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RESUMEN

RESUMEN

Los alquilglicésidos son tensoactivos no ionicos que presentan propiedades
detergentes, espumantes, emulsificantes y antimicrobianas. Estos compuestos
han sido sintetizados por varios metodos, incluyendo la sintesis catalizada por la
enzima p-glicosidasa. La produccién de heptilglicosidos a 90°C a partir de
glucosa y lactosa empleando una B-glicosidasa hiperterméfila en un medio
constituido por heptanol:agua (93:7%,v/v), ha sido estudiada en nuestro grupo
de trabajo. Sin embargo, no se alcanzd una conversidon completa de los

sustratos debido, aparentemente, a una fuerte inhibicién por producto.

En este trabajo estudiamos algunos de los factores que podrian infiuir en el
sistema con el fin de establecer las causas que limitan el progreso de la reaccion
bajo las condiciones de trabajo descritas. El estudio sistematico de la reaccion
de transglicosidacion de la lactosa demuestra que la sintesis del
heptilgalactésido depende fuertemente del contenido y de la distribucidén del
agua dentro del reactor. Se determiné que la sofubilidad del agua en heptanol es ..
menor a la reportada, generandose un sistema bifdsico que determina la
particién de los sustratos, productos y de la enzima.

Por otro lado, se observé un oscurecimiento no enzimatico que pudo asociarse a
la modificacién quimica y la inactivacion de la enzima en un tiempo corto de
reaccién. Asimismo, mediante la adicion de octilglucésido, compuesto analogo
del producto de reaccidn, se demostré que la inhibicion de la sintesis del

heptilgalactésido no se debe a una inhibicion competitiva por producto.

Finalmente, en un intento por evitar la coalescencia del agua, se emplearon
acetato de etilo como co-disolvente y dodecil suifato de sodio (SDS) y
octilglucdsido como tensoactivos. Y aunque se logré disminuir la coalescencia

del agua, ninguno de esos agentes mejoro la conversion del sustrato.
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Los alquilglicésidos son tensoactivos no iénicos que se emplean en productos
cosméticos, detergentes domésticos e industriales (Rybinski y Hill., 1998).
Presentan buena estabilidad quimica en un intervalo amplio de pH, tienen
capacidad antimicrobiana y son biodegradables (Panitrarux y Adachi, 1995).
Algunos alquilglicésidos se han empleado como intermediarios en la catalisis
enzimatica para la produccion de ésteres de alquilglicosidos utilizados en la
industria farmacéutica por sus propiedades anti-tumorales y antivirales (Otto et al.,
1998).

El primer alquilglicésido fue sintetizado e identificado por Emil Fischer hace mas
de 100 afios, y la primera patente que describe su uso en detergentes se registrd
en Alemania 40 anos después. El trabajo inicial de Fischer, que involucra la
reaccién de glucosa con alcoholes hidrofilicos como metanol, etanol, glicerol, etc.,
fue empleado posteriormente con alcoholes de cadenas largas desde Cg hasta
C+s. En los procesos quimicos industriales no se obtienen algquil monoglucosidos
puros sino una mezcla de alquil mono-, di-, triglucosidos- y oligosacéridos. Dada la
baja especifiéidad de la reaccion quimica, los productos industriales se denominan
alquilpoliglucésidos y se caracterizan quimicamente por la longitud de la cadena
alquilo y el nimero promedio de unidades de glucosa (Rybinski y Hill,1998).

Los métodos para la sintesis de alquilglicosidos requieren de la proteccion y
desproteccién de los grupos reactivos hidroxilo de los carbohidratos y la activacion
del carbono anomérico, o bien el uso de catalizadores selectivos como son las
enzimas. Algunas rutas para la obtencion de glicsidos se muestran de manera
general en la figura 1.
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Las rutas quimicas se pueden dividir en dos grupos: a) donde se lleva a cabo un
equilibrio de oligomerizacion en reacciones catalizadas por acidos fuertes
(glicosilaciones de Fischer, Biermann y Lange, 1986); como: reacciones con acido
fluorhidrico en presencia de carbohidratos, y b) la via irreversible donde el
carbono anomeérico del carbohidrato es activado por grupos salientes (como
haluros y grupos sulfonio). Con este ultimo método resultan productos Unicos mas
que mezclas complejas de compuestos, especialmente cuando se usan técnicas
de proteccidn de grupos (Rybinski y Hill, 1998) .

El método enzimatico en contraste a la sintesis quimica, proporciona ventajas
tales como la regio y estereoselectividad, obtencién de un producto de reaccion y
por tanto métodos sencillos de purificacion (Panintrarux y Adachi, 1995), ademas
de emplear sustratos de relativamente bajo valor agregado como es el caso de la
lactosa. Este azuicar (disacarido) es un sustrato atractivo para la sintesis
enzimatica debido a que constituye aproximadamente el 70-75% de los solidos en
el suero, subproducto de la manufactura del queso (Hansson y Adlercreutz, 2002).
En principio, los procedimientos enzimaticos para la produccion de
alquilglicésidos, dada su selectividad, pueden reemplazar los procesos guimicos.
Sin embargo, el uso de enzimas en estas reacciones no ha sido ampliamente

explotado y su produccién estd limitada a nivel de laboratorio.

En los ultimos afos se han reportado diversos trabajos (Vic y Thomas, 1995;
Panintrarux y Adachi, 1995; Vic y Crout, 1997; Ismail e! al., 1999; Hansson y
Adlercreutz, 2002; Garcia-Garibay et al., 2000) que abordan la sintesis enzimatica
de aquilglicésidos y emplean diversas estrategias para el uso de B-glicosidasas en
medio organico. En estos trabajos se ha demostrado el desplazamiento del
equilibrio termodinamico de una reaccion hidrolitica hacia la reacciéon de sintesis

(Vic y Crout,1997) y casi siempre la termoestabilidad de la enzima se ve mejorada.

Entre las estrategias usadas se puede mencionar el uso de co-disolventes

miscibles en agua para solubilizar los azdicares, como son la dimetiifformamida y el
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acetonitrilo (Otto et al., 1998), medios monofasicos donde las conversiones son
bajas debido al manejo de pequenas concentraciones de sustrato dada su escasa
solubilidad en el medio organico y por lo general, los tiempos de reacciéon son
largos (Ismail et al.,1999; Garcia-Garibay et al., 2000) y sistemas bifasicos donde
el disolvente inmiscible en agua es ademas el sustrato. En estos sistemas la
particion de los componentes del sistema y la solubilidad del alcohol en la fase
acuosa juegan un papel importante en la produccion de alquilglicosidos (Hansson
y Adlercreutz, 2002).

En particular, nuestro grupo de investigacion ha trabajado con una B-glicosidasa
hipertermoéfila comercial (Gly-001-02, Diversa Co. USA) para sintetizar
heptilglicosidos en un medio organico con bajo contenido de agua (heptanol:agua
93:7% v/v) abriendo la posibilidad de operar a altas temperaturas con las ventajas
adicionales de poder solubilizar mayores cantidades de azdcar en agua y agua en
heptanol. No obstante, la principal limitante ha sido la baja productividad
ocasionada aparentemente por una fuerte inhibicién por producto y la formacion
de oligosacaridos (Garcia-Garibay et al., 2000).

Los parametros cinéticos de la B-glicosidasa termoestable en el sistema organico,
son: K= 4.04 mM, Vipae= 0.157 pmol ml" min™ y K= 4.19 MM, Viyae= 0.048umol
ml" min' empleando lactosa y glucosa respectivamente (Garcia-Garibay et al.,
2000 y Garcia-Antufano, 2002 ).

Los aspectos abordados por los trabajo de Garcia-Garibay y Garcia-Antunano
analizan la factibilidad y condiciones de la reaccién, temperatura, concentracion de
sustrato y enzima y contenido de agua. Este trabajo pretende mostrar un analisis
fisicoquimico del sistema de reaccion enzimatico propuesto por Garcia-Garibay y
colaboradores con la finalidad de comprender las variables que influyen en la

produccion de heptilglicosidos en medios organicos a 90°C.
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Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas del sistema enziméatico compuesto por

heptanol:agua (93:7) y lactosa para la produccion de heptilgalactésido a 90°C, asi
como las causas que limitan el progreso de la reaccion.

METAS

»

Evaluar la particion de la lactosa, glucosa y octilglicosido adicionado en el
sistema heptanol:agua (93:7%, v/v) a 90°C con agitacién magnética

simulando las condiciones de reaccion.

Evaluar la reaccion de transglicosidacion mediante la cuantificacion del

. producto tanto en el centro como en el fondo del reactor.

Estudiar la dispersion del agua en heptanol usando octilglucosido y dodecil
sulfato de sodio (SDS) como surfactantes y acetato de etilo como co-
disolvente.

Evaluar la estabilidad de la dispersién del agua en el heptanol en funcion de

la agitacidn mecanica y su efecto en la segregacion de los componentes del
sistema

Investigar la probable la ocurrencia de la reaccién de Maillard y su posible
efecto sobre la catalisis enzimatica.
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l.1. Biocatalisis en medio organico.

El agua es el medio natural y tradicional de la biocatalisis. Sin embargo, a partir de
la década de los 80’s los disolventes organicos han constituido el medio no
convencional mas comdnmente usado para la catdlisis enzimatica con fines
tecnoldgicos. Estos medios se emplean regularmente para desplazar el equilibrio
de las reacciones catalizadas por enzimas hidroliticas, o bien para incrementar ia
solubilidad del compuestos hidrofobicos (Kiibanov, 1997).

La ausencia de agua en el medio de reaccién conduce regularmente a reacciones
que son imposibles de lievar a cabo en medios acuosos. En agua, numerosas
lipasas, esterasas y proteasas catalizan la hidrélisis de ésteres a los
correspondientes acidos y alcoholes, mientras que en disolventes anhidros esta
reaccién no ocurre. El empleo de nucledfilos alternativos, como alcoholes, aminas
y tioles, conducen a reacciones de transesterificacion y tiotransesterificacion, que
no se llevan a cabo en solucién acuosa. La sintesis de ésteres a partir de acidos y

alcoholes (hidrélisis inversa) es termodinamicamente favorable (Klibanov, 2001).

La especificidad enzimatica en medios no acuosos no sélo es diferente con
respecto a la correspondiente en agua, sino que ademas puede ser controlada por
el disolvente organico. Sin embargo, para aprovechar las oportunidades que
ofrece la enzimologia en medios no acuosos, es necesario comprender las
caracteristicas del sistema enzimatico de reaccion como son: la cantidad de agua
requerida para la catélisis, los parametros cataliticos y la estabilidad
conformacional de las enzimas en el medio organico

Otra ventaja de los medios organicos sobre los acuosos es que la enzima, al estar
en un estado de hidratacién de monocapa dispersa en el medio, se encuentra
directamente expuesta al disolvente y por lo tanto exhiben algunas propiedades

distintas a las que presentan en medios acuosos, por ejemplo incrementa su




GENERALIDADES

estabilidad térmica, ya que mantienen la rigidez conformacional (Zacks y Klibanaov,
1984).

En medios orgéanicos se ha demostrado que las enzimas tienen una "memoria de
pH”, lo que significa que la actividad catalitica de la enzima refleja el pH de la
Ultima solucién acuosa a la cual estuvo expuesta (Zaks y Klibanov, 1988). Este
fendbmeno se debe a que los grupos ionogénicos de la proteina conservan su
Gltima ionizacién durante su deshidratacion y su posterior colocacién en el
disolvente organico. Por consiguiente, la actividad enzimdtica en tales medios
puede mantenerse si la enzima se liofiliza a partir de disoluciones acuosas al pH
Optimo para la catalisis (Zaks y Klibanov, 1988; Xu y Klibanov, 1996).

Un problema que presenta la biocatéalisis en medios no acuosos es la disminucion
de la actividad enzimatica que se debe a la reduccién de la flexibilidad estructural
de la enzima. Las enzimas exhiben actividad catalitica significativa en disolventes
organicos debido al agua que estd fuertemente enlazada a la enzima,
manteniendo algo de actividad aln en disolventes anhidros. La rigidez de la
enzima en medio organico se puede disminuir al agregar el agua suficiente para
mantener la movilidad de la enzima, incrementando, de este modo, la actividad
catalitica varios érdenes de magnitud (Klibanov, 1997).

La biocatalisis en medios organicos ha encontrado una aplicacion directa en la
industria farmacéutica. Actuaimente industrias quimicas como BASF, DSM y
Lonza han desarrollado procesos enzimaticos que permiten llevar a cabo
reacciones de manera especifica y eficiente, ademas de incrementar
significativamente el nimero y sofisticacion de los procesos usados en sus
operaciones de sintesis. Por ejemplo BASF ha desarrollado sistemas biocataliticos
donde las lipasas son empleadas de manera exitosa en la sintesis de alcoholes
enantioméricamente puros y aminas quirales (Figura 2).
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Fig. 2. Sistemas biocataliticos desarrollados por BASF

I.2. Organismos extremdfilos
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Los organismos extreméfilos son formas de vida que se han adaptado a

ambientes extremos para su crecimiento: altas (55 a 121°C) o bajas (-2 a 20 °C)

temperaturas, altas concentraciones de sales (2-5M de NaCl), condiciones

extremas de acidez (pH<4) o alcalinidad (pH >8), bajas concentraciones de

nutrientes o poca disponibilidad de agua. También se pueden encontrar en

ambientes con una combinacién de condiciones extremas, tales como alta

temperatura y acidez, o presion y baja temperatura (Eichler, 2001} .

Las enzimas que han sido extraidas de organismos extremofilos se denominan

extremozimas, ya que son proteinas que muestran caracteristicas Unicas y

requieren condiciones muy especificas para mantener su actividad y estabilidad.

Las extremozimas que mas se han investigado son las tolerantes a altas

temperaturas. Estas enzimas sirven como excelentes modelos para entender la

termoestabilidad y termoactividad de las proteinas, ademas de poseer un alto

potencial biotecnologico e industrial relacionado con procesos a altas

temperaturas. Por ejemplo, en reacciones quimicas que involucran disolventes

organicos.

Las ventajas del uso de extremoenzimas en aplicaciones industriales son su gran

estabilidad, los reducidos riesgos de contaminacion bacteriana, mayor solubilidad
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del sustrato al poder usar altas temperaturas o en disolventes organicos vy

mayores tiempos de vida media a temperaturas normales de almacenamiento
(Querol et al.1996).

Un gran ndmero de enzimas como las degradadoras de polisacaridos (celulasas,
amilasas, pululanasas, xilanasas y pectinasas), proteasas, lipasas, esterasas y
fitasas han sido caracterizadas de organismos hiperterméfilos y son requeridas por
las industrias de detergentes, de alimentos, del almidén, la industria textil, de la

piel, del papel y la farmacéutica que son los mayores consumidores de enzimas
(Gomes y Steiner, 2004).

La industria del almidén es uno de los mayores consumidores de enzimas
amiloliticas termoestables (e.j. a-amilasas, glucoamilasas e isoamilasas o
pululanasas) para la hidrélisis y modificacion de almidon para producir glucosa y
otros productos. Las enzimas celuloliticas son usadas en la eliminacion de
sustancias polifendlicas de jugos, en detergentes para mantener ei color, brilio y
suavidad de los textiles y en la industria del papel.

Las lipasas también se usan en varios procesos, como por ejemplo en la hidrélisis
de grasas, esterificaciones, transesterificaciones, interesterificaciones y biosintesis
organicas. Otras aplicaciones de las lipasas incluyen la hidrélisis de la grasa de la
leche, la eliminacién de grasa subcutdnea en la industria de la piel y la
manufactura de farmacos.

Las fitasas termoestables son adicionadas al alimento para animales con la
finalidad de hidrolizar el acido fitico que es un.compuesto quelante de los

minerales presentes en los cereales y las semillas (Gomes y Steiner, 2004).

Las enzimas que catalizan la sintesis de carbohidratos, como las glicosidasas

hiperterméfilas estan disponible comercialmente como CLONEZYMEs ™ | se usan
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para catalizar la formacién de enlaces glucosidicos, incluyendo GalB(1-4), Galp(1-

6), Gala(1-6), D-FucB(1-3) y b-Fucf(1-5).

I. 3. Glicosidasas

Las glicosidasas (EC 3.2.1) son un grupo de enzimas que hidrolizan varias
conformaciones estereoquimicas de enlaces glicosidicos en carbohidratos. Estas
enzimas se encuentran en todos los organismos y tienen diferentes funciones
biolégicas, que van desde la hidrolisis de la celobiosa, un producto de degradacién

de la celulosa, hasta la sintesis de glucdsidos en el cerebro de mamiferos.

De acuerdo al mecanismo con el que actian, las glicosidasas se dividen en dos
grupos: aquellas que hidrolizan el enlace glicdsidico con retencion de la
configuracion del carbono anomérico y aquellas que lo hacen invirtiendo su
configuracién (Rye y Withers, 2000). Ambos mecanismos involucran un ion
oxocarbenio como estado de transicion y un par de acidos carboxilicos en el sitio
activo. Ejemplos del primer grupo son la -galactosidasa, la invertasa y la lisozima,

mientras que la trehalasa y f-amilasa pertenecen al segundo grupo.

En general, las glicosidasas muestran alta especificidad por el enlace glicdsidico y
una especificidad pequena por el nlcleofilo. Por ejemplo disacaridos, alquil-, aril-,

tioalquilglicdsidos se han usado como sustratos para la B-galactosidasa de E. coli.

En la B-galactosidasa de Escheriachia coli (Figura 3) el sitio activo contiene dos
residuos de 4cido glutdmico de los cuales el primero (537) favorece la salida del
(oligo)-sacarido por la transferencia de un protén al oxigeno del carbono
anomérico del carbohidrato, posteriormente el segundo residuo de acido glutamico
(461) formandose el intermediario enzima-sustrato. El carboxilo que esta
desprotonado estabiliza el intermediario. En el siguiente paso un nucledfilo se
adiciona a la misma cara del intermediario donde el grupo saliente es expulsado,

conservandose la configuracion neta del centro anomérico. La adicion del
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nucledfilo es asistido por el primer carboxilato que en este paso se convierte

nuevamente en acido carboxilico (van Rantwijk y Woundenberg, 1999).

Glu [CIVI.
- (o]
OH 0 0 on O °
o :
Q (ﬂ S HO \*
HO OR OH

)\ O)\Glu 461
Glu

Glu
= Glu ¢,
0] © o]
OH | OH ©
OH o OH N
Q . [ o} H
HO OR ST Ho \:’\o/
oH~ OH N
j\ R
o7 TGlu,, o//J’\Glu "

Fig. 3 Mecanismo de reaccion de fa f-galactosidasa de E.-coli

En la reaccién de hidrolisis el grupo saliente es un sacarido y el nucledfilo es agua.
Sin embargo, un alcohol o un monosacéarido también pueden actuar como un
glicosilo aceptor, llevandose a cabo la reaccion de condensacion o de

transglicosidacion.

La mayoria de las glicosidasas hipertermoéfilas presentan estructuras
conformacionales similares a sus contrapartes meséfilos; homotetrameros entre
200 y 240 kDa (Kelly et al., 1992; Chi y Martinez-Cruz, 1999; D Auria et a./,1999)
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ademas de presentar actividad variable como glucosidasa, fucosidasa,
galactosidasa, manosidasa y xilosidasa.

Las enzimas hipertermdfilas presentan mayor actividad a temperaturas mas altas
que la temperatura Optima de crecimiento del microorganismo del cual fueron
obtenidas, en algunos casos superiores a 100°C. El estudio de Aguilar y
colaboradores (1997) con la B-glicosidasa de Sulfolobus solfataricus (aislado del
crater de Solfatara en Népoles) revela que esta enzima es un homotetramero de
peso molecular entre 220 y 240 kDa. Estos autores proponen que las diferencias
entre las enzimas termofilicas con sus contrapartes mesdfilas se debe a una gran
proporcion de pares ibnicos en la superficie de la enzima, involucrados en redes
que entrecruzan secuencialmente estructuras separadas de la superficie de la
proteina y a un gran nimero de moléculas de disolvente atrapadas en las
cavidades hidrofilicas internas. Esto lleva a sugerir que la estabilidad de algunas
enzimas termdfilas, como es el caso de la B-glicosidasa hipertermdfila de
Sulfolobus solfataricus, es proporcionada por la elasticidad en su estructura en
lugar de la rigidez estructural. (Aguilar et al. 1997).

Actualmente, como resultado de las técnicas de manipulacion genética, la
compania Diversa Corporation. (San Diego, CA. USA) produce glicosidasas termo-
resistentes para su uso en la hidrolisis de sacaridos, para estudios estructurales
en funcién de la termoresistencia y en la glioosidaoién de lipidos. Esta compania
cuenta con un catalogo de glicosidasas (Glycosidase CloneZyme™ fibrary) que
incluye diferentes enzimas'con una gran variedad de actividades y que son
potencialmente aplicables en un amplio espectro de reacciones de hidrolisis y
sintesis de moléculas que contienen residuos de carbohidratos.

La enzima empleada en este trabajo pertenece a la coleccidon CloneZyme (GLY-
001-02) y fue escogida debido a su baja especificidad por el sustrato. Esta enzima

actla sobre los enlaces B de varios azlcares, incluyendo p-celobiosa, B-b-
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galactésido, B-o-glucdsido, B-p-fucdsido, B-p-xilosido, B-D-lactosa y, en menor

grado B-D-manosa.

l.4. Alquilglicésidos

Los alquilglicdsidos son compuestos que poseen una estructura anfifilica y
excelente capacidad tensoactiva. La estructura anfifilica de un tensoactivo tipico
presenta una region hidrofilica y una region hidrofobica (Figura 4). El reto por
muchos anos ha sido incorporar carbohidratos a un alcohol alifatico como parte de
su estructura, dado que estas moléculas presentan una region hidrofilica atractiva
al contener numerosos grupos hidroxilo. Algunos aztlcares como la sacarosa
obtenida de la remolacha o de la cafna de aztcar, la glucosa derivada del almidén
y el sorbitol, cumplen con el criterio de precio, calidad y disponibilidad para ser

aceptados como materia prima en un proceso industrial.

Los alquilglicosidos son usados principaimente en la fabricacién de cosméticos y
detergentes (Hill y Rhode,1999). En comparacién con otros detergentes
industriales como los sulfonatos, los alquilgicosidos son tensoactivos facilmente

metabolizados por microorganismos, por lo que no son nocivos para el medio
ambiente.

Regidn hidrofilica OH
‘ /\/\N 0O NSNS
. HO 0

. . P . HO
Regién hidrofébica on

Heptilglucésido

Fig. 4. Representaciéon esquematica de un surfactantes y como ejemplo la
estructura del heptilglucésido
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Tradicionalmente, los alquilglicdsidos se obtienen por procesos quimicos, 10 que
resulta en una mezcla de productos. Para obtener compuestos quimicamente
puros o definidos se requieren varios pasos de proteccién-desproteccion de

grupos hidroxilo reactivos, asi como la activacion del carbono andémerico de los
azucares.

Un método alterno para la produccidon de alquilglicosidos es la sintesis enzimatica.
Este es un método sencillo que se realiza bajo condiciones de reaccion no

severas. Ademas, es posible la obtencién de un producto de alta pureza
enantiomérica.

La sintesis enzimatica de alquilglicdsidos puede efectuarse mediante dos rutas de

reaccion: la condensacion, o hidrdlisis inversa, y la transglicosidacion.

Hidrélisis inversa o condensacion

Es una sintesis en la cual el equilibrio termodinamico de la reaccion que
normalmente favorece la hidrélisis en medio acuoso, es desplazado hacia la
sintesis del alquilglicdsido (Vic y Thomas, 1992). Este procedimiento emplea

monosacaridos libres como sustratos. (Figura 5).

OH

o B-glicosidasa OH o
PV N
H NS OH —_ HO .
+ 0 H,0

OH HO OH +

Figura 5. Hidrdlisis inversa. Reaccion termodindmicamente
controlada
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La hidrélisis inversa fue desarrollada para sintetizar cligosacaridos. Dado que la
constante de equilibrio en agua tiende fuertemente hacia la hidrélisis dei sustrato,
se emplean altas concentraciones de monosacaridos y nucleofilos (carbohidratos
0 alcoholes) para desplazar el equilibrio hacia la sintesis del alquilglicosido (Vulson
et al., 1990). Los rendimientos de reaccion son generalmente bajos (Figura 6. ruta
A; Faber, 2000).

inversa

Equitbris
de la transglicosidacion
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€[] T/ ~ hidrolisis
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Figura 6. Rendimiento de los alquilgicésidos en las reacciones cinética y
termodinamicamente controlada de la glicosidacion enzimatica A. Hidrdlisis inversa.
B.Transglicosidacién. C. Hidroélisis del glucésido.

Transglicosidacién

La transglicosidacion es una reaccion que utiliza un donador de acilo activado
como un éster, amida, o un enlace glucosidico, el cual es atacado
nucleofilicamente por la enzima; el intermediario enzima-glicésido es entonces

enlazado por un nucledfilo distinto al agua para proporcionar el nuevo glicésido
(Figura 7).

Para que una reaccion de transglicosidacion se lleve a cabo es necesario que la
velocidad de reaccion sea mayor a la de la hidrolisis.
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Figura 7. Transglicosidacién. Reaccién cinéticamente controtada *

La transglicosidacién proporciona altos rendimientos comparados con la hidrolisis
inversa (figura 6, ruta B) y por lo regular es el método de preferencia. A tiempos
muy largos de reaccion el rendimiento aicanza finaimente el equilibrio
termodinamico (figura 6, ruta C). Una vez que el glicosido es producido, es
también un sustrato para la enzima en la hidrélisis. Esto sucede cuando se
utilizan alcoholes solubles en agua, donde el sistema es una mezcla de alcohol y
agua en distintas proporciones, debido a que el agua actta como un nucledfilo que
compite con el alcohol y causa la hidrolisis del producto y del sustrato (van
Rantwijk et al.,1999). Por lo tanto, es conveniente elegir enzimas con alta actividad

frente al donador acilo activado y una baja actividad hidrolitica frente al producto
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de interés, ademas de elegir la proporcion alcohol-agua en el sistema
adecuadamente.

Cuando se utilizan alcoholes hidrofdbicos como aceptores y disolventes, las
reacciones ocurren en dos fases y dado que el producto se solubiliza en el propio
alcohol, se minimiza el problema de hidrolisis del alquilglicésido (Shinoyama et al.,
1988; Shinoyama y Yasui, 1988).

En los sistemas bifasicos existe un claro efecto de particion del sustrato entre el
medio de reaccion y el sitio activo de la enzima (Kobayashi et al., 2000). Esta
particibn estd necesariamente regulada por la polaridad del medio y la
hidrofilicidad del sitio activo. Asi los sustratos polares como los carbohidratos
tenderan a mostrar mayor afinidad por el sitio activo de la enzima a medida que el
medio de reaccién sea menos polar (Bell et al., 1995).

Un factor fundamental en la competencia entre la hidrdlisis y la alcohdlisis, en
reécciones de glicosidacion en medio bifasico, es la concentracion de agua en el
sistema. A bajos contenidos de agua la reaccion de alcohdlisis es favorecida,
mientras que a altos niveles el equilibrio se desplaza hacia la hidrdlisis. Sin
embargo, el contenido de agua optimo requerido depende de algunos factores
tales como: el origen de la enzima, la longitud de cadena del alcohol y la

naturaleza del donador glicosidico (Ismail et al., 1999; Hansson y Adlecreutz,
2001).

La sintesis de los alquilglicosidos esta limitada por la baja solubilidad de los
carbohidratos en medio organico. El uso de disolventes como dimetiiformamida
(DMF), dimetilsulféxido (DMSO) o piridina, que favorecen la solubilidad de los
carbohidratos, queda descartado cuando el producto de interés es destinado a
productos alimenticios y de cuidado personal. Ademas que estos disolventes a
ciertas concentraciones son capaces de desestabilizar la estructura de la enzima

provocando su inactivacion. Una alternativa es el uso de enzimas hipertermofilas
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con alta actividad y estabilidad a altas temperaturas, lo cual hace posible
incrementar la solubilidad del carbohidrato en el medio organico y con elio
incrementar la disponibilidad del sustrato.

Diversos estudios reportan el uso de B-glicosidasas de organismos mesofilos para
sintetizar alquilglicosidos a partir de lactosa en diferentes medios (Crout y
Vic,1998; Ismail et al,1999; Stevenson et al.,1993; Papanikolaou, 2001). Sin
embargo, los reportes que emplean B-glicosidasas hipertermofilas son escasos
(Tricone, 1991; Garcia-Garibay, 2000; Hansson, 2002). Estos reportes se limitan
Gnicamente a estudiar la factibilidad de produccion de alquilglicdsidos y las
mejores condiciones de reaccién, sin considerar las reacciones laterales que
ocurren en el medio, como es el caso de la reacciéon de Maillard. Esta reaccion es
una consecuencia de la alta temperatura del sistema, del bajo contenido de agua y
de la presencia de grupos reductores capaces de reaccionar con grupos amino
libres de la enzima (seccion 1.6).

I. 5 Importancia del agua en la catalisis enzimatica

El agua es un componente esencial para la catdlisis enzimatica, aun si se
encuentra en cantidades pequenas, ya que permite a la enzima mantener la
movilidad indispensable para su actividad. Esto implica que la enzima en ausencia
casi total de agua adopta una estructura rigida incapaz de realizar los movimientos
conformacionales indispensables para la catdlisis (Tuena de Gomez-Puyou y
Gomez-Puyou, 1998). Se ha demostrado que las enzimas pueden requerir muy
poca agua; y por lo tanto, un minimo de agua de hidratacién en la enzima permite
su actividad catalitica.

Existe una relacién entre el nivel de hidratacién de una enzima con su movilidad y
su actividad enzimatica. Esta relacion depende de la composicion de la proteina
en términos de la polaridad de las cadenas laterales de sus aminoacidos (Ling,

1972). De este modo hay enzimas que son capaces de realizar reacciones con
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cantidades de agua inferiores a los necesarios para otras. Por tanto, diferentes
enzimas tienen diferentes requerimientos de agua asociada para mantener una
actividad catalitica apreciable en un medio organico.

La polaridad del disolvente que rodea a la enzima establece una determinada
capacidad de eliminar agua de la enzima y por lo tanto también influye en su
hidratacion (Bell et al, 1997). Las enzimas tienen la capacidad de ligar
fuertemente una cierta cantidad de agua, la cual no es siempre eliminada por los
disolventes (Halling, 1990); el agua que se encuentra fuertemente ligada a la
proteina y cuando se encuentra en un medio organico ésta agua no es
intercambiable con el agua menos ligada o el agua libre. Es el agua que mantiene
la conformacién catalitica. Como consecuencia, el grado de hidratacion de la
enzima, su movilidad y actividad no dependen de la cantidad de agua total del
sistema, sino de la cantidad de agua fuertemente ligada a la enzima (Tuena de
Gomez-Puyou y Gomez-Puyou, 1998). La mejor forma de establecer el nivel de
hidratacion de una enzima es a través del pardmetro termodindmico conocido
como actividad acuosa (ay).

Por definicidn la actividad acuosa (ay) determina el equilibrio de la distribucion del
agua entre los componentes del sistema (Bell et al.,1997). Este parametro permite
analizar las interacciones entre los requerimientos de agua y otros factores tales
como la identidad del disolvente o0 material de soporte de la enzima.

- La relacion entre la ay y el nivel de hidratacién para una enzima en particular se
puede establecer mediante su isoterma de adsorcion. Las isotermas de adsorcion
tipicas de las proteinas tienen formas sigmoidales (Figura 8), que pueden
dividirse en tres regiones correspondientes a estados relativos de unién con el
agua:

Regidn |. Agua estructural. Esta region corresponde a ios niveles mas bajos de
hidratacion (0-60 moles de H,O/g de proteina). El agua esta ligada fuertemente a
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la proteina por interacciones con los grupos cargados de las cadenas laterales de
los residuos de aminoacidos formando parte de su estructura y no puede ser
eliminada por disolventes; esta agua no particiona hacia el disolvente y tampoco
se intercambia con el agua menos ligada de los niveles superiores de hidratacion
cuando fa enzima se encuentra en un disolvente organico. Al llegar a un nivel de
hidratacion de 60 moles de H,O, el arreglo del agua en la superficie es muy
estable y se comporta como parte de la proteina, en esta region se encuentra la
monocapa de BET, que corresponde a la cantidad de agua absorbida necesaria
para completar la primera etapa de hidratacion

Regiodn II. Agua en transicién. En esta etapa (60-220 moles de H,O/ g de proteina)
se forman y crecen agregados de molécuias de agua hasta cubrir por completo los
grupos superficiales de la proteina, la movilidad de la proteina aumenta conforme
el grado de hidratacion se incrementa,

Regiodn Ili. Hidratacion completa (220-300 moles de H,O/ g de proteina). Durante
esta etapa el agua se sigue condensando en las regiones menos interactivas de la
superficie de la proteina, la cual es menos ligada y la movilidad de la proteina
sigue en aumento en forma paralela a su actividad enzimatica. A un nivel de
hidratacion de 300 moles de H,O/g de proteina, el agua cubre completamente la
superficie de la proteina; a partir de este nivel ocurre la hidratacion completa y la

movilidad de la proteina es total.
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Fig. 8. Isoterma de adsorcion de la lisozima (Ling, 1972)
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El disolvente influye en el nivel de hidratacion de la enzima de acuerdo a sus
propiedades, asi los disolventes no polares incrementan la cantidad de agua
ligada a la enzima, mientras que disolventes polares la reducen para un mismo
valor de ay,. El agua afectada en este caso corresponde a la region Il donde se

encuentran las capas secundarias de hidratacion, mas alla de la monocapa.

Cuando la enzima esta rigida por el bajo nivel de hidratacién que tiene en
disolventes organicos, la presencia de sustancias desnaturalizantes flexibilizan los
movimientos de la enzima permitiendo el despliegue de cierta actividad
enzimatica; este mismo efecto es atribuible a disolventes organicos usados como
codisolventes (Tuena de Gémez-Puyou y Gdmez Puyou, 1998), los cuales en

exceso pueden provocar la desnaturalizacion de la enzima.

IV. 6. Reaccion de Maillard

La reaccion de Maillard es una reaccién de oscurecimiento no enzimatico,
causada por la condensacion entre un azdcar reductor y un grupo amino. Esta
reaccién fue descrita por primera vez por Louis Maillard en 1912. Es una reaccion
que depende fuertemente de la temperatura, el pH y la cantidad de agua. En las
proteinas el principal aminoacido que interviene en la reaccién es el grupo e-amino
de la lisina (Bruins et al., 2003). Sin embargo, el grupo a-amino terminal de las

proteinas también pueden reaccionar.

La variedad y la complejidad de los productos de la reaccion de Maillard ha llevado
a clasificarlos en términos de productos iniciales, avanzados y finales. Un
-~ esquema de la reaccion se muestra en la figura 9 y estd basado en el esquema de
Hodge (Ames,1988).

El indicador cominmente usado para evaluar la reaccion de Maillard, es la
medicién espectrofotométrica a 278, 280 y 294nm para las pirazinas, compuestos
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sin color precursores de la reaccion de Maillard, y a 420-490 nm para los

compuestos coloridos producto de la etapa final de la reaccion (Lerici et al., 1990). '

—

Azlcar + Compuesto amino Glicosilamina N-sustituida + H0

!

1-amino-1-deoxi-2-cetosa
Productos de Amadori

ETAPA |

<pH7
Compuestos
! H7 >pH 7
o~ aminados l %szO 2 M0
. . R \4
Hidroximetilfurtural Reductonas —
Productos de fision 1
ETAPA < T l
I |
l Deshidrorreductonas ‘
-
/ + (r-aminoacido
Degradacién de Strecker
CO,
Aldehido
ETAPA l ICompuestos
111 | Aldoles aminados
N-polimeros libres < |
Compuestos
- Compuestos — — < 1 aminados
aminados Aldiminas y cetiminas SR S—
* Compuestos
L aminados
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Fig. 9 Esquema de la reaccion de Maillard (Ames, 1998).
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Etapa I. Etapa inicial (productos sin color)
A. Condensacién azicar-amina

B. Formacién de los productos de Amadori (1-amino-1-desoxi-2-cetosa)

Esta primera etapa se puede medir a través de la disminucion de la lisina en la
proteina.

Etapa Il. Etapa avanzada (productos de color amarillo con fuerte absorcién en el
UV cercano)

C. Deshidratacion de azucares
D. Fragmentacién de azlcares

E. Degradacion de aminoacidos

La degradacién de los productos de Amadori depende del pH del sistema. A
valores de pH inferiores a 7 se favorece la 1,2-enolizacién con la formacién de
furfural cuando intervienen pentosas o hidroximetilfurfural (HMF) en presencia de
hexosas.

A valores de pH superiores a 7, la degradacion de los compuestos de Amadori
involucra la 2,3 enolizacion en la cual se forman una variedad de productos de
fision, incluyendo acetol y piruvaldehido, que son altamente reactivos y toman
parte en las reacciones siguientes.

Etapa Ill. Etapa final (productos altamente coloridos)
F. Condensacion alddlica

G. Polimerizacion aldehido-amina

H. Formacidon de compuestos nitrogenados heterociclicos (pirroles,
imidazoles, piridinas y pirazinas).
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En esta etapa los grupos carbonilo condensan con los grupos amino libres que
incorporan el nitrdgeno en los productos de reaccidén, mientras que los
compuestos dicarbonilicos presentes en el sistema reaccionan con los
aminoacidos para formar atdehidos y a-aminocetonas. Esta reaccion es conocida
como la degradacién de Strecker (Martins et al., 2001).

En una etapa mas avanzada se producen reacciones que incluyen ciclizaciones,
deshidrataciones, isomerizaciones y condensaciones, que en la etapa final de la
reaccién son causantes de la formacién de polimeros y co-polimeros nitrogenados
coloridos, conocidos como melanoidinas (Ames, 1998).

A los compuestos producidos durante la Ultima etapa de la reaccion de Maillard
también se les conocen como productos finales de glicosidacion avanzada (AGEs
por sus siglas en inglés). Estos compuestos son entrecruzantes proteinicos
capaces de modificar la funcion de las proteinas a través de cambios estructurales
(Miller et al., 2002).

Algunas estructuras de los entruecruzantes incluyen estructuras heterociclicas y a-
carbonilos (Figura 10) y son el resultado de la reaccion de compuestos
carbonilicos con las proteinas. Estos compuestos pueden generarse a partir de la
degradacién de los productos de Amadori y compuestos como el glioxal y el metil-
glioxal que son producidos por la degradacion de Strecker a partir de un
intermediario que se forma inicialmente con la reaccion entre glucosa y grupos
amino de la proteina (Meade et al., 2002).
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Fig. 10. Estructuras de los compuestos entrecruzantes formados durante la reaccion
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Il. MATERIALES Y METODOS

La enzima B-Glicosidasa hipertermdfila CloneZyme Gly —001-02 empleada en este
proyecto fue un obsequio de los laboratorios Diversa, Sharon Hill Pa., USA. Los
sustratos lactosa, heptanol y los patrones B-D-glucosa heptil- y octilglucosido,
todos de una pureza superior al 98%, fueron marca Sigma. Los disolventes
usados tanto para realizar la reaccién como para el andlisis de los alquilglicésidos
(acetato de etilo, metanol y acetonitrilo grado HPLC) fueron marca Aldrich.
También se uso agua grado Millipore, dodecil-sulfato de sodio (SDS), albumina
sérica bovina marca Sigma, reactivos para el analizador de agua Karl Fischer
libres de piridina y amortiguador de acetatos 1M, pH 5.5 0.

II.1. METODOS

It.1.1 Preparacion de la enzima

Cada 85 mg de B-glicosidasa hipertermofila liofilizada se rehidrataron con 5 mL de

amortiguador de acetatos (0.1 M, pH 5.5) para obtener una concentracion final de
17 mg de enzima/mL.

Il. 1.2 Determinacién de proteina
La concentracién total de proteina se determind por el método de Lowry

modificado (Peterson, 1977) usando albumina sérica bovina como patron.
II. 1.3 Sintesis enzimatica de heptilglicésidos

La sintesis de heptilglicésido via la reaccion de la transglicosidacion de la lactosa y
heptanol se llevd a cabo en reactores enchaguetados de 50 mL, en un volumen
total de 40 mL donde el 93% (v/v) lo constituyo el heptanol y el 7% (v/v) restante
agua, con una concentracion de lactosa de 40 mM y 2.16 mg de B-glicosidasa

hipertermofila, a una temperatura de 90° +1°C, con agitaciéon magnética y sellados
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con un septum que permitid tomar la muestra (1 mL) sin necesidad de abrir el
reactor, para evitar la evaporacion del agua. Una vez tomadas, las muestras
introdujeron en hielo para detener la reaccién para detener la reaccion. La
reaccién se inici6 al momento de agregar la solucion enzimatica. Todos los

experimentos se realizaron por duplicado y el error obtenido fue menor al 5%.

Il.1.4 Cuantificacion de heptilglicésidos por cromatografia de liquidos

La cuantificacién del producto de la reaccién se llevd a cabo mediante la técnica
de cromatografia de liquidos a alta presién. El procedimiento empleado, se
muestra en el siguiente esquema de trabajo (esquema 1):

Tomar 0.8 mL de la muestra de cada reactor

0.8 mL de octilglicdsido,
< concentracion conocida en
etanol

A

Evaporar el heptanol a presion reducida

A
Reconstituir la muestra con fase

mévil CH30H: H,0 (75:25) 0.8 mL

!

Filtrar a través de una membrana con diametro de poro de 0.45 um

-

Separar por cromatografia de liquidos en fase reversa acoplada a un detector
de dispersion de luz (HPLC-PR-ELSD)

Esquema 1. Procedimiento de analisis de heptilglicosidos por HPLC

La finalidad de agregar octilglucésido como estandar interno de concentracion
conacida en etanol a la muestra a evaporar es cuantificar la posible perdida de los
alquilglicésidos, durante la evaporacion del heptanol, y por lo tanto de manera
simultanea la de heptilglicésido producido.
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El andlisis para determinar la concentracion de heptilglicésido en cada muestra,

una vez evaporado el heptanol, se realiz6 por medio de HPLC bajo las siguientes
condiciones:

Columna ODS Symmetry Water Cy5 (150 X 3.9 mm, 5 um)
Precolumna ODS Symmetry Water Cy5 (2.0 x 3.9 mm, 5um)
Fase mobvil MeOH: H,O (75:25)

Flujo 0.8 mL/min

Volumen de inyeccion 10 uk

Para el analisis de carbohidratos (lactosa y glucosa) las condiciones de
cuantificacién fueron las siguientes:

Columna Hypersyl propilamino (250 x 4.6 mm, 5 um)
Fase movil MeOH: ACN:H,O (60:22.5:17.5)

Flujo 0.8 mL/min

Volumen de inyeccion 10 ub

Para ambos tipos de andlisis se empled un detector de dispersion de luz (HPLC-
PR-ELSD)

Las condiciones de trabajo fueron:
Temperatura del evaporador 100°C
Temperatura del nebulizador 70°C
Temperatura de salida 56°C
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En la figura 11 se muestran los perfiles de elucion en cada columna
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Fig. 11. Perfil de elucion de los componentes del sistema. A).Perfil de elucion usando una columna
ODS C,g B) Perfil de elucion empleando una columna Hypersyl propilamino.
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Il.1.5 Evaluacion de la particion del sistema

MATERIALES Y METODOS

Para conocer las concentraciones de carbohidratos y alquilglicosido presentes en

el centro del reactor, se simularon las condiciones de reaccion (sistema sin

reaccién enzimatica) bajo el siguiente esquema de trabajo (Esquema 2):

pH 5.5,

Octilglucésido
15 mM

Lactosa 40mM
soluble en 5 ml de
amortiguador, 0.1 M,

B

Heptanol 93% v/v

Reactor 1

Heptanol 93% v/v
Reactor 2

muestreo

|

muestreo

Octilglucésido
15 mM

Glucosa 40 mM
soluble en 5 ml de
amortiguador, 0.1
M, pH 5.5,

Heptanol 93% v/v
Reactor 3

|

muestreo

l

Analisis HPLC

Esquema 2. Evaluacién de la particién del sistema

E! sistema se agit6 durante 8 horas y se dejo en reposo por 24 horas, para que se

alcanzara el equilibrio, posteriormente se tomaron muestras de 1 mL de cada

reactor a los siguientes tiempos: 0, 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 h. Todo el procedimiento se
realizé a 90°C.

Una vez determinada la particion en un sistema modelo, se determind en el

sistema con reaccion enzimatica tanto en la parte central como en la parte baja del
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reactor. La reaccidn se efectué por un intervalo de tiempo de 4 horas con las
siguientes condiciones: 40 mM de lactosa, 7% amortiguador, 93% heptanol, 400

uL de solucion enzimatica 'y 90°C.

El método que se siguid para la determinacion de la particion del sistema con

reaccion se muestra en el esquema 3.

Tomar muestras
de 1mL del fondo y Centro del Adicionar

del centro del > reactor —* estandar interno

reactor
Extraccion de Evaporar €l
Fondo del compuestos coloridos heptanol a presion
reactor ™ Barrido espectral UV- reducida
VIS

l l

Extraer carbohidratos y Reconstituir la
enzima con un vol. muestra en la fase
equivalente de mévil
amortiguador CH30H: H,0 (75:25)
Determinar proteina
> soluble (Lowry)
A Filtrar a través de

Analizar carbohidratos gigfnr;?gngéan;g%l
por HPLC acoplado a 0.45 urF;\

un dispersor de luz ’

(Columna aminada)

.

Cuantificar
alquilglicosidos por
HPLC-acoplado a
un dispersor de luz
(Columna Cg)

Esquema 3. Evaluacién de la particion del sistema con reaccién
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I1.1.6. Dispersion acuosa y contenido de agua en el heptanol.

Para observar el comportamiento del agua no disuelta en el heptanol al
dispersarse en el interior del reactor, se emple6 un colorante vegetal naranja
marca comercial (1 mg/mL) capaz de disolverse Unicamente en el amortiguador. El
comportamiento del agua dentro del reactor se evalud de forma visual por cuatro
horas.

Las condiciones bajo las que se realizd el ensayo se muestran en la siguiente
tabla.

Tabla 1. Condiciones de reaccion que se siguieron para la evaluacién de la dispersién del agua.

NA= No aplica
Reactor 1 Reactor2 Reactor 3 Reactor 4

Lactosa 40 mM 40 mM 40 mM 40 mM
Heptanol 86% 93% 93 % 93%
Amortiguador 7% 7% 7% : 7%
Acetato de etilo ‘ 5% NA NA NA
SDS NA NA 20 mM NA
Octilglucdsido NA NA NA 20 mM

Volumen total 40 ml 40 ml 40 mi 40 mi
Temperatura de operacion 90°C

La determinacion de la cantidad de agua soluble en el heptanol en presencia de
dos tensoactivos (idnico y no iénico) y acetato de etillo como codisolvente, se llevd
a cabo bajo las mismas condiciones con las que se evalud cualitativamente la
dispersion. Una vez alcanzada la temperatura de 90°C se inicié la agitacion y se
mantuvo por treinta minutos, para posteriormente tomar muestras de 15 ul a
diferentes intervalos de tiempo, principalmente en los primeros minutos de reposo,

se inyectaron en el detector de agua Karl Fischer aquatest.

32



MATERIALES Y METODOS

I1.1.7 Efecto del octilglicosido y acetato de etilo sobre la producciéon de
heptilglicosido

La reaccién se inici6 con la adicion de 400 uL de solucién enzimatica bajo las
condiciones con las que se determindé el contenido de agua. El tratamiento y
andlisis de las muestras se realizd de acuerdo al método descrito en la pagina 28.
Las muestras se tomaron a los 0, 5,10, 20, 30, 40, 60 y 120 minutos, con la
finalidad de determinar la velocidad inicial de reaccion del heptilglicosido en cada
sistema.

11.1.8 Oscurecimiento no enzimatico

Para determinar si el oscurecimiento no enzimatico presente en el sistema de
reaccién se debe a la reaccion de Maillard, o bien a la caramelizacion, que es ia
degradacion térmica de los azicares dando como resultado productos de color
café similares al de los productos de la reaccion de Maillard, se realizaron cuatro
experimentos sustituyendo los componentes de la reaccién por un tiempo de seis
horas, la muestra de la fase acuosa se tomé al finalizar el experimento. Las
condiciones se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de reaccion para determinar el oscurecimiento no enzimatico.
NA= No aplica.

Reactor Heptanol Lactosa Enzima  Amortiguador Acetato de
(9 (9 (nL) (mL) etilo
(ml)
o - NA
A 30.4556 0.4575 400 2.4
B 28.8180 NA 400 2.4 _ 2
S WA
C 30.4556 0.4572 2.4 NA
D 30.4556 NA 400 2.4 NA
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La reaccidén se detuvo introduciendo los reactores en hielo. Con el objetivo de
favorecer la separacion de fases, cada sistema se dejé reposar 48 horas y
posteriormente se extrajo la fase acuosa a la que se le realizo un barrido espectral
en un intervalo de longitud de onda de 200 a 700 nm para evaluar la formacion de

compuestos coloridos y sus precursores.

I1.1.9 Efecto del contenido de agua sobre el oscurecimiento no enzimatico y
la produccion de heptitglicésido.

La reaccion de transglicosidacién de la lactosa se llevé a cabo variando el
contenido de agua, 3, 5, 7, 9, 12 y 14% (v/v), manteniendo constante la

concentracién del carbohidrato, de la enzima, la agitacién y la temperatura.

Para obtener las velocidades iniciales de reaccién a cada condicién se determind
la concentracién de heptilglicésido producida tomando muestras del centro del
reactor a tiempos cortos (0, 10, 20, 30 y 60 minutos).

El oscurecimiento no enzimatico se evalué como se describe en la seccién 11.1.8
para cada contenido de agua, con la finalidad de observar el efecto del agua sobre
la reaccion de Maillard y la produccion del heptilglicosido.

i1.1.10 Efecto de la agitacion.

Para conocer el efecto de la velocidad de agitacion y la forma del agitador sobre la
reaccion para promover una dispersidn de agua estable, aumentando el area
superficial de las gotas, se usaron diferentes velocidades de la parrilla de agitacion
{200-800 rpm) y agitadores de diferentes formas (ovoide, cruz, semiesférico) como
Unicas variables, conservando las condiciones de reaccién (temperatura 90°C,
heptanol 93% (v/v), amortiguador 7% (v/v), 40 mM de lactosa).
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No se us6 una propela como otro tipo de agitacion, porque la temperatura del

sistema (90°C) hubiese implicado la posible evaporacion del agua.
I1.1.11. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizd de acuerdo al
método de Laemmli (1970), usando SDS al 10% en gel de dimensiones de 100
mm ancho, 80 mm de largo 1.5 mm de espesor, con una composicion del gel:
acrilamida (T%) de 7% y una entrecruzante (C%) de 5%, la corrida se realizo a
una diferencia de potencial de 10 volts/cm. Se aplicaron las muestras de la enzima
en solucion como control y la enzima después de cuatro horas de reaccién en los
sistemas con un contenido de agua del 5y 7 % v/v.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

> El sistema de biocatdlisis estudiado en el medio heptanol:agua (93:7%
v/v) es inestable, debido a que el estado de dispersiéon del agua varia de
manera importante dentro del reactor. Esta inestabilidad obedece a la
coalescencia y posterior acumulacién del agua en el fondo del reactor,
formando dos fases que favorecid la particién de los componentes del
sistema, afectando el rendimiento de la formacién del heptilgalactosido y

promoviendo las reacciones de hidrdlisis y oscurecimiento no enzimatico.

> El 4rea superficial de la fase acuosa es un factor importante que afecta la
produccién de alquilgalactdsido. Durante las dos primeras horas de
reaccién el area superficial total de las gotas presentes en el medio es lo
suficientemente grande para permitir que se lleve a cabo la reaccién
enzimatica con una velocidad inicial de 135 nmol min' mL", que durante
este tiempo no se ve afectada por la rapidez de agitacion. Al disminuir
dicha &rea, los problemas de transferencia de los sustratos de la fase
acuosa a la organica y viceversa aumentan. La agitacion mecanica
contribuye a aumentar el &rea superficial de contacto después de las dos
horas y por tanto la concentracion de heptilgalactésido formado. Sin
embargo, no se logré establecer una dispersién acuosa que retardara la
coalescencia del agua.

> El uso de tensoactivos retarda la coalescencia del agua, manteniendo por
un mayor tiempo la estabilidad de la dispersién de las gotas en el
heptanol sin mostrar un efecto positivo en la velocidad de reaccion. El
empleo del octilglicosido, que también actia como agente dispersante en
el medio, demostr6 que los alquilglicésidos no son inhibidores
competitivos para la reaccidn de transglicosidacion.
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> La enzima presenta inactivacion como consecuencia de la reaccion de la
proteina con los productos de la reaccionde Maillard. Esta reaccion
produce un aumento en el peso molecular aparente de la fraccion
proteinica del biocatalizador.

> La produccidon del heptilgalactésido se incrementa al aumentar el
contenido de agua en el medio de reaccién hasta un 12% y disminuye el
oscurecimiento no enzimatico, lo que parecerfa ser la concentracion ideal
de agua para la produccion de alquilglicosidos. A contenidos de agua
mayores, la velocidad de coalescencia se ve favorecida y por o tanto las
reacciones de hidrélisis llegarian a predominar.

» La separacion del agua y sus solutos del heptanol, asi como la
inactivacién de la enzima como consecuencia de su modificacién quimica
son los factores de mayor relevancia que explican por qué la formacion
del  producto de interés se detiene en un intervalo de tiempo
relativamente corto.
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PERSPECTIVAS

» Para mantener una mayor area superficial y, en consecuencia, tener una

mayor dispersion del agua en el medio, se pueden seguir dos estrategias
mecanicas: 1) la implementacion de una propela que impida la formacion
del anilio de agua y 2) el uso de un reactor con bafles que evitaria la

coalescencia del agua en las paredes del reactor.

Es factible considerar el uso de tensoactivos que permitan disolver una
mayor cantidad de agua en el heptanol, aumentando el area superficial
total de las gotas. Esto mejoraria el contacto entre el heptanol, el agua,
los carbohidratos y la enzima. Es necesario evaluar las concentraciones y
el tipo de tensoactivo para aumentar el area superficial y evitar la
desnaturalizacion de la enzima.

Es necesario evaluar la cinética de coalescencia en funcion a la cinética
de produccién de los alquilglicésidos y establecer un modelo que permita
encontrar las condiciones 6éptimas de reaccién.

En cuanto al control de la reaccién de Maillard, es necesario estudiar a la
B-glicosidasa y conocer el mecanismo de glicosidacién y agregacion de
ésta, para proponer posibles modificaciones en la enzima, o bien,

mediante su inmovilizacion retardar la reaccion de Maiilard.

62



REFERENCIAS

REFERENCIAS

Aguilar, C.F., Sanderson, |., Moracci, M. 1997. Crystal structure of the B-
glycosidase from the hyperthermophilic archaeon Sulfulobus solfataricus.
Resilence as a key factor in thermoestability. J. Mol. Biol. 271, 789-802.

Ahern, T.J., Klibanov, A. M., 1987. Analysis of processes causing thermal
inactivation of enzymes. Methods Biochem. Anal. 33. 91-127.

Almarsson, O., Klibanov, AM. 1996. Remarkable activation of enzymes in

nonaqueous media by denaturing organic cosolvents. Biotechnol. Bioeng. 49,87-
92.

Ames, M. 1988. The Maillard browning reaction an update. Chem. Ind. 5, 558-
561.

Ames, M. 1998. Applications of the Maillard reaction in the food industry. Food
Chem. 62, 431-439.

Becker, P., Abu, R. I., 1997. Determination of the kinetic parameters during
continuous cultivation of the lipase-producing thermophile Baciflus sp. 1HI-91 on
olive oils. Appl. Microbiol. Biotechnol. 48, 187-190.

Bell, G., Halling, P. 1995. Biocatalysis behavior in low-water systems. Trends
Biotechnol. 13, 468-473.

Bell, G., Janssen, A., Halling, P., 1997. Water activity fails to predict critical
hydratration lever for enzyme activity in polar organic solvents: Interconversion of
water concentrations and activities. Enzyme Microbial. Technol. 20,471-477.

63



REFERENCIAS

Biermann, M., Lange, F. 1986. Surfactants in Consumer Products—-Theory,
Technology and Application. Ed. J. Falbe, Springer, Berlin, pp 99-105.

Bruins, M.E., Thewessen A., Janssen M., Boom R. 2002. Enzyme inactivation
due to Maillard reactions during oligosaccharide synthesis by a hyperthermophilic
glycosidase: influence of enzyme immobilization. J. Mol. Catalysis B: Enzymatic.
758, 1-4.

Bruins, M.E., Hellemond, A., Janssen, M., Boom, R. 2002. Maillard Reactions
and increased enzyme inactivation during oligosaccharides synthesis by a
hyperthermophilic glycosidase. Biotechnol. Bioeng. 81, 546-552.

Chahid, Z., Monet, D. Pina, M. 1992. Effect of water activity on enzymatic
synthesis of alkyl glycosides. Biotechnol. Left. 14, 281-284.

Chi, Y.l., Martinez-Cruz, L.1999. Crystal structure of the B-glycosidase from
hyperthermophile Thermosphaera aggregans: insights into its activity and
thermostabilty. FEBS Lett. 445, 3 75-383.

Crout, D., Vic, G. 1998. Glycosidases and glycosy! transferases in glycoside and
oligosaccharides synthesis. Curr. Opin. Chem. Biol. 2, 98-111.

D’Auria S., Nucci R., Rossi M., Lokowicz J.R.1999. The B-glycosidase from
hyperthermophilic archaeon Sulffolobus solfataricus: enzyme activity and

conformational dynamics at temperature above 100°C. Biophys. Chem. 81, 23-
31.

Eichler J. 2001. Biotechnological uses of archaeal extremozymes. Biotechnol.
Adv. 19, 261-278.

64



REFERENCIAS

Faber, K. 2000. Biotransfomation in organic chemistry. Ed. Springer, Berlin, pp
314-318.

Garcia-Antunano, M. 2002. Condiciones que afectan la sintesis enzimatica del

heptilglucésido a 90°C en medio organico. Tesis de licenciatura. Facultad de
Quimica. UNAM.

Garcia—Garibay. M., Lépez-Munguia, A., Barzana,E. 2000. Alcoholysis and
reverse hydrolysis reactions in organic one-phase system with a
hyperthermophilic 8-glycosidase. Biotechnol. Bioeng. 69, 627-632.

Gomes J., Steiner W. 2004. The biocatalytic potential of extremophiles and
extremozymes. Food Technol. Biotechnol. 42, 223-235.

Halling, P. 1990. High affinity binding of water by proteins is similar in air and in
organic solvents. Biochim. Biophys Acta. 1040, 225-228.

Hansson, T., Adlercreutz, P. 2001. Optimization of galactooligosaccharide

production from lactose using B-glycosidases from hyperthermophiles. Food
Biotechnol. 15, 79-97.

Hansson, T., Adlercreutz, P. 2002. Enzymatic Synthesis of Hexyl Glycosides
from lactose at low water activity and high temperature using hyperthermostable

B-glycosidase. Biocatal. Biotransform. 20, 167-178.

Hansson, T., Andersson, M., Wehtje, E., Adlercreutz, P. 2001. Influence of water
activity on the competition between B-glycosidase-catalyzed transglycosylation

and hydrolysis in aqueous hexanol. Enzyme Microb. Technol. 29, 527-534.

Hill, K. and Rhode, O. (1997). Sugar based surfactants for consumer products
and technical applications. Fett. Lipid 101, 25-33.

65



REFERENCIAS

Hough DW, Danson MJ. 1999. Extremozymes. Curr. Opin. Chem. Biol. 3, 39-
46.

Ismail A, Soultani S. 1999. Enzymatic-catalyzed synthesis of alkylglycosides in
monophasic and biphasic systems. | The reverse hydrolysis reaction. J.
Biotechnol. 69, 145-149.

Ismail, A., Soultani, S., Ghoul, M. 1999. Enzymatic-Catalyzed synthesis of
alkylglycosides in monophasic and biphasic systems. | The transglicosidation
reaction. J. Biotechnol. 69, 135-143.

Klibanov, A. M. 1997. Why are enzymes less active in organic soivents than in
water? Trends Biotechnol. 15, 97-101.

Klibanov, A. M. 2001. Improving enzymes by using them in organic solvents.
Nature 409, 241-246.

Kobayashi T., Adachi, S. 2000. Synthesis of alkyl glycosides through -
glycosidase-catalyzed condensation in an agueous-organic biphasic system and
estimation of the equilibrium constants in their formation. J. Mol. Catalysis B:
Enzymatic 11, 13-21.

Laemmli, U.K., 1970. Cleavage of structure proteins during the assembly of the
head bateriophage T4. Nature 227,680-685.

Lerici, C., Barbanti, D., Manzano, M. 1990. Early Indicators of chemical changes

in foods due to enzymatic or non enzymatic browning reactions. Study on heat
treated model system. Lesbensm-Wis. Technol. 23, 289-294.

66



REFERENCIAS

Li, J., Wang, P. G. 1997 Chemical and enzymatic synthesis of glycoconjugates 2.
High vyielding regioselective synthesis of N-acetyllactosamine by use of

recombinant thermophilic glycosidases library. Tetrahedron Lett. 38, 7967-7970.

Ling, G. 1972. Hydration of macromolecules. In: Horne RA, editor. Water and
aqueous solutions. Wiley-Interscience. New York . pp 663-700.

Martins, S., Jongen, W., van Boekel, M., 2001. A review of Maillard reaction in

food and implications to kinetic modeling. J. Food. Sci. Technol. 11, 364-373.

Meade, S., Miller, G., Gerrard, J. 2002 The role of dicarbonyl compounds in non-
enzymatic crosslinking: A structure-Activity study. Bioorg. Med. Chem. 225- 235.

Miller, G., Meade, S., Gerrard, J. 2002. New Insights into protein crosslinking
via de Maillard reaction: Structural requirements, the effect on enzyme function,
and predicted efficacy of crosslinking inhibitors as anti-ageing therapeutics.
Bioorg. Med. Chem. 20, 250-260.

Niehaus, F., Bertoldo, C. 1991. Extremophiles as a source of novel enzymes for
industrial application. Appl. Microb. Biotechnol. 51, 711-721.

Nilsson, G.I. 1988. Enzymatic synthesis of oligosaccharides. Trends Biotechnol.
6, 256-264.

Panintrarux, C., Adachi, S. 1995. Equilibrium yield of n-alkyl-B-D-glucoside
through condensation of glucose and n-alcohol by B-glycosidase in a biphasic

system. Enzyme Miocrob. Technol. 17,32-40.

Papanikolaou, S. 2001. Enzyme-Catalyzed synthesis of alkyl-B -glucosides in a

water-alcohol two-phase system. Bioresource Technol. 77, 157-161.

67



REFERENCIAS

Peterson, G.L. 1977. A simpilification of the protein assay method of Lowry et al.
wich is more generally applicable. Anal. Biochem. 83, 346-356.

Quero! E., Pérez-Ponds J., Mozo, V. 1996. Analysis of protein conformational
characteristics related to thermostability. Protein Eng. 9, 255-271.

Rybinsky, W., Hill, K. 1998. Alkyl polyglycosides properties and applications of a
new class of surfactants. Angew. Chem. Int. 37, 1328-1345

Rupley, J., Gratton, E., Careri, G. 1983. Water and globular proteins. Trends
Biochem Sci. 8, 18-22.

Rye, S.C., Withers, S.G. 2000. Glycosidase mechanism. Curr. Opin. Chem. Biol.
4, 573-580.

Shinoyama, H., Yasui, T. 1988. Superiority of Aspergillus Niger B-xylosidase for
the enzymatic synthesis of alkyl-B-xylosides in presence of a variety of alcohols.
Agric. Biol. Chem. 52, 2375-2377.

Shinoyama, H., Kamiyama, Y. T. 1988. Enzymatic synthesis of alkyl-B-xilosides
from xylobiose by application of the transxylosyl reaction of Aspergillus niger B-
xilosidase. Agric. Biol. Chem.,52, 2197-2202.

Stevenson, D., Stanley, R., Furneaux, R. 1993. Optimisation of the alkyl-B-
galactoside synthesis from lactose using commercially available B-galactoside.

Biotechnol. Bioeng. 42, 657-666.

Tuena de Gomez-Puyou M., Gémez Puyou A. 1998. Enzymes in low water
systems. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 33, 53-89.

€3



REFERENCIAS

van Rantwik. F., Woudenberg-van, M. 1999. Glycosidase-catalysed sintesis of
alkyl glycosides. J. Mol. Caialysis B: Enzymatic. 6, 511-532. '

Vic, G., Thomas, D. 1992. Enzyme-catalyzed synthesis of p-D-glucosides in
organic media. Tetrahedron Lett. 33, 4567-4570.

Vic, G., Crout, T. 1997. Solvent effect on enzyme-catalyzed synthesis of B-D-
glucosides using reverse hydrolysis method: Application to the preparative scale

synthesis of 2-hydroxybenzyl and octal-g-D-glucopyranosides. Enzyme Miocrob.
Technol. 20, 597-603.

Vulson, E., Patel, R., Law, B. 1990. Alkyl-B-glucoside synthesis in a water-
organic two phase system. Biotechnol. Lett. 12, 397-402.

von Rybinski, W., Hill, K. 1998. Alkyl polyglycosides-Properties and Application
of a new class of surfactants. Angew. Chem. Int. 37, 1328-1345.

Xu, K., Klibanov, A. M.1996. pH control of the catalytic activity of cross-linked
enzyme crystal in organic solvents. J. Am. Chem. Soc. 118, 9815-9819.

Zacks A. and Klibanov A.M., 1984. Enzymatic catalysis in organic media at
100°C. Science 224, 1249-1251

Zacks, A. and Klibanov, A. 1988. Enzymatic catalysis in non-aqueous solvents. J.
Biol. Chem. 263, 3194-3201.

69



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Objetivos   Metas
	I. Generalidades
	II. Materiales y Métodos
	III. Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Perspectivas
	Referencias



