de glucosa, se obtuvo un valor de Keq = 0.0195,
que coincide con los datos obtenidos. Sin embargo, como se mencioné anteriormente,
el método UNIFAC que toma en cuenta ias interacciones de los grupos funcionales de
las moléculas presentes en el medio, no cormelaciona de manera adecuada con la
solubilidad de la glucosa en agua (figura 18) por lo que estos resultados deben ser
tomados con cautela.

V.3 Uso de cosolventes

Otra estrategia para mantener baja la actividad de agua, sin tener el efecto
desfavorable de la inhibicidn por exceso de sustrato, consistié en usar cosolventes
miscibles en agua que disminuyen la actividad de agua. En esta parte del proyecto se
probaron tres cosolventes (DMF, DMSO y 2M2B), ademas de un cosolvente miscible
en la fase organica con el que se pudiera favorecer la particion de! producto hacia ia
fase organica.

Vil.3.1 Dimetif formamida:
Se probd la actividad de la enzima en medio acuoso, después de incubarla a
90°C en presencia de diferentes proporciones de DMF.
Tabla 11. Actividad de la enzima f—gli HT en medic acuose con ONPGlu 2mM como sustrato,
después de incubar con DMF

% DMF tiempo Actividad
(min) remanente (%)
99% 10 2
50% 30 25
10% 90 73
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Como se puede observar de |a tabla 11, la enzima fue bastante sensible al DMF,
a pesar de esto fue posible llevar a cabo la reaccion a bajas proporciones de DMF
puesto que la enzima aun conservaba actividad, por lo que se realizé una reaccién de
sintesis de heptil glucdsido con DMF 5%, regulador 5%, heptanol 90% usando glucosa
a una concentracion de 9.5 g/l, en este medio de reaccion se obtuvieron 1.21 mM de
heptil-glucésido a las 2 horas. Al comparar este resultado con un sistema bajo
condiciones semejantes pero sin uso de cosolventes (sistema bifasico 9:1), en el que se
obtuvo al mismo tiempo de reaccién 4 mM de heptil glucésido, se observd que la
productividad es muy baja. Esto se debi6 probablemente a la escasa cantidad de agua
en el medio por estar compuesto principalmente de heptanol.

VIl 3.2 Dimetitsuiféxido:

Se probd la actividad de la enzima en medic acuoso, después de incubarla a
90°C con DMSO al 10%, encontrando que bajo estas condiciones no se observd
inactivacién de la enzima aln después de 2 horas de incubacion.

Al no observar inactivacién con DMSO al 10%, se realizd una reaccién en un
medio compuesto de DMSO 10%, heptanol 90% y glucosa 4.5 gfl, se usd esta
concentracion de glucosa, por su baja solubilidad en este sistema. Con esta estrategia
no se observé produccién de heptil glucdsido. Al analizar el porcentaje de agua de la
mezcla por Karl Fisher se encontré que tenia un valor de 0.65%, por o que se infiere
que la cantidad de agua disponible en el medio fue tan baja que afecté severamente ia
actividad de la enzima

Por lo tanto se realizd una segunda reaccion de sintesis de heptil glucosido en el
mismo medic adicionando regulador al 0.5%, el porcentaje de DMSO se ajusté 2 9.5% y
se pudo disolver una mayor cantidad de glucosa, a una concentracién final de 18 g/l. El
porcentaje de agua de esta mezcla medido por Karl Fisher fue de 3.87%. A los 180
minutos se obtuvo 0.8 mM de heptil-glucdsido, este resuitado muestra una
productividad y velocidad de reaccion muy bajas, similar a lo cbtenido con DMF que
sugiere nuevamente que la enzima no es estable en el medio, y puesto que las pruebas
de inactivacion se realizaron en un medio acuoso, en presencia de diferentes
proporcicnes del cosolvente, se decidio probar la estabilidad de la enzima en el medic

de reaccion sin glucosa.
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Los resultados de la prueba de inactivacidn de la enzima en la mezcla de
reaccion se muestran en la tabla 12, donde se puede cobservar que ciertamente la
enzima no fue estable en el medio de reaccion y se inaclivd rdpidamente.,

Tabla 12. Inactivacion de 1a enzima f—ghi HT en el medio de reaccion.

Heptanol / DMSO / regulador Actividad remanente
alas 2 h (%)
85/10/5 11
7512015 33

Vil.3.3 2-metil-2-butanol

Para evaluar el desempefio de 2-metil 2-butanol como cosolvente, se realizaron
tres reacciones con diferentes proporciones regulador-heptancl-2M2B

En el sistema A, compuesto de 2M2B 85%, heptanol 10%, regulador 5% vy
glucosa 9 g/l, se ohservo que practicamente no se disolvid la glucosa y se obtuvo una
cantidad minima del glucésido, medido en 0.326 mM hep-glu a las 4 horas de reaccion.
Con el sistema B, compuesto de 2M2B 90%, heptanol 10% y glucosa 9 g/i se obtuvieron
resuitados parecidos al sistema A, obteniéndose 0.07 mM hep-glu a las 4 horas de
reaccion. El sistema C tiene ia misma composicion del sistema B, pero con mayor
concentracién de glucosa, ajustada a 18 gfl, nuevamente no se disolvid tofalmente el
azlcar y ademas no hubo produccién de heptil-glucésido.

Con estos resultados se concluye que el uso de cosolventes miscibles en agua
no es favorable para el control de la actividad del agua del sistema, puesto que ia

enzima es muy sensible a este tipo de sustancias.

Vii.3.4 Octano.

Debido a que se comprobd que los cosolventes miscibles en agua no son
favorables al proceso, se probd usar un cosolvente miscible en la fase organica, con o
que no se obtendria un sistema homogéneo sino un sistema de dos fases, donde la
fase organica se forma con el solvente, que en este caso es el heptanol y el cosolvente
miscible en él,. Al determinar el coeficiente de particion de heptil glucosido entre octano-
heptanol y agua se encontrd que éste tuvo un valor de 2.71, que es menor al obtenido
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entre heptanol solo y agua (Pi=14), por lo que se concluye que el uso de octano ho
favorece la extraccién del producto hacia la fase organica

VIl.4 Recuperacion del producto por adsorcién en diferentes soportes

Se probaron varios soportes con el objetivo de recuperar el producto mediante un

proceso de adsorcién, y se obtuvieron los siguientes resuitados:

a. Silica gel no adsorbié al heptil giucosido

b. Carbén activado adsorbié 1.6 mg de heptil glucésido por gramo de carbén activado.
¢. Alimina adsorbit 10 mg de heptil glucésido por gramo de alumina.

De !as pruebas de elucidn se obtuvo que es posible desorber el producto del
soporte, tanto carbén activado como aldmina, usando metanol que posteriormente
puede ser evaporado con facilidad.

La iimitante para la aplicacion de este proceso en continuo fue que la fase
organica alcanza a disolver una cantidad significativa de agua (7% aproximadamente).
Esto ocasiond pérdida de !a enzima, que se distribuye mayoritariamente en la fase
acuosa. Esto se comprobé al realizar la sintesis de heptll glucésido cambiando la fase
organica cada media hora, observandose que la cantidad de producto obtenido cada
vez fue menor, aln cuando e! tiempo y condiciones de reaccion fueron constantes. Para
aplicar este método es necesaric asegurar que la enzima no salga del sistema, lo que

podria lograrse al inmovilizarla en algln soporte.
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Vill. CONCLUSIONES

+ Se caracterizé la p—glicosidasa hipertermofilica de Diversa Corp. (San Diego CA),
determinando por electroforesis en ge! de poliacrilamida que la preparacion tiene
una pureza adecuada y que se trata de un dimero de peso molecular de 120 kDa,
ademas presenta una banda sin actividad a los 54 kDa correspondiente al
mondmerg inactivo. Se determinaron los pardmetros cinéticos para diversos
sustratos, comprobando la amplia especificidad de sustrato que presenta la enzima
asi como |a alta afinidad que tiene por los alquil glucésidos. Ademas se encontrd que
los alquil glucdsidos actian como inhibidores competitivos con un Ki que
corresponde al valor de Km de dichos glucosidos.

+ Se comprobd la viabilidad de la sintesis de heptil glucésido en un sistema bifasico
catalizada por la . p—gli HT.

¢ Al tener una mayor proporcion de fase organica (9:1} se obtiene mayor rendimiento y
productividad con respecto a! sistema donde la relacién de fases es 1.1, debido a
una mayor extraccion del producto y probablemente a una menor inactivacion

interfacial.

¢ La reaccion de sintesis de heptil glucdsido se detiene por llegarse al equilibrio
aunque en algunos casos no se descarta la desactivacion interfacial, obteniendo la
mejor conversion (12%) en un sistema bif4sico en donde se controla la actividad de
agua aumentando la concentracién de glucosa en la fase organica.

¢ A pesar de que se alcanzaron productividades mayores a las reportadas en la
literatura, el rendimiento es muy bajo. Este se debe a que la enzima tiene mayor
afinidad por el producto (Ki= 0.26), que por el sustrato (Km= 10), por o que se
alcanza un equilibric desfavorable para la produccion de heptil glucdsido.
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IX. PERSPECTIVAS

+ Para obtener mejores rendimientos en el sistema propuesto en este trabajo, la
alternativa es desarrollar un sistema de extraccién continua o semicontinua de!
producto. Para operar en 2 fases se requiere inmovilizar la enzima, de manera que
sea posible relirar el producto deﬁ\manera selectiva de la fase organica. Ademas es
necesario encontrar un adsorbente adecuado que retenga preferencialmente al
heptil glucdsido, o bien, desarrollar otro sistema de extraccidn

¢ De las conclusiones de este proyecto se deriva que e! mejor métedo para producir
heptil glucdsido es aquel controlado cinéticamente y no termodinAmicamente; esto
podria lograrse al acoplar la reaccién de !a B—gli HT con una celobiohidrolasa,

partiendo de celutosa como sustrato.
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