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INTRODUCCION

Las enzimas, catalizadores de los sistemas biologicos, son moléculas de gran interés en
la industria por sus diversas aplicaciones. Las caracteristicas mas destacadas son su
poder catalitico y su especificidad. La catalisis tiene lugar en un centro especifico del
enzima llamado centro activo. Casi todas las enzimas conocidas son proteinas, aunque
el descubrimiento de moléculas de ARN cataliticamente activo proporciona una evidencia

concluyente de que esta molécula fue un biocatalizador primitivo en la evolucion.

Las proteinas pueden llevar a cabo esta funcion debido a su capacidad para unirse
especificamente a un gran nimero de moléculas. Utilizando el repertorio completo de
fuerzas intermoleculares, las enzimas acercan los sustratos hasta lograr una orientacion
Optima, accion requerida para la generacion o ruptura de enlaces quimicos. Las enzimas
catalizan las reacciones mediante la estabilizacién de los estados de transicion, que son
las especies quimicas de méas alta energia generada en una reaccion. Con esta accion el
catalizador determina cudal de las distintas reacciones gquimicas potenciales va a tener

lugar.

Las enzimas tienen ventajas sobre los catalizadores quimicos entre ellas se encuentran:
capacidad de realizar una amplia gama de reacciones quimicas tanto de sintesis como
hidrélisis, alta especificidad, alto rendimiento de productos sin la generacién de
subproductos, actividad catalitica a diferentes valores de pH y temperatura. Por estas
caracteristicas la industria se ha interesado en su uso para diferentes aplicaciones dentro
de los procesos, pero por las diferentes condiciones de los mismos las enzimas se
vuelven inestables y pierden actividad por modificaciones estructurales, por lo que se
busca una estrategia para estabilizarlas. Una de ellas es la inmovilizacion, que consiste
en colocar la enzima en un soporte para formar una estructura insoluble que retiene la
actividad catalitica y que permite reutilizar el biocatalizador. Existen diferentes técnicas de

inmovilizacién, ya sea fisica o quimica.

El género Aspergillus, y en especial la especie Aspergillus nidulans, es capaz de
producir hidrolasas de ésteres de acidos carboxilicos y proteasas con actividad
promiscua de esterasa, capaces de llevar a cabo reacciones de hidrélisis y sintesis. Por lo
tanto, se considera que los catalizadores biol6gicos presentes en el sobrenadante de

cultivos de Aspergillus nidulans PW1 pueden generar biocatalizadores atractivos, por lo



gue en el presente trabajo se planted su inmovilizacion y caracterizacion para su eventual

aplicacion en biocatalisis.



Marco Teorico



1.Enzimas

Las enzimas son proteinas desarrolladas por las células de organismos vivos con
la funcién especifica de catalizar reacciones in vivo. De acuerdo a las condiciones
de reaccion, pueden catalizar una reaccion en dos sentidos, por ejemplo, sintesis
e hidrolisis en el caso de hidrolasas. También son capaces de catalizar in vitro
reacciones en las que se emplean sustratos naturales o no naturales (Arroyo,
1995). Una parte importante en la sintesis e hidrélisis es que disminuyen la
energia de activacion que se requiere para llevar a cabo una reaccion; esta

actividad catalitica es especifica (Fig 1).
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Figura 1. Energia de activacion y estado de transicion (lllanes,2008).



En esencia, catalizan las reacciones mediante la estabilizacién de los estados de

transicion, que son las especies de mas alta energia en la reaccion (Berg, et al.,

2007). De acuerdo con la reaccién que catalizan, las enzimas se clasifican en:

Tabla 1. Clasificacién internacional de las enzimas

1.0XIDO REDUCTASAS

(Reacciones de 6xido-reduccidn)

1.1 Actlan sobre alcoholes
1.2 Actlan sobre cetonas

1.3 Actlan sobre alquenos
1.4 Actlan sobre grupo amino

1.5 Actlan sobre grupo imino

2. TRANSFERASAS

(Transferencia de grupos funcionales)

2.1 Grupos de un atomo de C
2.2 Grupos carbonilo

2.3 Grupos glucosilo

2.4 Grupos fosfato

2.5 Grupos que contienen S

3. HIDROLASAS

(Reacciones de hidrdlisis)

3.1 Esteres

3.2 Enlaces glucosidicos
3.3 Enlaces peptidicos
3.4 Otros enlaces C-N
3.5 Anhidridos de &cido

4. LIASAS
(Adicion a dobles enlaces)

4.1 C=C
4.2 C=0
4.3 C=N

5. ISOMERASAS

(Reacciones de isomerizacion)

5.1 Racemasas

6. LIGASAS
(Formacion de enlaces con escision
ATP)

de

6.1 Entre &tomos de Cy O
6.2 Entre &tomos de Cy S
6.3 Entre atomos de Cy N
6.4 Entre atomos de Cy C

(Lépez, 1996)

Debido a su naturaleza proteica, las enzimas son muy sensibles a los cambios

gue se producen en su entorno. La presencia de disolventes orgénicos, una

concentracion alta de sales, un pH o temperatura extrema, pueden provocar la




desnaturalizacion de la enzima, es decir, la pérdida de sus estructuras secundaria,
terciaria y cuaternaria, por lo que la enzima pierde actividad al haber cambios en

su conformacion. (Arroyo, 1995).

1.1Caracteristicas generales de las enzimas

e Disminuyen la energia de activacion, facilitando el inicio de una reaccion, es
decir, son agentes que afectan la velocidad de una reaccion quimica, sin
participar como reactantes y sin aparecer en los productos finales de la
reaccion.

e Se requieren en cantidades minimas.

e Alta especificidad. Una enzima generalmente cataliza una sola reaccion,
aunque en casos raros es capaz de actuar sobre varias reacciones
intimamente relacionadas (promiscuidad enzimatica). ElI grado de
especificidad por el sustrato es, por lo general, muy alto.

e Pueden ser regulables (alostéricas).

e Su actividad catalitica puede estar influenciada por la concentracion de
sustratos, productos y otras especies quimicas presentes en solucion.

e Ciertas enzimas pueden requerir la presencia de cofactores 0 coenzimas

para que sean activas (Hicks, 2001).

Cada catalizador, asi como también cada biocatalizador, pueden caracterizarse

por tres dimensiones béasicas, es decir, la actividad, selectividad y estabilidad.

La selectividad de los biocatalizadores es mucho mejor que la de catalizadores no
biolégicos, por lo que se han desarrollado para su aplicacion de acuerdo a su

enantio-, quimio- o regioselectividad.

Como la actividad es una medida necesaria en los protocolos experimentales, la

actividad enzimatica es estudiada y facil de medir. En contraste con otros



catalizadores, la mayoria de las enzimas son sélo activas y estables en una

temperatura y rango de pH muy limitado.

A diferencia de la actividad, la estabilidad de las enzimas a menudo se interpreta
como estabilidad térmica, una temperatura mas alla de la cual la enzima pierde
actividad, aunque los inhibidores, oxigeno, un valor de pH inadecuado, u otros
factores tales como el estrés mecénico o de cizalla, pueden influir decisivamente
en la estabilidad. La estabilidad térmica de la proteina, a menudo empleada en la
bioguimica de proteinas, se caracteriza por la temperatura de fusion, que es la
temperatura a la que una proteina se encuentra en equilibrio entre las especies
nativa (N) y desplegada (U), N & U. La temperatura de fusién de una proteina
estd influenciada por una parte por su secuencia de aminoacidos, por el nimero
de puentes disulfuro y los puentes salinos, asi como por la concentracion de sal
afiadida. La estabilidad a una cierta temperatura depende del tiempo de
exposicion a la misma para aplicaciones de procesos biocataliticos, pero es mas
importante la estabilidad del proceso o de funcionamiento, que es la estabilidad a
largo plazo en las condiciones especificas para cada proceso que se vaya a

efectuar.

1.2 Actividad Enzimética

El valor de la actividad enzimética se reporta en unidades internacionales (IU) o
sélo unidades (U).

1 unidad = 1 IU = 1U = 1pmol/min.

En muchos casos el valor de la actividad total de la enzima no da mucha
informacion, en cambio si es referida a la masa del biocatalizador conocida como
actividad especifica (U/mg proteina) o la actividad basada en la unidades por
volumen, actividad volumétrica (U/ml), es posible comparla con otros catalizadores
(Bommarius y Riebel, 2004). Por otra parte, los datos de actividad no tienen
sentido sin una especificacion de las condiciones de ensayo en las cuales fue

medida. Debido a que la velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas



depende de la temperatura (T), de la concentracion de sustrato [S], de la
concentracion de la enzima [E], del pH y de otros factores, como los inhibidores y
la condicién de las muestras, es indispensable seguir exactamente todos los

detalles del procedimiento para cuantificar la actividad enzimatica (Hicks, 2001).

Las enzimas hidroliticas (lipasas, proteasas, esterasas, cutinasas, etc.) son las
mas empleadas en la industria. Estas enzimas son muy atractivas por sus
caracteristicas: bajo costo, amplia disponibilidad, especificidad de sustratos,
actividad sin la necesidad de algun cofactor (Panda y Gowrishankar, 2005).

2. Hidrolasas
Las hidrolasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de un enlace quimico en

presencia de agua, tal como C-O, C-N, C-C, C-P, O-P. Dentro de esta categoria

Se encuentran:

2.1 Hidrolasas de ésteres de acidos carboxilicos

Las hidrolasas de ésteres de &cidos carboxilicos (EC 3.1.1.X) son un grupo de
hidrolasas, las cuales transforman los ésteres en diferentes moléculas. Dentro de
este grupo se encuentran: carboxilesterasas (EC 3.1.1.1), cutinasas (EC
3.1.1.74), lipasas (EC 3.1.1.3), entre otras (Castro et al.,2012).

2.2 Cutinasas
Las cutinasas (E.C. 3.1.1.74) son serin hidrolasas especificas que catalizan la

hidrélisis del polimero cutina, un componente estructural de la cuticula de las
plantas. Son enzimas que unen las propiedades funcionales de las lipasas y las
esterasas. La cutina es un polimero que consta de acidos grasos de cadena larga
unidos entre si por enlaces tipo éster creando una red tridimensional rigida (Taiz y
Zeiger, 2002), la cual es un componente de la cuticula de las plantas brindando

una eficiente barrera contra la desecacién y ataques por patégenos. La



degradacion enzimatica de la red es el primer paso de invasion, debido a que
algunos microorganismos la utilizan como unica fuente de carbono (Egmond y De
Vlieg, 2000; Carvalho, 1998). Esta formada principalmente por &cidos grasos de
16 C y 18 C, con grupos hidroxilo o epoxidos situados en la parte media de la
cadena o al final, en el lado opuesto al grupo carboxilo (Kolattukudy, 1981);
aungue la composicion especifica varia dependiendo de la especie de la planta o
fruto. Las plantas que tienen un crecimiento rapido producen una cutina que
contiene principalmente acidos grasos de 16C (dihidroxipalmitico), mientras que
plantas que tienen un crecimiento lento presentan &cidos grasos de 16C y 18C
(Fig 2). Las cutinasas no solo muestran una actividad hidrolitica hacia cutina sino
también hacia ésteres solubles, triglicéridos insolubles, fibras sintéticas, plasticos
entre otros. (Chen et al., 2010). La cutinasa del patdgeno de chicharo Fusarium
solani pisi es la més investigada, incluyendo su identificacion genética, clonacion,
expresion, caracterizacion, elucidacion de su estructura y aplicaciones (Egmond y
De Vlieg, 2000). Desde entonces se han purificado cutinasas de varios hongos
patdogenos. La masa molecular de estas enzimas esta tipicamente en un rango
entre 21 y 60 kDa. La produccion de cutinasas parece ser altamente regulada por
las condiciones de crecimiento del microorganismo empleado. La cutinasa de F.
solanio pisi es reprimida por glucosa e inducida por cutina 0 sus mayores
constituyentes. El grupo hidroxilo en la posicion w en el acido graso es el factor
importante para inducir la actividad (Carvalho et al., 1998).
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Figura 2. Unidad estructural de cutina.

2.2.1 Caracteristicas de las cutinasas

Las cutinasas pertenecen a la familia de las serin hidrolasas con un plegamiento
conocido como o/ hidrolasa, presentan la clésica triada catalitica compuesta por
serina, histidina y un acido carboxilico ya sea Aspartico o Glutamico, ademas de
contar con el pentapéptido consenso Gly-His/Try-Ser-X-Gly, y una cavidad
oxianionica preformada. El sitio catalico de la cutinasa no esta protegido por una
tapa y no presenta actividad interfacial, siendo estas caracteristicas particulares de
las cutinasas (Borreguero et al. 1998; Carvalho, 2001; Egmond y De Vlieg, 2000).

2.3 Carboxilesterasas

Las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) son enzimas que catalizan la hidrdélisis de un
éster carboxilico y se obtienen como subproductos un alcohol y un carboxilato
(Fig 3). Representan un grupo diverso de hidrolasas que catalizan la ruptura y
formacion de enlaces ésteres. Estas enzimas muestran una alta regio- y
estereoespecificidad, lo que las hace un atractivo biocatalizador para la produccién

de compuestos 6pticamente puros en la sintesis de Quimica fina. Una de sus
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principales caracteristicas es que son enzimas que no requieren de cofactores
para lograr su actividad, ademas que son estables y activas en solventes
organicos. Son afines a ésteres solubles y triglicéridos de cadena corta, son
menos enantioselectivas que las cutinasas y lipasas, no presentan activacion
interfacial (Pefa, 2009; Bornschever T. Uwe, 2001).

P o Hidrolisis . + HO—FR!
R O R OH

Esterasa

Ester Acido carboxilico Alcohol

Figura 3. Reaccion de hidrdlisis de carboxilesterasas.

2.4 Proteasas

Las proteasas (EC 3.4) son enzimas cuya funcion principal es catalizar la ruptura
del enlace amida en péptidos y proteinas. Sin embargo, algunas proteasas
también catalizan la hidrdlisis del enlace éster en ciertos sustratos (Berg et al.,
2007). Ademas, al igual que las carboxilesterasas, en medios no acuosos o de
baja actividad de agua son capaces de realizar reacciones de sintesis como
esterificacion, transesterificacion 'y amindlisis con alta regio- vy

estereoespecificidad de sustratos.

Estas enzimas pueden obtenerse de animales, plantas y microorganismos, siendo
estos ultimos las mejores fuentes para la produccion de enzimas debido a su alto
rendimiento de proteasas y su amplio rango de propiedades bioquimicas y

cataliticas.

Los hongos son una fuente atractiva de proteasas debido a sus bajos
requerimientos para su cultivo y manipulaciéon genética. Los hongos filamentosos
como Aspergillus crecen en medios que resultan econdmicos (Hernandez et al.,

2011). Dentro de las proteasas se encuentran las proteasas alcalinas, que son una

11



clase de serin proteasas y son de considerable interés en vista de su actividad y
estabilidad a pH alcalino. Estas ultimas son un grupo de enzimas que se distingue
por la reactividad de su residuo de serina, que lleva a cabo un mecanismo de
reaccion similar al de las lipasas, esterasas y cutinasas, lo cual indica una

evolucion a partir de un ancestro en comun (Walsh y Wilcox; Guo y Ma, 2007).

No todas las proteasas utilizan a la serina como nucledfilo. Se han descubierto
otras clases de proteinas que emplean tres opciones alterntivas para la hidrdlisis
de enlaces peptidicos. Estas clases son: (1) cisteinproteasas, (2) aspartilproteasas
y (3) metaloproteasas. En cada caso la estrategia consiste en generar un

nucledfilo que ataca al grupo carbonilo del péptido. (Fig 4).

CISTEINPROTEASAS

ASPARTILPROTEASAS

Termaolidna

Figura 4. Clases de proteasas y sus centros activos (Berg et al., 2007).
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La estrategia utilizada por las cisteinproteasas es la mas similar a las
serinproteasas. En estas enzimas, un residuo de cisteina activado por un residuo
de histidina, juega el papel de nucledfilo que ataca al enlace peptidico, de forma

totalmente analoga a como lo hace el residuo de serina en las serinproteasas.

La siguiente clase comprende a las aspartilproteasas. La caracteristica central de
los sitios activos es una pareja de residuos de acido aspartico que actian juntos
para favorecer el ataque de una molécula de agua al enlace peptidico. Uno de los
residuos de acido aspartico (en su forma desprotonada) activa a la molécula de
agua desprotonandola. El otro residuo de acido aspartico (en su forma protonada)
polariza el carbonilo del enlace peptidico aumentando su susceptibilidad al ataque

del nucledfilo.

En las metaloproteasas, el centro activo de estas enzimas contiene un ion
metalico, casi siempre zinc, que activa una molécula de agua para actuar como

nucledfilo y atacar el carbonilo del enlace peptidico (Berg et al., 2007).

2.5 Estructura y mecanismo catalitico de las hidrolasas

Las lipasas, esterasas, cutinasas y serin proteasas son un tipo de enzimas que
tienen como caracteristica el plegamiento o/ presente en las hidrolasas. Este
grupo de hidrolasas sirve como ejemplo de evolucién divergente, donde proteinas
con diferente funcién tienen una proteina ancestral en comun (Pefia, 2008). Las
hidrolasas a/f tienen una estructura formada por ocho hojas [ plegadas
dispuestas paralelamente, a excepcion de la B2, que se encuentra en sentido
antiparalelo. De la hoja B3 a la B8 estan conectadas por medio de a-hélices

dispuestas en ambos lados (Fig 5).



,/F\p
(‘T',// \\‘ COOH tf

\

| U5
|

L

Figura 5. Plegamiento de las a/p hidrolasas (Jaeger y Reetz, 1998).

El sitio activo de estas hidrolasas a/p esta formado por un residuo de serina (Ser),
el cual es un aminoacido nucledfilico localizado en el extremo carboxilico de la
hebra 35, uno de histidina (His) que funciona como base general y un residuo
acido que puede ser glutdmico (Glu) o aspértico (Asp), y en conjunto forman la
triada catalitica. El residuo de serina esté localizado en un pentapéptido altamente
conservado (Gly-x-Ser-x-Gly) (Derewenda, 1993; Bornscheuer, 2001; Jaeger y
Reetz, 1998; Schrag y Cygler, 1997).

El mecanismo de hidrdlisis del sustrato consiste en el incremento del caracter
nucleofilico de la serina por la transferencia de un proton del residuo de Histidina,
conduciendo el ataque por parte del atomo de oxigeno del grupo hidroxilo de la
serina sobre el carbono del grupo carbonilo del enlace éster susceptible. Se forma
un intermediario tetrahédrico, donde el &tomo del oxigeno del carbonilo es cargado
negativamente, y se estabiliza a través de puentes de hidrégeno con los grupos
(R-NH) de la cadena principal. Estos residuos constituyen la cavidad oxianionica
gue, en las carboxilesterasas, cutinasas y algunas lipasas es preformada. En
seguida la histidina dona un protén al oxigeno del éster en el enlace en el cual se
lleva a cabo la ruptura, se libera el alcohol y se forma un segundo intermediario

con el acido graso del sustrato que se encuentra esterificado a la serina (enzima



acilada). El siguiente paso es la reaccion de desacetilacion, en la que ocurre un
ataque nucleofilico al atomo de carbono del carbonilo del intermediario covalente
por parte de una molécula de agua, que provoca la ruptura del enlace éster entre
la serina y el componente acilo y resulta en la liberacién del producto y la

regeneracion de la enzima (Fig 6) (Jaeger et al., 1999; Bornscheuer y Kazlauska,
2006).

g
j
|
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~\ o !
O-H f\ [o) ( ! A+ o
Do R e g
Ser ):./
)a/ oo Asp
Ser His
His
o
o B ~ [4]
\/KN/\ 0 |
— p |
1 o H. e '.'
H, - —_— (o]
.~‘A~_ '. H O\/ vlk /H
_— 0 Q
\C)rk-/Q'/H o 0 O—H
N 3 —H-, [o]
( N_N/\N'—H"".O"( ( N/,\N_H....o_{
. )a_/ o o ):_/ N
His His

Figura 6. Mecanismo catalitico de las serin hidrolasas (Jaeger et al., 1999).
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2.6 Aplicaciones de hidrolasas de ésteres de &cidos carboxilicos

Cutinasas

Debido a la heterogeneidad de las estructuras que se encuentran en las
esterificaciones de cutina, las cutinasas se han propuesto para uso en una amplia
variedad de aplicaciones en diferentes procesos industriales (Carvalho et al.,
1998; Carvalho et al., 1999; Fontes y Alves, 2009). Por ejemplo, han sido
utilizadas como enzimas lipoliticas para la eliminacion de grasa en la ropa sucia y
en detergentes para lavavajilla, porque las cutinasas son activas tanto en
ambientes acuosos como emulsionados (Flipsen et al., 1997). Para el uso en la
industria textil, especificamente en el algodén, han sido suficientemente probadas
en combinacién con pectin-liasas para mejorar la humectabilidad de tejidos de
algodon en bruto (Degani et al., 2002). Las cutinasas también se han aplicado en
la modificacion enzimatica de la superficie de las fibras de poliéster (Halonen et
al., 2009).

En la industria alimentaria, las cutinasas se podrian utilizar para la apertura de la
estructura de la pared celular en conjunto con otras enzimas que la degradan (por
ejemplo, enzimas celuloliticas) o para facilitar la liberacion de compuestos
bioactivos, por ejemplo, de las cascaras de vegetales o frutas del bosque. Por lo
tanto, se podrian utilizar en la produccion de derivados quimicos de cutina a partir
de los residuos de plantas en el procesamiento industrial de las frutas y vegetales.
Otros usos potenciales incluyen la hidrolisis de la grasa de la leche en la industria
lactea, aplicaciones en la industria oleoquimica, en la sintesis de triglicéridos
estructurales, polimeros y surfactantes, en la sintesis de productos para el cuidado
personal, degradacion de insecticidas, sustancias toxicas y polimeros sintéticos, y
en la produccion de biodiesel como una alternativa importante de combustibles
(Tabla 2) (Carvalho et al., 1999). Sin embargo, a pesar de su amplio potencial
ninguna preparacion de cutinasas se ha ofrecido para su uso a gran escala
comercial hasta el momento (Halonen et al., 2009).
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Las carboxilesterasas se emplean a nivel industrial para el procesamiento de

alimentos, bebidas, perfumeria, degradacion de materiales sintéticos (poliuretano,

pléasticos y poliésteres, sintesis de farmacos quirales, degradacion de compuestos

organofosforados (Pefa, 2009; Bornschever T. Uwe, 2001).

Por otro lado las proteasas son enzimas usadas en muchos procesos y productos

industriales

incluyendo

detergentes,

panaderia,

cerveceria,

carnicos,

desproteinizacion de camarén y cangrejo, farmacos, diagnésticos médicos,

tratamiento de residuos, cuero y seda (Berg et al., 2007; Bommarius, 2004). En la

tabla 3 se muestran diversas aplicciones de hidrolasas en la industria.

Tabla 2. Produccién de biodiesel.

' Enzima Soporte Condiciones \
Lipasa Candida sp. Tela textil 45°C, Hexano Chen etal., 2008
Lipasa Resina de poliestireno  40°C, 200 rpm, 12h Li, 2010
Pseudomonas Metanol aceite 4:1
cepacia
Lipasa Candida Novozym 435 30°C, 150rpm, 20 Samukawa et al, 2000
antarctica ciclos, 3.5h
Lipasa B Candida Novozym 435 37°C, 200rpm Fedosov et al. , 2012
antarctica
Lipasa Candida Quitosano 35°C,30h y Metanol Xie, 2011

rugosa

aceite 4:1

Lipasa Burkholderia
sp.

Nanomaterial

40°C, 600rpm, 48h

Tran et al. , 2012

haemolyticus

Lipasa Poliuretano 40°C,10 ciclos, Dizge, 2008
Thermomyces Metanol aceite 6:1

lanuginosus

Lipasa Candida sp Membrana textil 50°C, 24h Tan etal., 2010
Lipasa Poliresina 30°C, 10h, Metanol Kim et al. , 2012
Staphylococcus aceite 6:1

Lipasa Matriz polimerica 25°C, 10 ciclos, 24h Dizge et al. , 2008
Thermomyces

lanuginosus

Lipasa Olive pomace 25°C, 10 ciclos, 24h Yuzel, 2010
Thermomyces

lanuginosus

Lipasa Copolimero de 50°C, 10 ciclos, 24h Dizge et al. , 2008
Thermomyces estireno-

lanuginosus divinilbenceno

Lipasa Burkholderia
Sp.

Particulas magnéticas
hidrofobicas

30°C Metanol aceite
4:1

Liuetal., 2012




Tabla 3. Aplicaciones de hidrolasas en la industria.

' Enzima Aplicacién Condiciones
Cutinasa Detergentes 20a 50°Cy pH 8- Dutta et
Proteasa 11 al.,2008
Bommarius y
Riebel, 2004
Cutinasa Aguas 35°C Leal et al.,2005
residuales de la
industria de
lacteos
Cutinasa Hidrolisis de 25°C,pH 9 Horri et al.,2009
mantequilla (2)
Cutinasa Sintesis de aquil 35-40°C isooctano, Dutta y Dasu,
esterasa esteres de Cadena corta 2011 ;De Barros
cadena corta et al.,2009
Cutinasa ésteres de van den Broek y
acidos grasos Beriu, 2012
de oligo-y
polisacaridos
Esterasa Sintesis de 45° 6Cy 8C n- Alvarez y
esteres heptano Barrati, 1999
Esterasa Sintesis de 60-65°C pH 8 Torres et
sabor platano al.,2008

2.7 Género Aspergillus.

El género Aspergillus se clasifica dentro de los ascomicetos, que han
evolucionado hasta alcanzar una alta diversidad metabdlica que involucra
diferentes sistemas enziméaticos, lo que les permite sobrevivir en una amplia
variedad de habitats. Se aislan comunmente del suelo, de residuos vegetales y de
ambientes aéreos cerrados. Las especies de Aspergillus tienen una diversidad de
enzimas y acidos organicos utilizados para obtener nutrientes, que se
complementa con su capacidad de secretar numerosos metabolitos secundarios,
son importantes en la sefalizaciébn ecolégica para percibir la disponibilidad de
nutrientes y ademas son de interés para aplicaciones industriales (Tabla 4 )
(Goldman y Osmani, 2008).



Las colonias de las especies de este género se desarrollan de forma rapida y
presentan muchas tonalidades: blanquecinas, amarillentas, marrén-amarillentas,
negruzcas, marron-negruzcas o Vverdosas. Estan formadas por densas
agrupaciones de conidiéforos sobre los que se encuentran las células
conidiogénicas, que son las que originan las esporas asexuales o conidios (Pefia,
2009).

Tabla 4.Enzimas y metabolitos producidos por el género Aspergillus.

Especie Enzimas y metabdlicos importantes

Acido citrico,Acido glucénico, a-galactosidasa,
Pectinasa, Lipasa, Hemicelulasa, Catalasas,Lactasas,
A. niger glucoamilasa, fosfodiesterasa,maltasa, invertasa,

proteinasa

Acido kdjico, a-amilasa, Lactasa, Proteasa

Glucoamilasa, celulasa, lipasa, Pectinasa

A. oryzae

A. terreus Lovastatina, Acido itaconico

A. melleus Peptidasa

A. parasiticus Micotoxinas (ocratoxina, patulina y fumigilina)
A. flavus Toxinas carcinogénicas (aflatoxinas)

A. nidulans Celulasa, proteinasa

A. candidus Celulasa,lipasa

A. ficuum Fitasa

A. awamori a-amilasa, lipasa, proteinasa

A. carneu Lipasa, amiloglucosidasa

Tobert et al., 2003; Goldman y Osmani, 2008; Bennett, 2010, Berka et al., 1992.

2.7.1 Aspergillus nidulans

Aspergillus nidulans es un hongo filamentoso perteneciente a la familia
Trichocomaceae, phylum Ascomycota. Este hongo presenta hifas septadas a
través de las cuales se produce el intercambio de nutrientes. Produce tanto

esporas asexuales (conidias) como sexuales (ascoesporas) (Jurgenson, 1990).




Tiene un crecimiento rapido como hongo filamentoso en medio sélido o liquido

bajo una variedad de condiciones nutricionales.

Este hongo es un organismo modelo en estudios de genética y biologia celular, ya
gue esta relacionado con un amplio niumero de especies de Aspergillus de
importancia industrial y médica. Se cuenta con un mapa genético bien definido. Su
genoma ha sido completamente secuenciado y tiene un tamafio de 28.5 Mb,
organizado en 8 cromosomas (Pefa, 2009).

Adicionalmente Aspergillus nidulans es un microorganismo saprofito que posee
una gran capacidad para adaptarse y vivir en ambientes muy diversos tanto en el
aspecto fisico-quimico como en el biolégico. Esta extrema variabilidad de nichos
se corresponde con la elevada versatilidad metabdlica de este hongo filamentoso
(Clement, et al.1999). Los medios de cultivo y condiciones para su crecimiento en
el laboratorio son simples, las fuentes de carbono y nitrégeno son de bajo costo y
la formulacion del medio de cultivo es de facil preparacion, asi como la

temperatura de incubacion (30-40°C).

2.8 Inmovilizacion de enzimas

La productividad de procesos enzimaticos es baja debido a las condiciones no
favorables como temperaturas altas y pH acido o alcalino, los cuales provocan la
desnaturalizacion del biocatalizador, asi que una ruta para mejorar el rendimiento

enzimatico es la inmovilizacion.

La inmovilizacién de una enzima consiste en su localizacion en una region definida
de espacio generando una forma insoluble reteniendo su actividad catalitica y su

posible reutilizacién (Sanchez, 1998; Arroyo, 1998).



2.8.1 Métodos de inmovilizacién

Existen dos métodos por los cuales se puede inmovilizar una enzima: la retencion

fisica y la unidn covalente al soporte los cuales se pueden dividir en:

2.8.1.1 Métodos por union quimica

Unién covalente

Este tipo de inmovilizacion involucra la formacién de un enlace covalente entre el
soporte y la enzima (Fig 7). Esta union se establece mediante los grupos
funcionales presentes en la superficie del soporte y los residuos de aminoécidos
localizados en la parte externa de la enzima (Tabla 5). Para lograr una unién

eficiente, el soporte y/o la enzima deben ser activados antes de la inmovilizacion.

Figura 7. Union covalente. (A) residuo de amino&cido de la enzima, (B) grupo funcional de unién

al soporte, (C) soporte, (En) enzima (Cao, 2005).

Uno de los problemas mas importantes es la pérdida de actividad por
modificaciones quimicas en algun aminoacido del sitio catalitico de la enzima,
aungque también se pueden presentar una mayor estabilidad frente a pH y

temperatura.
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Tabla 5. Agente acoplador para union covalente.

Grupo funcional Soporte Agente acoplador

del soporte

Grupo reactivo de |

proteina

Hidroxilo Dextranos, celulosa Bromuro de ciandégeno

Carboxilo Poliacrilamidas Carbodiimidas Amino

Amino Ceramicas Glutaraldehido Nitrito  Amino
modificadas de sodio

Aldehido Aldehidos poliméricos  Reaccion directa Amino

Tiol Polisacéridos Reaccion directa Cis-tiol
modificados

Reticulado o entrecruzamiento

El método involucra la unién de células o enzimas entre si para formar una

estructura tridimensional compleja. Puede ser efectuada en proteinas solubles

(CLE), en cristales de enzimas (CLEC) o en agregados de proteinas (CLEA).

Estos sistemas tienen la ventaja de que no esta involucrado la presencia de un

soporte, por lo tanto, la actividad especifica del biocatalizador es alta (Fig 8).

Figura 8. Inmovilizacion por entrecruzamiento (Bickerstaff, 1997).
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2.8.1.2 Métodos de inmovilizacion por retencion fisica.

Atrapamiento

Es un método sencillo donde primero se debe dispersar en una disolucion la
enzima y después realizar un proceso de solidificacién, con la finalidad de formar
una barrera fisica, es decir, las enzimas quedan embebidas a una matriz formada
fisica o quimicamente. La matriz formada debe ser permeable a pequefias

moléculas de sustrato y producto (Fig 9).

Enzima

Solucion gelificante

Figura 9. Inmovilizacion por atrapamiento (Bickerstaff, 1997).
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Inclusién de membranas

El método consiste en la encapsulacion de la enzima en solucién, con la formacién
de una membrana de polimero semipermeable con un rango de diametro entre 1 a
100 um, la matriz a de permitir la retencion de la enzima al mismo tiempo que la
difusion de substratos y productos. Las membranas son polimeros sintéticos o
geles de origen natural (Fig 10).

Figura 10. Inmovilizacion por inclusion. (Bickerstaff, 1997).

Adsorcién

La adsorcion de enzimas a un soporte fue uno de los primeros métodos de
inmovilizacion. Es sencillo, econémico e involucra interacciones reversibles entre
las enzimas y el soporte. Las fuerzas que estan presentes son en su mayoria
electrostaticas, como interacciones ibnicas, fuerzas de van der Waals y puentes
de hidrégeno (Fig. 11). Dichas interacciones son débiles comparadas a un enlace
covalente, sin embargo se establecen en un numero suficiente que permite la
unidon enzima-soporte. El problema principal es la reversibilidad del proceso, ya
gque cambios en condiciones de pH y temperatura pueden provocar el
desplazamiento de la enzima hacia la fase soluble. En cambio en disolventes
organicos, es el método mas aconsejable puesto que no existe dicha reversibilidad
(Sanchez, 1998; Arroyo, 1998).



Ventajas

e Ligero o nulo dafo a la enzima
e Sencillo, econémico y rapido

¢ No hay cambios quimicos en el soporte
Desventajas

e Desprendimiento de la enzima
e Union no especifica al soporte
e Sobrecarga del soporte

e Impedimento estérico por el soporte.

& = W

Figura 11. Inmovilizacion por adsorcién. (Arroyo, 1998).

La adsorcion de enzimas en superficies solidas podria involucrar algunos cambios
conformacionales en la molécula de la enzima debido a las interacciones
presentes entre esta y el soporte. Usualmente la cantidad de enzima adsorbida es

mayor en soportes hidrofobicos que en soportes hidrofilicos.

En soportes hidrofilicos pueden presentar competencia con la enzima por el agua
disponible, sin embargo, cuando la enzima y el soporte estdn completamente
hidratados, entonces conduce a una alta concentracion de agua en el ambiente
de la enzima favoreciendo las reacciones de hidrolisis sobre las reacciones de

sintesis.
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2.8.1.3 Consideraciones para la seleccién del proceso de inmovilizacién

La inmovilizacion en ocasiones incrementa la termoestabilidad de la enzima a
través de la interaccion del soporte con la enzima lo que origina una estructura
mas rigida e insoluble. El soporte también entrampa agua en el microambiente de
las moléculas de enzima, el cual es esencial para la estabilizacion y actividad del
biocatalizador (Goncalves et al., 1997). Las propiedades de la enzima inmovilizada
estdn gobernadas por las interacciones enzima soporte, la interaccion provee
especificidad quimica, bioquimica, mecanica y propiedades cinéticas. Las
propiedades bioquimicas de la enzima tales como su masa molécular, grupos

funcionales y su pureza son importantes factores para la inmovilizacion.

Las caracteristicas del material del soporte tienen influencia en las propiedades
del inmovilizado. Uno de los mas importantes es su estructura quimica que
determinara la interaccién con la proteina, si es poroso, el tamafio del poro y su
distribucion que puede limitar su unién, asi un poro pequefio puede causar
problemas de difusion limitada resultando en un cambio de la estructura y una

posible inactivacion del catalizador.

Otro punto que es importante de sefialar son las propiedades mecanicas del
soporte para su aplicacion en un proceso. Cuando un inmovilizado es aplicado en
un tanque de agitacion este debe resistir la abrasion, en cambio si se hace en una
columna, la resistencia al flujo ser4 fundamental. Es por eso que se debe de dar
una seleccién para el material del soporte de acuerdo a las caracteristicas del
proceso; estabilidad térmica, durabilidad quimica en el ambiente del reactor. El
método y optimizacion de las condiciones de inmovilizacion son también cruciales
para las propiedades del biocatalizador por lo que se deben escoger con cuidado
(Miletic, 2011; Messing, 1975) (Tabla 6).



Tabla 6. Comparacion de los métodos de inmovilizacién.

Inclusion atrapamiento reticulado adsorcion Unidn
membranas covalente
Preparacién Intermedia Dificil Intermedia Sencilla Dificil
Fuerza de la Débil Media Débil- Media Fuerte
union media
Actividad Media-alta Baja Baja Media-Alta Alta
enzimatica
Regeneracion Posible Imposible Imposible  posible Dificil
del soporte
Costo Medio-alto Medio Medio Bajo Alto
Estabilidad Media Alta Alta baja Alta
Validez General General Limitada General Limitada
Resistencia Si Si si No No
microbiana

(Arroyo, 1998).

Caracteristicas minimas de un biocatalizador
v Actividad enzimatica alta (rendimiento)

v' Estabilidad en las condiciones de reaccion utilizadas (no pérdida de

actividad)
v" Regeneracion (El lavado no debe afectar a la enzima)
v Uso repetitivo del biocatalizador

v No presentar problemas de transferencia de materia (soporte con alta

superficie especifica)

v' Resistencia a la contaminacidon microbiana



v' Costo bajo

v" Disponible

2.8.2 Soportes

Los soportes empleados para la inmovilizacién de enzimas se pueden dividir en 2

grupos: inorgénico y organico (Tabla 7).

Tabla 7. Clasificacion de soportes.

‘ INORGANICOS ORGANICOS ‘
Caolinita Celulosa
Silica coloidal Agarosa
Particulas de vidrio Almidon
Vidrio de poro controlado Poliacrilamida
Alumina Quitosano
Alumina de poro controlado Nylon
Oxido de Niquel Copolimeros organicos
Carbén Colageno

Los soportes organicos de fuente natural tienen la ventaja de poseer una mayor
compatibilidad con la enzima y al ser un soporte hidrofilico sus interacciones son
débiles. Los soportes inorganicos ofrecen una mayor estabilidad que los soportes
organicos, ya que estos son inertes a las condiciones de reaccion tales como altas

presiones y altas temperaturas.




Tabla 8. Caracteristicas de los soportes en estudio.

Propiedad fisica Accurel MP 1000 Celite 545 Nylon 6 Quitosano
Composicion Polipropileno SiO, Poliamida Polisacérido
Naturaleza Hidrofobica inorgéanico Hidrofobico Hidrofilico
Tamafio de poro (um) 5-20 17 - -
Tamafio de particula <1500 0.1mm 3mm -
(um)
Costo (%) 4000 728 4399 Desechos
Union Adsorcion Adsorcion Covalente Adsorcion
Estabilizacion Hidrofébica Electrostatica Quimica I6nica

Otra consideracibn en la seleccion de un soporte es su resistencia a la
degradacion por microorganismos, particularmente en el caso de su aplicacion en

un reactor continuo.

2.9 Antecedentes experimentales de hidrolasas de ésteres de acidos
carboxilicos de Aspergillus nidulans en el grupo de trabajo.

En estudios realizados en el grupo de trabajo se ha estudiado a A. nidulans para
identificar su potencial de produccion de hidrolasas de ésteres de &cidos
carboxilicos, especificamente en la cepa Aspergillus nidulans PW1. A partir de un
medio optimizado para la produccién de carboxilesterasas, en el que se emple6
aceite de olivo como inductores, se purifico e identific6 por secuenciacién de
péptidos una cutinasa de aproximadamente 29 kDa (ANCUT2), asi como una
proteasa con actividad promiscua de esterasa de 37kDa (PrtA) (Pefa et al., 2007,
Castro-Ochoa et al. 2012). Al adicionar al mismo medio optimizado cuticula o
cutina como inductor, se identificé otra cutinasa de 22 kDa (ANCUT1) (Esqueda,
2012),



Por otra parte, también se estudid la actividad de esterasa intracelular,
identificandose una carboxilesterasa de 35kDa (NStcl), la cual fue expresada en
Pichia pastoris. La NStcl esta involucrada en la sintesis de esterigmatocistina (ST).
La esterigmatocistina es una molécula precursora de aflatoxinas. En esta ruta
biosintética la esterasa NStcl convierte versiconal hemiacetal acetato (VHA) a
versiconal (VHOH) y versiconol acetato (VOAc) a versiconol (VOH). Por lo que
esta enzima puede presentar un potencial biocatalitico para llevar a cabo
reacciones con sustratos ciclicos en los que puede mostrar enantioselectividad.
(Pefia, 2009).

Las caracteristicas encontradas después de la caracterizacién de los diferentes
biocatalizadores de A. nidulans estudiados (PrtA, ANCUT1, ANCUT2 y NSitcl)
mostraron su potencial aplicacién en diversas reacciones de hidrolisis por lo que
se decidié inmovilizar estas enzimas en un soporte hidrofébico Accurel MP1000
(Vergara, 2008; Esquivel, 2010; Pefa et al. 2009, Vega, 2013, Peia, 2013).
También se han evaluado, reacciones de sintesis para algunos de estos
biocatalizadores como: la transesterificacion enantioselectiva del (R, S)-1-
Feniletanol por NStcl (Mondragén, 2011), la esterificacion regioselectiva del
antioxidante 7-O-laroilo de acido kojico por ANCUT2 (Esquivel, 2011), la
transesterificacion de cumarato de metilo por ANCUT1 (Esqueda, 2012).



Justificacion



» Se cuenta con una cepa de Aspergillus nidulans PW1 cuyos extractos
enzimaticos utilizando los medios optimizados producen diferentes
hidrolasas de &cidos carboxilicos dos cutinasas (ANCUT1 y ANCUT2), una
proteasa (PrtA), asi como con una esterasa NStcl recombinante expresada
en Pichia pastoris. Todas ellas muestran propiedades interesantes para su
aplicacion industrial. Estos biocatalizadores han sido inmovilizados en
Accurel MP1000 en el grupo de trabajo, pero al tratarse de una matriz de
alto precio, se busca encontrar otro soporte de menor costo. Se desea
explorar también la union covalente como método de inmovilizacion con el
objetivo de obtener catalizadores de alta estabilidad. Se evaluaran 4
diferentes soportes y de acuerdo a los resultados obtenidos se escogera la
matriz que presente mayor actividad y estabilidad operacional. El ensayo
permitira determinar el costo/beneficio de cada soporte con el
biocatalizador, de forma que se puedan emplear en procesos continuos
para llevar cabo reacciones de sintesis o hidrdlisis en diferentes campos

de aplicacion.



Hipotesis



» Las enzimas ANCUT1, ANCUT2, PrtA producidas por Aspergillus nidulans
PW1 vy NStcl esterasa recombinante expresada en Pichia pastoris, se
adsorberan en mayor cantidad en soportes porosos (Accurel MP1000 y
Celite 545), lo que les conferird una mayor estabilidad (pH, térmica, reuso y
al almacenamiento), frente a la enzima libre.

» La union covalente permitird un incremento considerable en la posibilidad
de reutilizacion del biocatalizador, brindando ademas de una mayor

estabilidad en comparacion con la enzima sin inmovilizar.



Objetivos



GENERAL.:

» Realizar la inmovilizacion de la ANCUT1, ANCUT2, Prt A a partir de los
extractos crudos de Aspergillus nidulans PW1 y NStc | recombinante
expresada en Pichia pastoris sobre diferentes soportes (Accurel MP 1000,

Celite 545, Nylon 6 y Quitosano) para su posterior caracterizacion.

ESPECIFICOS:

» Producir las enzimas ANCUT1, ANCUT2, Prt A de Aspergillus nidulans y
NStcl expresada en Pichia pastoris PW1 empleando los diferentes medios

optimizados y condiciones de cultivo.

» Obtener un extracto crudo concentrado de ANCUT1, ANCUT2, Prt A de

Aspergillus nidulans PW1 y NStcl expresada en Pichia pastoris.

» Establecer las condiciones de inmovilizacion de ANCUT1, ANCUT2, Prt A,

NStc | en estudio.

» Caracterizar los catalizadores inmovilizados para conocer la estabilidad

operacional de la relacion enzima soporte.

» De acuerdo a los resultados obtenidos determinar qué soporte es el idoneo

para cada enzima y ver la relacion costo/beneficio.



Desarrollo
Experimental



MATERIALES Y METODOS

Reactivos y equipos

Tabla 9. Reactivos y marcas.

Reactivo
Accurel MP1000

Marca

Membrana underlining performance

Acetona Sigma-Aldrich
Acetato de sodio Baker
Acido acético glacial Baker
Acrilamida Bio-Rad
Agar Difco
Alcohol etilico Baker
Alcohol isopropilico Baker
a-naftil acetato Sigma-Aldrich
Arginina Sigma-Aldrich
Azul de bromefenol Bio-Rad
Peptona Bacto
Biotina Sigma-Aldrich
B-mercaptoetanol Sigma-Aldrich
Bis-Acrilamida Bio-Rad
CAPS Sigma-Aldrich
Carbonato de sodio Baker
Celite 545 Sigma-Aldrich
Cloruro de cobalto hexahidratato Baker
Cloruro de manganeso tetrahidratado Baker
Cloruro de potasio Baker
Dextrosa Baker
Cloruro de sodio Baker
Dimetil sulfoxido Sigma-Aldrich
EDTA tetrasédico Baker
Extracto de levadura Bioxon
Fluka
Fast Red TR Sigma-Aldrich
Fosfato de potasio dibdsico Baker
Fosfato de potasio monobasico Baker
Fosfato de sodio dibasico Baker
Fosfato de sodio monobdsico Baker
Glicerol Baker
Hidroxido de sodio Baker
Marcador de bajo peso molecular Bio-Rad
Metanol Baker

Metionina

Research organics

Molibdato de amonio tetrahidratado Baker
Nitrato de plata Sigma-Aldrich
Nitrato de sodio Baker
Nylon 6 Sigma-Aldrich

Oxalato de amonio

Baker




p-nitrofenil acetato Sigma-Aldrich
p-nitrofenil butirato Sigma-Aldrich
p-nitrofenil decanoato Sigma-Aldrich
p-nitrofenil laurato Sigma-Aldrich
p-nitrofenil miristato Sigma-Aldrich
p-nitrofenil palmitato Sigma-Aldrich
p-nitrofenil esterato Sigma-Aldrich
Persulfato de amonio Bio-Rad
Quitosano -
Reactivo de Bradford Bio-Rad
SDS Bio-Rad
Silica gel Baker
Sulfato cuprico Baker
Sulfato de amonio Baker
Sulfato de magnesio Baker
Sulfato de magnesio heptahidratado Merck
Sulfato de zinc heptahidratado Baker
Sulfato ferroso heptahidratado Baker
Temed Bio-Rad
Tris base Bio-Rad
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Tween 80 Cosmopolita
YNB Sigma

Equipos

Amicén, equipo de ultrafiltracién, Millipore

Autoclave SM300 Yamamoto
Balanza analitica Voyager
Balanza granataria Adamson

Campana de Microbiologia de flujo laminar, ADLER

Centrifuga Biofuge, Heraeus
Centrifuga J2-MC Beckman

Fuente de poder Modelo 164-5070 Bio Rad
Céamara para electroforesis Miniprotean 2, Bio Rad

Lector de microplacas Epoch Biotek




3. Microorganismo
Se utilizé una cepa de A. nidulans PW1 auxoétrofa de arginina y no patdgena, la

cual fue proporcionada por el Dr. Jesus Aguirre del Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM.

Se utilizo la clona con el gen de la esterasa Nstcl insertado en el genoma de

Pichia pastoris X-33.

3.1 Reactivacion de A. nidulans PW1y cosecha de esporas

Se prepararon 10 cajas Petri con medio minimo de Kafer (1977), a las cuales se
les afadieron 5 granos de silica gel con esporas de A. nidulans PW1 y se
incubaron durante cinco dias a 37 °C. Para cosechar las esporas se agregaron 10
mL de Tween 80 estéril al 0.1% a cada una de las cajas Petri y se rasparon
cuidadosamente con una asa micoldgica; las esporas se recuperaron en un tubo
Falcon estéril de 50 mL. Posteriormente se centrifugd el contenido del tubo
durante 15 minutos a 10,000 rpm (Centrifuga Beckman, rotor J20), se desecho el
sobrenadante y se adicionaron 5 mL de agua destilada estéril para nuevamente
centrifugar el contenido bajo las mismas condiciones. Este proceso se repitid dos
veces Yy finalmente se resuspendieron las esporas en 5 mL de agua destilada
estéril. Una vez obtenida la solucion final, se realiz6 un conteo de esporas
utilizando una camara de Neubauer (Anexo B) para lo cual se tomaron 990 uL de
agua desionizada y 10 pL de la solucion de esporas en un tubo eppendorf de 1.5
mL, se homogenizo, se colocaron 10 UL en cada extremo de la camara y se
realizd el conteo para calcular la concentracion y el volumen de solucion de
esporas a adicionar para futuras inoculaciones con 1 x 10° esporas/mL. Las

esporas se almacenaron a 4°C.

Del conteo realizado a la solucion tras la cosecha de esporas se determiné que
contenia 1.42 x 10° esporas/mL. Se realizaron los célculos para ajustar el

volumen de solucién para la inoculacién, resultado de un volumen de 42 pL



necesarios para inocular 50 mL de medio con una concentracion final de 1x10°

esporas/mL.

3.2 Preparacion del medio minimo de cultivo

Se elabor6é el medio minimo de acuerdo a lo descrito por Kafer (1977); los

componentes y sus concentraciones se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Composicién del medio minimo para el crecimiento de Aspergillus nidulans PW1 (Kéfer,

1977).
Compuesto Concentracion Solucién stock
Sales 20x 50 mL/L descrita en Tabla 11 y12
Elementos traza 100x 1mL/L Ref. Kafer, 1977
Glucosa 10 g
Agar 1259
Requerimientos
Arginina 5 mL/L 16.8 % m/v
Biotina 0.5 mL/L 0.05 %
Metionina 0.11 g/L --

Para el crecimiento de Aspergillus nidulans se adicionaron al medio minimo los
requerimientos nutricionales de la cepa. Para preparar la solucion stock de
arginina se disolvieron 1.68 gramos a 10 ml de agua destilada y la biotina se

disolvio en etanol al 70%. Todas las soluciones se almacenaron a 4 °C.

Se ajusto el pH a 6.5 con una solucion de NaOH 0.1 My se esterilizé en autoclave
(SM300, Yamamoto) a 121 °C por 15 minutos.

La composicion de las soluciones de sales 20x y de elementos traza 100x se

especifican en las tablas 11y 12.



Tabla 11. Composicién de solucién de sales 20x (Kafer, 1977).

Compuesto Concentracién
NaNO; 120 g/L
KCI 10.4 g/L
MgSO,-7H,0 10.4 g/L
KH,PO, 30.4 g/L

Tabla 12. Composicién de solucion de elementos traza 100x
(Kafer, 1977).

‘ Compuesto \ Cantidad por 100 Ml

ZnS0O,-7H,0O 2.20 g

H3BOs 1.10g

MnCl,-4H,0 0.50¢

FeS0, 7H,0 050 g

CoCl,-6H,0 0.16g

CuSO, 5H,0 0.16 g
(NHy)M0,054-4 H,0 01lg

Na,EDTA 59

Para preparar cada una de las soluciones stock, los compuestos se adicionaron en
el orden descrito llevando a un volumen de 80 mL de agua destilada, disolviendo
cada uno antes de adicionar el siguiente. La solucibn de elementos traza se
calent6  hasta ebullicion después de adicionar todos los compuestos y
posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente. Las soluciones se aforaron

a 100 mL con agua destilada.

3.3 Medio optimizado para ANCUT1

El medio minimo utilizado originalmente se modificé de acuerdo a la optimizacién

realizada por Esqueda (2012), cuya composicion se muestra en la tabla 13.



Tabla 13. Composicion del medio optimizado para ANCUTL.

Compuesto Concentracién

Sales 20x 50 mL/L
Elementos traza 100x 1 mL/L
Arginina 5 mL/L

Biotina 0.5 mL/L

Metionina 0.11g/L
Cuticula 4 g/L

Al medio de cultivo se le midi6é el pH para ajustarlo a pH de 6.5 con una solucién
de NaOH 1 M. Una vez alcanzado, se reparti6 en volimenes de 50 mL en
matraces de 250 mL, se adiciono la cuticula molida de manzana al medio como
fuente inductora de la enzima, en una concentracion de 200 mg por cada 50 mL
de medio, se esterilizé en autoclave (SM300, Yamamoto) a 121 °C por 15 minutos.
Al término de la esterilizacion se dejaron enfriar los matraces a temperatura

ambiente antes de inocular el medio.

Cada uno de los matraces con 50 mL de medio se inoculé con 1x10° esporas/mL
de Aspergillus nidulans PW1. Las fermentaciones se realizaron a temperatura de
37 °C y 300 rpm por 48 horas en la incubadora (Innova 40, New Brunswick
Scientific).

Pasado este tiempo se filtraron los matraces al vacio utilizando un papel filtro
Whatman # 1 con el fin de separar el micelio. El extracto crudo se guardd para

realizar las pruebas de actividad, de proteina y sus respectivos geles.

3.4 Medio optimizado para PrtA

El medio minimo utilizado originalmente se modific6 de acuerdo a la optimizacion

realizada por (Pefa et al., 2007), la composicién se muestra en la tabla 14



Tabla 14. Composicidén del medio optimizado para PrtA.

Componente Concentracién
Sales 20x 50 mL/L
Elementos traza 2 mL/L
Extracto de levadura 5g/L

Arginina 5 mL/L

Biotina 0.5 mL/L
Metionina 110 mg/L
Almidon 15¢g/L

Aceite de olivo 5 mL/L

Al medio de cultivo se le midié el pH para ajustarlo a pH de 6.5 con una solucion
de NaOH 1 M. Se adicioné el aceite de olivo y se homogeneizé a 13500 rpm por
30 s con un homogeneizador Ultraturax T25 se adiciond el almidén y se repartié
en voliumenes de 50 mL en matraces de 250 mL, se esterilizd en autoclave
(SM300, Yamamoto) a 121 °C por 15 minutos. Al término de la esterilizacion se
dejaron enfriar los matraces a temperatura ambiente antes de inocular el medio.
Cada uno de los matraces con 50 mL de medio se inoculé con 1x10° esporas/mL
de Aspergillus nidulans PW1. Las fermentaciones se realizaron a temperatura de
37 °C y 300 rpm (Innova 40, New Brunswick Scientific) por 24 horas. Pasado este
tiempo se filtraron los matraces al vacio utilizando un papel filtro Whatman # 1, se
le determiné concentracion proteina asi como actividad enzimatica (cualitativa y

cuantitativamente, como se explica a continuacion).



3.5 Medio optimizado para ANCUT2

El medio minimo utilizado originalmente se modifico de acuerdo a la optimizacion

realizada por (Castro et al., 2012), cuya composicion se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Composicién del medio optimizado para ANCUT2.

Componente Concentracién
Sales 20x 50 mL/L
Elementos traza 1 mL/L
Extracto de levadura 0.5%

Arginina 5 mL/L

Biotina 0.5 mL/L
Metionina 110 mg/L
Sacarosa 0.5%

Aceite de olivo 0.5%

Se inocularon los medios con 1 x 10° esporas y se incubé 24 h respectivamente.
Al medio de cultivo se le midi6 el pH para ajustarlo a pH de 6.5 con una solucién
de NaOH 1 M. Se adicioné el aceite de olivo y se homogeneizo a 13500 rpm por
30 s con un homogeneizador Ultraturax T25 y se repartié en volimenes de 50 mL
en matraces de 250 mL, se esterilizdé en autoclave (SM300, Yamamoto) a 121 °C
por 15 minutos. Al término de la esterilizacion se dejaron enfriar los matraces a

temperatura ambiente antes de inocular el medio.

Cada uno de los matraces con 50 mL de medio se inoculd con 1x10° esporas/mL
de Aspergillus nidulans PW1. Las fermentaciones se realizaron a temperatura de

37 °C y 300 rpm (Innova 40, New Brunswick Scientific) por 24 horas.



Pasado este tiempo se filtraron los matraces al vacio utilizando un papel filtro
Whatman # 1, se le determind concentracién proteina asi como actividad

enzimatica (cualitativa y cuantitativamente, como se explica a continuacion).

3.6 Produccién de NStcl recombinante

A. Reactivacion del microorganismo

Para obtener la enzima NStcl recombinante se utiliz6 como sistema de expresion
a Pichia pastoris. Se usé una cepa clonada previamente dentro del grupo de
trabajo (Pefia et al., 2013), que se encontraba en glicerol a -70°C. Esta fue
reactivada en medio YPD de acuerdo a lo descrito en el manual “EasySelect
Pichia expression kit (Version G)” (Invitrogen) y, la tabla 16 muestra su

composicion.

Tabla 16. Composicién del medio YPD.

Componente Concentracion

Extracto de levadura 1%
Peptona 2%
Dextrosa (glucosa) 2%

La glucosa se esterilizé por filtracion y los demas componentes se esterilizaron
con autoclave (SM300, Yamamoto) a 121°C por 15 minutos. Una vez esterilizados,
los componentes se mezclan en las cantidades necesarias para obtener la

concentracion indicada.

Se inocularon 200 pL de la cepa Pichia pastoris que se encontraba a -70°C en
tubos de ensayo estériles con 5 mL de medio YPD estéril y se incubaron por 24
horas a 30°C y 300 rpm de agitacion orbital en una incubadora New Brunswick

Scientific.



B. Generacion de biomasa

Se prepararon 500 mL de medio BMGY (Buffered Glycerol-complex medium),

cuya composicion se muestra en la tabla 17.

Tabla 17. Composicién del medio BMGY.

Componente Solucién stock Concentracion

Extracto de levadura = ----- 1 %
Peptona - 2%
Buffer de fosfatos de 1M 100 mM

potasio, pH 6.0

YNB 10X (13.4 %) 1.34 %
Biotina 500X (0.02%) 4*10™ %
Glicerol 10X (10%) 1%

Segun lo sefialado en el manual “EasySelect Pichia expression kit (Version G)” (Invitrogen).

El medio YNB (Yeast nitrogen base with ammonium sulfate without amino acids) y
la biotina se esterilizaron por filtracion y los demas componentes en autoclave a
121°C por 15 minutos. Una vez esterilizados todos los componentes se mezclaron
en el orden descrito y en las cantidades necesarias para obtener el medio en la

concentracion indicada.

Se inocularon 200 pL de las células de Pichia pastoris reactivadas por cada 100
mL de medio BMGY vy se incub6é a 30°C y 300 rpm de agitacién orbital hasta
alcanzar una D.O oo =2. Posteriormente se centrifugd el medio en tubos Falcon de
50 mL estériles a 4000 rpm, 10 minutos a 4 °C en una centrifuga Beckman J2-MC,

rotor JA10. Se recuperaron las células y se desecho el sobrenadante.



C. Expresion de la enzima

Se prepar6 1 L de medio BMMY (Buffered Methanol-complex medium), cuya

composicion aparece en la tabla 18.

Tabla 18. Composicion del medio BMMY.

Componente Solucién stock Concentracion

Extracto de levadura - 1%
Peptona - 2%

Buffer de fosfatos de 1M 100 mM

potasio, pH 6.0

YNB 10X (13.4 %) 1.34%

Biotina 500X (0.02%) 4x10™ %
Metanol e 1%

Segun lo sefialado en el manual “EasySelect Pichia expression kit (Version G)” (Invitrogen).

El medio YNB (Yeast nitrogen base with ammonium sulfate without amino acids) y
la biotina se esterilizaron por filtracion y los demas componentes en autoclave a
121°C por 15 minutos. Una vez esterilizados todos los componentes se mezclaron
en el orden descrito en las cantidades necesarias para obtener el medio en la

concentracion indicada.

Las células generadas en el medio BMGY se inocularon en matraces con 100 mL
de medio BMMY, de tal modo que se alcanzé en cada matraz una D.Ogpo=1. Una
vez obtenida dicha densidad se agregd como inductor de la enzima metanol al 100
% y se incubd a 30 °C y 300 rpm de agitacion orbital. A las 24 horas se volvié a

adicionar metanol y se dejé en incubacién otras 24 horas.



3.7 Métodos de determinacion de actividad enzimética y proteina

3.7.1 Evaluacion cualitativa de actividad enzimatica en microplaca

Para evaluar de manera rapida la actividad de la enzima se realizaron ensayos en
microplaca utilizando soluciones de a-naftil acetato como sustrato (Solucidon A) y
Fast Red como revelador (Soluciébn B). En un pozo de la microplaca se
adicionaron 75 pL de buffer de fosfatos 50 mM pH 7 (buffer de trabajo), el cual
sirvié de blanco. Se tomaron 75 pL de muestra de extracto y se adicionaron a los
pozos siguientes. Al blanco y muestras se le adicionaron 75 pL de la solucion de
a-naftil acetato y se dejé incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregaron 75 pL de la solucién de Fast Red a cada pozo y se
observo la apariciéon de un color marrén, cuya intensidad depende de que haya

actividad esterasa en las muestras tomadas.

Preparacion de las soluciones Ay B:

= Solucién A: Se pesaron 4 mg de a-Naftil acetato, se disolvieron en 1 mL de
acetona y se llevaron a un volumen de 10 mL con buffer de fosfatos 50 mM
apH7

= Solucion B: Se pesaron 10 mg de Fast Red TR, se agregaron 10 pL de
Tritdn X-100 y se llevaron a un volumen de 10 mL con buffer de fosfatos 50
mM a pH 7.

Las enzimas con actividad de esterasa hidrolizan acetato de a-Natftilo liberando o-
naftol, el cual reacciona con el Fast Red, que es una sal de diazolio, para formar

un cromogeno de color rojo.

3.7.2 Cuantificacion de proteina en microplaca

La cantidad de proteina se determiné por el método de Bradford cuya sensibilidad
es de 1-100 pg (Bradford, 1977; Lee y Whiteley, 2006). El volumen final de



reaccion fue de 200 pL. Se colocaron en la microplaca 160 pL de muestra, 40 uL
del reactivo de Bradford (Bio Rad) y un blanco con 160 pL de agua destiladay 40
UL de dicho reactivo todo se mezclé perfectamente y se incub6 5 minutos a
temperatura ambiente. El color generado se cuantificd en el lector de microplacas
Epoch (Biotek) utilizando el software Gen5 1.10, a una absorbancia de 595 nm.
Dependiendo de la cantidad de proteina presente, se realizaron las diluciones
pertinentes para que la lectura de absorbancia entrara en un rango confiable de

una curva estandar, preparada con albumina sérica (Anexo C).

3.7.3 Cuantificacion de la actividad enzimética en microplaca (con

ésteres de p-nitrofenilo)

» La actividad de esterasa se cuantificO usando como sustratos ésteres de p-
nitrofenilo. Se preparé un stock de ésteres de p-nitrofenilo 10 mM en etanol,
de este stock se tomaron 100 pL y se afiadieron 900 pL de etanol para
preparar el sustrato a una concentracion de 1 mM, se adicionaron para el
blanco 180 uL de buffer de fosfatos 50 mM, pH 7 y 20 uL de ésteres de p-
nitrofenilo en etanol a una concentracion 1 mM y para el caso de la muestra
se colocaron 170 pL del mismo buffer, 10 pL de enzimay 20 pyL de sustrato.
La reaccion se siguié durante 10 minutos tomando la lectura cada minuto,
en un espectrofotometro Epoch (Biotek) a una absorbancia de 420 nm
(Nawani, 2006; Bornscheuer et al., 2005).

» Para el caso de los inmovilizados se pesaron 5 mg de Accurel MP1000 y
Celite 545, 3 pellets de Nylon 6 y 25 mg de Quitosano. A cada soporte se le
adicion6 900uL de su respectivo buffer 50 mM y 100 uL de sustrato se llevo
a cabo la reaccion en agitacion durante 15 min junto con un blanco y se
coloco en la microplaca 200 uL y se midié en el espectrofotémetro Epoch
(Biotek) a una absorbancia de 420 nm.

» Una unidad de actividad (U) se define como la cantidad de enzima que
cataliza la conversion de 1 umol de sustrato por minuto. La cantidad de
ésteres de p-nitrofenilo se interpolé en una curva patron de p-NP (Anexo D).



3.8 Determinacién de actividad enzimatica en geles de poliacrilamida

3.8.1 Electroforesis

Se prepararon geles de poliacrilamida para electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se utiliz6 como detergente dodecil sulfato de
sodio (SDS) y como agente reductor el B-mercaptoetanol, siguiendo la técnica
descrita por (Laemmli, 1970), utilizando un gel concentrador al 4% y un gel
separador al 14%. Las muestras de extracto crudo se trataron previamente con un
buffer de carga 4x con B-mercaptoetanol y se calentaron a 95 °C durante 5
minutos para desnaturalizar a las proteinas. Como referencia se utilizd6 un
marcador de bajo peso molecular (97 a 14 kDa de Bio Rad) y las muestras se
cargaron en los carriles asignados previamente. Los geles se corrieron en una
camara de electroforesis (MiniProtean 1l y IV Bio Rad) inicialmente a 80 Volts
después 30 minutos se subié a 120 Volts a 4 °C con buffer de corrida. Para

observar el marcador de masa molecular el gel fue tefildo con Coomasie.

3.8.2 Zimogramas

Para observar la actividad esterasa de las enzimas se realizaron geles de
poliacrilamida con las mismas condiciones ya descritas anteriormente. Para
observar la actividad se prepararon zimogramas siguiendo la metodologia
planteada por (Karpushova, 2005). Una vez llevada a cabo la electroforesis el gel
se incubd en una solucién de buffer de fosfatos 50 mM pH 7 durante 30 min,
posteriormente se cambid la solucién a buffer de fosfatos 50 mM pH 7 con Tritdn
X-100 al 5 % durante 30 min, para renaturalizar a la enzima. Pasado este tiempo
se cambio la solucion y el gel se dejo en una solucion de a-naftil acetato (Solucion
A) durante 30 min en agitacion, a temperatura ambiente y finalmente, sin desechar
la solucion A, se le agregd la solucion de Fast Red (Solucion B) hasta que se
observara la tincion de las bandas color marrén que presentan actividad

enzimatica.



Preparacion de la soluciones Ay B:

» Solucion A. Se pesaron 10 mg de a-Naftil acetato, se disolvieron en 2.5
mL de acetona y se llevaron a un volumen de 25 mL con buffer de fosfatos
S50mMapH?7.2

» Solucion B. Se pesaron 10 mg de Fast Red TR, se agregaron 10 uL de
Tritdn X-100 y se llevaron a un volumen de 10 mL con buffer de fosfatos 50
mM a pH 7.

3.8.3 Precipitaciéon de proteinas con acido tricloroacético (TCA)

Para el gel a tefiir con plata el extracto crudo se precipitd con acido tricloroacético
(TCA). A 1 mL de muestra se le adicionaron 100 pL (1/10 volumen) de 100% TCA
(p/v). Se dej6 en hielo por un minimo de 15 min. Se centrifugé a 14,000 rpm por 15
min a 4 °C. El sobrenadante se retird y desechd. El pellet se lavé con 100 pL de
acetona, al adicionar la acetona, se agité y centrifug6 por 5 min a 14,000 rpm. Se
retird y desecho la acetona del pellet, este paso se realizo dos veces mas. El pellet

se secO completamente (el tubo se dejé abierto en la campana durante 15 min).
3.9 Inmovilizacion
La inmovilizacién de la enzima se llevo a cabo por el método de adsorcion usando

tres diferentes soportes (Accurel MP 1000, Celite 545 y Quitosano) pretratado

como se describe a continuacion.



A. Pretratamiento de Accurel MP 1000

Se pesaron 1 g del soporte y se colocé en etanol absoluto, solucién que se retird y
se adiciond una nueva de etanol al 50%; esta ultima solucién se cambi6 por agua
desionizada y cada una de las etapas mencionadas duré 30 minutos. Finalmente
el agua desionizada se retiré por filtracion al vacio y el soporte se seco en la

estufa estatica a 37°C durante 12hrs.

Fig 12. Accurel MP1000 (Sabbani et al., 2008).
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B. Pretratamiento de Celite 545

Se hizo una modificacion a la metodologia (Chang et al., 2007). Se hizo un lavado
del soporte con Acetona para quitar impurezas durante 30 min, se dejo sedimentar
para su separacion, el siguiente paso fue adicionarle buffer Tris-HCI pH 9.0

durante 30 min, pasado este tiempo se sedimenta y separa el soporte.

Fig 13. Celite 545.
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C. Pretratamiento de Nylon 6

Se coloca el Nylon 6 en una solucién de HCI 6N durante una hora, se filtra y se
lava con agua destilada, se procede a quitar los restos del polimero generados por
la reaccion con el &cido, el siguiente paso a seguir es la activacion del soporte
mediante la aplicaciéon de una solucion de glutaraldehido 2.5% con buffer de
fosfato de Sodio pH 7 por una hora, pasado este tiempo se retird la solucion de

glutaraldehido y se lavo el soporte con agua destilada (Pahujani, 2007).

Fig 14. Nylon 6.
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D. Pretratamiento de Quitosano

El quitosano en polvo fue completamente disuelto en acido acético 2% y se
calento a 50°C por 15 min, esta solucion fue extruida a través de una jeringa en
una solucion de NaOH con Etanol 26% (v/v) por 30 min. Al finalizar este tiempo se

filtro el soporte y lavé con agua destilada (Chiou y Wu, 2003).

Fig 15. Esfera de quitosano precipitado a pH alcalino (Palla, 2010).

E. Proceso de adsorcion

Las condiciones a las cuales se llevd a cabo la inmovilizacion fueron las
establecidas previamente dentro del grupo de trabajo, pero modificando el tiempo
y la agitacion (24 h y 200 rpm en lugar de 150). El soporte pretratado se coloco en
viales o tubos falcon para ponerse en contacto con el extracto enzimatico y la
agitaciéon se llevdé a cabo en una placa con agitacion orbital (Lab-Line 3518
Instruments Inc.). Una vez concluido el tiempo indicado se filtr6 al vacio y el
soporte con la enzima inmovilizada sé lavé con 5 mL de buffer de fosfatos 50 mM
pH 7. El biocatalizador obtenido se secd en desecador por 24-48 horas a 4°C y

posteriormente se almacend en refrigeracion.

56



F. Caracterizacion de la proteina no adherida

Al finalizar el proceso de inmovilizacion el sobrenadante se colectdo y se le
determind, actividad de esterasa con a-NA y p-NPA, p-NPB y p-NPL segun la

metodologia ya indicada y se cuantifico proteina por el método de Bradford.

3.10 Caracterizacion del extracto crudo y el inmovilizado

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

3.10.1 pH o6ptimo

» Se prepararon buffers de pH de 5-11 los buffers utilizados fueron: para pH 5
acetatos 50 mM, para 6-7 fosfatos 50 mM, para 8 y 9 Tris-HCI 50 mM y
para 10 y 11 CAPS 50 mM. La reaccion se llevé a cabo adicionando en la
microplaca un blanco de autohidrdlisis el cual consistio en 180 uL de buffer
correspondiente a cada pH, 20 uL de sustrato ésteres de p-nitrofenilo, para
las muestras se colocaron 170 uL de dichos buffer, 20 uL de sustrato y
10uL de la enzima, también se realiz6 un control, esto se realiz6 por
triplicado. La reaccion se siguié durante 10 minutos tomando la lectura cada
minuto en el espectrofotometro Epoch (Biotek) a una absorbancia de 420
nm.

» Para el caso de los inmovilizados se pesaron 5 mg de Accurel MP1000 y
Celite 545, 3 pellets de Nylon 6 y 25mg de Quitosano. A cada soporte se le
adicion6 900 puL de su respectivo buffer 50 mM y 100 puL de sustrato se llevo
a cabo la reaccion en agitacion durante 15 min junto con un blanco y se
coloco en la microplaca 200 uL y se midié en el espectrofotémetro Epoch

(Biotek) a una absorbancia de 420 nm.



3.10.2 Estabilidad a pH

» Se probo la estabilidad usando una microplaca a la cual se le adicion6é 170
uL del buffer a evaluar (pH de 5-10) y 10 pL de la enzima, esto se incubd a
4 °C durante 1 hy 3 h. Pasado este tiempo se le adicioné 20 uL de ésteres
de p-nitrofenilo conservando las mismas cantidades que se ocuparon para
el ensayo de pH Optimo realizando un blanco de autohidrélisis y por
triplicado. La reaccion se siguié durante 10 min tomando la lectura cada
minuto, en el espectrofotometro Epoch (Biotek) a una absorbancia de 420
nm.

» Para el caso de los inmovilizados se pesaron 5 mg de Accurel MP1000 y
Celite 545, 3 pellets de Nylon 6 y 25 mg de Quitosano. A cada soporte se le
adicion6 200 uL de su respectivo Buffer 50 mM, esto se incub6 a 4 °C
durante 1 h y 3 h. Pasado este tiempo se retird el Buffer y se cambio por el
Buffer con el que se observo el pH 6ptimo de reaccidn y se continué con la

metodologia explicada en el ansayo para el pH 6ptimo.

3.10.3 Temperatura 6ptima

» Se probaron temperaturas en el rango de 30 °C a 80 °C, utilizando Buffer
de Optimo de reaccion, se incubd con la enzima pura a dichas temperaturas
durante 3, 6, 9, 12 y 15 min, y se utilizaron las mismas cantidades que se
ocuparon para los ensayos anteriores, corriendo a la par un blanco de
autohidrélosis para cada condicion. En cada intervalo tiempo se midio la
absorbancia a 420 nm en espectrofotbmetro Epoch (Biotek)

» Para el caso de los inmovilizados se pesaron 5 mg de Accurel MP1000 y
Celite 545, 3 pellets de Nylon 6 y 25 mg de Quitosano. Se probaron
temperaturas en el rango de 30 °C a 80 °C, utilizando Buffer o6ptimo de
reaccion se incubd con el inmovilizado a dichas temperaturas durante 3, 6,
9,12 y 15 min, y se utilizaron las mismas cantidades que se ocuparon para

los ensayos anteriores, corriendo a la par un blanco de autohidrélosis para



cada condicion. En cada intervalo tiempo se midi6 la absorbancia a 420 nm
en espectrofotometro Epoch (Biotek), la actividad enzimética fue

determinada por triplicado.

3.10.4 Estabilidad térmica

» Se probd un rango de temperaturas de 30 a 80 °C; se permitié que el buffer
de incubacién alcanzara la temperatura a evaluar y a continuacion se
agrego la enzima en el extracto crudo. Se tomaron tres muestras de
estabilidad: a los 15 min, a los 30 min y 1 hora de incubacion. Se dejo a
temperatura ambiente el biocatalizador y se prosiguié al ensayo enzimético
conservando las mismas cantidades en microplaca que se ocuparon en los
ensayos anteriores. La reaccion se siguié durante 10 min tomando la
lectura cada minuto, en el espectrofotometro Epoch (Biotek) a una
absorbancia de 420 nm.

» Para el caso de los inmovilizados se pesaron 5 mg de Accurel MP1000 y
Celite 545, 3 pellets de Nylon 6 y 25 mg de Quitosano. Se probaron
temperaturas en el rango de 30 °C a 80 °C, utilizando Buffer 6ptimo de
reaccion se incubd con el inmovilizado a dichas temperaturas durante
15,30 y 60 minutos pasado este tiempo se dejaba a temperatura ambiente y
se llevaba a cabo la reaccién de hidrdlisis como se explica anteriormente y
después se midi6 en el espectrofotometro Epoch (Biotek) a una

absorbancia de 420 nm.

3.10.5 Especificidad por sustrato

» Para estas pruebas se prepararon soluciones de 1 mM de diferentes
ésteres de p-nitrofenilo en etanol, los cuales fueron: p-NPE (18C), p-NPP
(16C), p-NPM (14C), p-NPL (12C), p-NPC (10C), p-NPB (4C) y p-NPA (2C).
Se agregaron 170 pL de Buffer optimo de reaccion y se agregaron 10 pL

de la enzima en el extracto crudo junto con 20 pL de los diferentes ésteres



de p-nitrofenilo. La reaccion se siguié durante 10 minutos tomando la
lectura cada minuto, espectrofotometro Epoch (Biotek) a una absorbancia
de 420 nm.

» Para el caso de los inmovilizados se pesaron 5mg de Accurel MP1000 y
Celite 545, 3 pellets de Nylon 6 y 25mg de Quitosano. Se probd la
especificidad de sustrato con los diferentes ésteres de p-nitrofenilo,
utilizando Buffer 6ptimo de reaccién 900 pL y 100 pL de sustrato (ésteres

de p-nitrofenilo) realizando el ensayo como se detallé anteriormente.

3.10.6 Estabilidad operacional (reuso del biocatalizador)

Para este ensayo se pesaron 5mg de Accurel MP1000 y Celite 545, 3 pellets de
Nylon 6 y 25mg de Quitosano de los inmovilizados. Se realizoé la reaccién de
hidrélisis descrita anteriormente, se retiré el medio de reaccién y se lavo con
Buffer de trabajo hasta la pérdida de la coloracion caracteristica del p-nitrofenol,
nuevamente se adicionarén 900 uL de Buffer y 100 pL de sustrato para iniciar una
nueva reaccioén, se continué con este procedimiento hasta que el catalizador

perdiera su capacidad catalitica.

3.10.7 Estabilidad al almacenamiento

Los biocatalizadores fueron almacenados a 4°C y a temperatura ambiente tanto la
enzima libre como inmovilizada, cada cierto periodo de tiempo se tomaba una
muestra para evaluar su actividad enzimatica como se realizé en los diferentes

ensayos.



Resultados y
Discusion



4.1 Produccién de las enzimas

La produccion de las hidrolasas de ésteres de acidos carboxilicos (CEH) se llevo a
cabo en los diferentes medios optimizados basados en la formulacién descrita por
(Kafer, 1977) y que se describieron previamente, Como ha sido estudiado por
algunos investigadores, la produccion de las enzimas esta sujeta a mecanismo de
regulacion determinados por las condiciones nutricionales del medio de cultivo
empleado, de esta manera se va a ver reflejado en la secrecién de la enzima. Se
concentraron los extractos crudos por ultrafiltracion con una membrana de
exclusion de 10kDa y a continuacion se muestra el zimograma en el cual se

observan las diferentes bandas con actividad de esterasa (Fig 16).
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Figura 16. Zimograma para la determinacion de actividad de esterasa en los diferentes extractos
crudos usando como sustrato acetato de a-Naftio y como revelador Fast red. 1. Marcador de
masa molecular ( Low range marker, Bio-Rad), 2-5: Extractos crudos de los medios optimizados
para: PrtA de 37kDA (2), ANCUT2 29kDa (3), ANCUTL1 21kDa (4) y NStcl 35kDa (5).

Al tratarse de un extracto crudo encontramos una mezcla de enzimas que tienen
actividad de esterasa. En el caso del extracto crudo del medio optimizado para

PrtA se observan en una menor concentraciéon dos enzimas de aproximadamente



29 y 22 kDa, sin embargo la mayor parte de la actividad se observa para la PrtA
(37 kDa), este resultado concuerda con lo obtenido anteriormente por el grupo de
trabajo (Pefia-Montes et al., 2007). En el extracto crudo del medio optimizado de la
ANCUT?2 se observa una banda adicional de aprox. 26 kDa, la cual corresponde a
un producto de hidrélisis de la misma ANCUT2 de acuerdo a lo obtenido
anteriormente en el grupo de trabajo (Castro- Ochoa et al., 2012). En el extracto
crudo del medio optimizado disefiado para la produccion de ANCUT1 en el
zimograma se observaron diferentes bandas (6) con actividad aunque la enzima
de interés se encontraba presente y con actividad intensa, este resultado fue
contrario a lo obtenido por Esqueda, 2012 y Vega, 2013 quien solo observo la
presencia de tres bandas con actividad (PrtA, ANCUT2 y ANCUT1) en el mismo
medio, siendo la ANCUT1 la de mayor intensidad. Sin embargo, todas las
fermentaciones realizadas durante esta investigacion mostraron este perfil de
proteinas con actividad de esterasa. Este resultado se atribuye al lote de cuticula
de manzana empleada, ya que la composicion de esta red varia dependiendo la
temporada de cosecha, asi como también el estado de maduracion del fruto
(Holloway, 1973; Chen et al., 2010).

Para Nstcl, si se observa la produccion de la enzima de interés en mayor cantidad
y una banda de menor intesidad en aprox. 66 kDa que corresponde a un dimero

de la Nstcl, lo cual ya se ha observado anteriormente (Pefia- Montes; 2009).

Por lo tanto, es importante resaltar que no se descarta que en el caso de los
extractos crudos de los medios para la produccion de PrtA y de ANCUT1 que las
demas enzimas que se encuentran en el medio extracelular tengan interaccion con

los distintos soportes.



4.2 Inmovilizacion
Se evaluaron diferentes soportes empleando 1g de Accurel MP 1000 y Nylon 6;

150mg de Celite 545 y Quitosano y la concentracion de proteina que se muestra
en la tabla 19. Se puso en contacto la solucién con la enzima en pH 7 con el
soporte y se incubaron a 4°C con una agitacion de 200 rpm (agitador orbital por
24 h, y finalmente se determind la actividad de esterasa de la enzima inmovilizada
y el sobrenadante empleando p-NPL, p-NPA y p-NPB como sustratos.
Paralelamente se cuantifico la concentracion de proteina del sobrenadante. Las
siguientes tablas 19 y 20 muestran los resultados obtenidos del proceso de

inmovilizacion.

Tabla 19. Rendimientos de la inmovilizacidon de hidrolasas de ésteres de acidos carboxilicos.

Enzima Soporte Total Proteina  Actividad total = Actividad
(mg) V) especifica (U/mg
de proteina)
Accurel MP1000 | 4.00 3552.80 412.50
Celite 545 1.39 957.21 180.63
NStcl Quitosano 1.33 1009.78 495,92
Nylon 6 3.87 2377.34 332.5
Accurel MP1000 | 1.37 2669.93 1702.49
ANCUT2 Celite 545 0.39 222.00 356.82
Quitosano 0.42 138.88 1505.99
Nylon 6 1.39 1613.69 388.42
Accurel MP1000 1.16 2441.08 2022.44
PrtA Celite 545 0.40 570.05 209.49
Quitosano 0.35 79.83 691.16
Nylon 6 1.21 2850.37 180.37
Accurel MP1000 | 1.13 799.67 2079.49
ANCUT1 Celite 545 0.42 321.15 399.88
Quitosano 0.32 309.54 1727.15
Nylon 6 1.25 570.82 2014.42




Tabla 20. Eficiencia de la inmovilizacion (E%) y rendimiento de proteina (P%) de las
carboxilesterasas de A. nidulans en diferentes soportes.

Enzima Soportes

Accurel MP1000 42.48 81.94
NSt Celite 545 48.92 73.59
Quitosano 47.05 77.63
Nylon 6 40.95 54.83
Accurel MP1000 68.26 88.35
ANCUT2 Celite 545 64.76 24.49
Quitosano 69.93 15.32
Nylon 6 69.22 53.40
Accurel MP1000 58.51 76.33
PrtA Celite 545 70.60 59.42
Quitosano 61.88 8.32
Nylon 6 61.23 89.13
Accurel MP1000 59.66 40.95
ANCUT1 Celite 545 74.62 54.82
Quitosano 55.58 52.84
Nylon 6 65.8 29.23

E%: Fue calculada con la ecuacion que a continuacion se describe: E (%) = (%) .100 donde
1

Ug es el total de unidades de actividad que se emplearon para inmovilizar y U, es el total de
unidades de actividad en la solucion después de inmovilizar.

P%: Fue calculada con la ecuacién que a continuacion se describe: P(%) = (%) .100 donde
1

Pe es el total de proteina que se empleé para inmovilizar y P, es el total de proteina en la solucién
después de inmovilizar.

En este estudio se observa que la naturaleza del soporte influye en la cantidad de
proteina adsorbida. Para la NStcl, ANCUT1 y PrtA el mayor rendimiento de
adsorcién se presenta en Celite 545. Este soporte es poroso, por lo que se
encuentra una mayor area disponible para la interaccion entre el soporte y la
enzima. La ANCUT?2 tuvo una mayor adsorcion en el quitosano. Sin embargo, el

hecho de que se tenga mayor proteina adsorbida no indica que la actividad se




manifiesta. La actividad especifica que se muestra en la tabla 19 indica que la
proteina es mas activa cuando esta inmoviizada en el Accurel MP 1000, el cual es
de naturaleza hidrofébica, posiblemente porque los residuos hidrofébicos de la
enzima interaccionan con el soporte otorgandoles una conformacién mas estable,
y esto se refleja en una mayor actividad. El efecto que tiene el pH sobre el
proceso de inmovilizacion afecta la carga electrostatica que se genera en la
enzima, la cual se adsorbe en mayor proporcion al soporte, ya que los efectos de
repulsiéon se ven disminuidos debido a que la proteina estad cerca de su punto
isoeléctrico y por lo tanto la interaccién de unién dependera de la naturaleza del

soporte en este caso hidrofébicas (Goncalves et al, 1997).



4.3 Caracterizacion de ANCUT2

4.3.1 Caracterizacién de la enzima inmovilizada y el extracto crudo

Tabla 21. Carcaterizacion bioguimica de la ANCUT?2 libre e inmovilizada en diferentes soportes.

Soporte pH Estabilidad Temperatura Estabilidad Sustratos # Ciclos  Almacenamiento Interaccion
optimo al pH optima (°C) térmica (°C)
de reuso 4°C (dias)
Accurel 9 7al0 40 30 a 60 Corta, 3 38 dias Hidrofébica
MP1000 media, larga
67% de AR
Celite 545 9 6all 40 30a60 Corta, 5 90 dias Electrostatica
media
100% de AR
Nylon 8 7all 40 60 a 80 Corta 1 30 dias Covalente
24% de AR
Quitosano 8 6al0 30 30a70 Corta, 2 21 dias I6nica
media
100% de AR
Libre 9 6a9 30 30 a60 Corta,
media

AR: Actividad residua

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.




4.3.2 Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de los inmovilizados de
ANCUT2

La evaluacion de la actividad de esterasa se realiz6 con valores de pH entre 5 y
11. En las condiciones de ensayo evaluadas, la cutinasa ANCUT2 en solucion
presentd una mayor actividad hidrolitica en un rango de pH de 8 a 9, con un pH
optimo de 9. Este dato es consistente con otros estudios en donde cutinasas de
origen fungico y bacteriano presentan su actividad maxima a pH alcalino (Trail y
koller, 1990; Speranza et al.,, 2011), mientras que inmovilizada para el caso de
Accurel MP 1000 y Celite 545 presenta un pH 6ptimo de 9. En el caso del Nylon
6 y el Quitosano el pH de mayor actividad es 8 aunque los rangos de actividad
difieren para los dos soportes. Este comportamiento puede deberse al hecho de
gue la molécula de quitosano es un copolimero compuesto de N-aceti
glucosamina y N-glucosamina. Es un polimero policationico que tiene un grupo
amino y 2 grupos hidroxilos en el residuo glucosidico. La presencia del grupo
amino indica que el pH altera substancialmente el estado de carga y las

propiedades del quitosano (Dash, 2011).
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Figura 17. Efecto del pH sobre la actividad enzimética en la ANCUTZ2 inmovilizada en Quitosano.

El quitosano es insoluble en muchos solventes organicos y es soluble en
soluciones acidas diluidas debajo de pH 6, debido a la cuaternizacion de los
grupos aminos, que tienen un pKa de 6.3 lo que hace al quitosano un
polielectrolito cationico en agua. De cierta manera pareciera que la interaccién con
la proteina permite al biocatalizador actuar como un buffer que le permite una

actividad favorable en un amplio rango de pH.

Por otro lado el efecto del pH alcalino indica que la carga negativa favorece una
mayor actividad enzimética, debido a que el sitio activo se encuentra
desprotonado en estas condiciones, por lo que la triada catalitica y aminoacidos

adyacentes llevan a cabo la reaccion.

El efecto del pH en la actividad de una enzima, en solucién o inmovilizada, es
importante ya que las interacciones electrostaticas estan determinadas por el valor
de pH y la actividad se va a ver afectada por el estado de protonacién de los
residuos del sitio activo, por lo tanto éste es un factor clave (Goncalves et al, 1997,
Huang et al., 2007).

69



4.3.3 Evaluacion de la estabilidad al pH de los biocatalizadores

Se evaluo la estabilidad al pH de la enzima en solucion y la de los inmovilizados,
incubandolos por 1y 3 h a 4°C a valores de pH de 5 a 11. Se calcul6 la actividad

de esterasa residual con p-NPL.

Los resultados mostraron que la ANCUT2 en solucion se mantiene estable en un
rango de pH 6 a 9, mientras que la enzima inmovilizada muestra estabilidad al pH
en un rango 6 a 11, lo que indica que por el efecto de la interaccion enzima-
soporte la enzima adquiere una conformacion rigida que impide la
desnaturalizaciéon de la misma y, como resultado, no se ven afectada las
propiedades cataliticas en comparacion con el comportamiento de la enzima libre,

lo que coincide con otros reportes para diferentes enzimas (Tang et al., 2005).

4.3.4 Efecto de la Temperatura sobre la actividad enzimatica de los
biocatalizadores, enzima libre e inmovilizada

La evaluacion de la actividad a diferentes temperaturas consistio en llevar la
reaccion de hidrolisis del p-NPL en un rango de 30 a 80 °C, a pH 6ptimo de
reaccion. El efecto que tiene la temperatura en la actividad catalitica de la enzima
en solucion e inmovilizada en Quitosano es 30 °C, mientras en los otros soportes
fue a 40 °C donde se presentd la mayor actividad enzimatica. Se observa que a
temperaturas mayores a 50 °C disminuye la actividad de esterasa tanto en
solucion como inmovilizada, con excepcion del inmovilizado en Celite 545 que

retiene su actividad a 80 °C, y conserva 50% de su actividad residual (Anexo A).



4.3.5 Determinacion de la estabilidad térmica de ANCUT2 libre e inmovilizada

Se estudié la estabilidad térmica de las enzimas en solucion e inmovilizada,
incubando en un rango de temperatura de 30 a 80°C por 15, 30 y 60 min a pH

optimo. Posteriormente se calculd la actividad esterasa residual con p-NPL.

En la enzima en solucion se observa una disminucion en la actividad enzimatica
cuando se incuba a 60°C por 1 h; en cambio, la enzima inmovilizada se inactiva
cuando la temperatura alcanza 70 °C, aunque en los casos del inmovilizado Celite
545 y en Nylon 6, la estabilidad térmica incrementa con respecto a la enzima en
solucion, esto significa que el proceso de inmovilizacion empleado (unién
covalente) presenté una mejora en la conformacién de la proteina al unirse al
soporte otorgandole una estructura mas rigida que evita la desnaturalizacién por
calor (Hung et al.,2008). La diferencia observada en la estabilidad térmica entre
los diferentes soportes probablemente esta relacionado con la intensidad de las
interacciones enzima soporte, tal es el caso de Celite 545 tiene una superficie con
cristales de SiO,, con multiples puntos de adsorcion, como la red de oxigeno con
carga negativa que compensa los cationes del grupo silanol. Las posibles
interacciones entre la matriz y la proteina son eficaces con una unién

electrostatica, hidrofébica o por puente de hidrégeno (Serralha et al., 2002).
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Figura 18. Estabilidad térmica de la ANCUT2 inmovilizada en Celite 545.
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4.3.6 Especificidad de sustrato

Se evalug la reaccion de hidrdlisis de la enzima en solucién e inmovilizada, sobre
ésteres de p-nitrofenilo con difentente largo de cadena a pH Optimo. Se observa
gue hay una mayor afinidad hacia sustratos de cadena corta y media para la
enzima en solucién. Este mismo comportamiento se observa para la enzima
inmovilizada en Nylon 6, en cambio para el resto de los inmovilizados hay una

especificidad mayor hacia ésteres de cadena larga.

4.3.7 Reuso del biocatalizador

Se evalud la posibilidad del reuso del biocatalizador llevando a cabo la reaccion
de hidrolisis del p-NPL a pH 6ptimo, realizandose lavados del inmovilizado entre

cada reaccion con en mismo buffer de trabajo.

Los biocatalizadores presentan una baja estabilidad operacional. Este fenbmeno
pudiera deberse a que se presentd una inhibicion por presencia de producto
dentro de la matriz, ya que los lavados se suspendieron al desaparecer la
tonalidad caracteristica del p-Nitrofenol, lo cual no garantiza la ausencia del
producto y sustrato dentro del microambiente del soporte-enzima o que se
presentara desorcion de la proteina adsorbida por lo que se tendrian que hacer
ensayos que permitieran determinar la causa de este problema, pero en el caso de
la unién covalente el biocatalizador solo permite un ciclo de reuso lo que implica
un cambio en la metodologia para inmovilizar ya que esta propiedad es primordial
para la reduccion de costos en el proceso (Humar y Kanwar, 2010; Ahmed y
Husain, 2011) reportan 6 y 7 ciclos de reuso en el caso de Celite 545 pero la
inmovilizacion se realizé por union covalente, con disminucion de la actividad
respecto a la primer lectura de actividad, lo que indica que los 5 ciclos realizados

por el biocatalizador pueden ser mejorados empleando este procedimiento.



4.3.8 Estabilidad al almacenamiento de la enzima inmovilizada y en solucion

La enzima en solucion y la enzima inmovilizada fueron almacenadas a 4°C y a
temperatura ambiente, y se llevé a cabo la reaccion de hidrélisis del p-NPL al pH

Optimo establecido previamente.

La enzima libre mantiene el 100% de su actividad a 4°C por 21 dias y después de
este tiempo disminuye su actividad a 20% por 71 dias. En la enzima inmovilizada
almacenada a 4°C resalta su gran estabilidad en Cellite 545, donde conserva
100% de su actividad por 90 dias de almacenamiento. Cabe resaltar que no se
presentd crecimiento de microorganismos en ninguna de las matrices, tanto a 4°C
como a temperatura ambiente. El almacenamiento a 4°C es mas favorable ya que
se mantiene un control de la temperatura aunque en Nylon 6 la interaccion
enzima-soporte produce un biocatalizador estable a temperatura ambiente.
(Ahmed y Husain, 2011), Se evalud el almacenamiento por 60 dias a 4°C y se
conservd con 78% de actividad residual. Se puede afirmar que Celite 545 ofrece

la mayor estabilidad al almacenamiento.
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Figural9. Estabilidad al almacenamiento a 4°C y temperatura ambiente de la ANCUT2
inmovilizada en Celite 545.



4.4 Caracterizacion de ANCUT 1

4.4.1 Efecto del pH sobre la actividad de la enzima libre e inmovilizada

Tabla 22. Carcaterizacion bioquimica de la ANCUT1 libre e inmovilizada.

Soporte pH Estabilidad Temperatura Estabilidad Sustratos # Ciclos Almacenamiento Interaccion
optimo al pH Optima (°C) térmica

(°C) de reuso 4°C (dias)

Accurel 10 5all 60 30a80 Corta, 9 38 dias Hidrofébica
MP1000 media y
Larga 47% de AR
Celite 545 | 6y 11 7a9 30-40 30a40 Cortay 2 81 dias Electrostatica
larga
57% de AR
Nylon 8 7al0 60 30A 70 Cortay 3 30 dias Covalente
media
15% de AR
Quitosano | 6y9 7a9 30 30a50 Cortay 2 21 dias I6nica
media
100% de AR
Libre 8al0 6all 30 30a70 Cortay
media

AR: Actividad residual

Todos los experimentos se realizaron por triplicado



La evaluacion de la actividad de esterasa de ANCUT1 se realizd a valores de pH
entre 5y 11 y se determind mediante la hidrolisis de p-NPB. Se observo que las
enzimas en el extracto crudo son mas activas en rango de pH de 8-10. En el
zimograma se observan varias bandas con actividad. La enzima inmovilizada
presenta un comportamiento diferente en cada soporte: en Accurel el pH 6ptimo
es de 10 y para Nylon 6 es de 8, mientras que en Celite 545 y Quitosano conserva
actividad en el rango de pH evaluado y presenta 2 picos de actividad,a 6y 11 en
el caso del primeroy a 6y 9 en el segundo. Esto sugeriria que se adsorbieron
posiblemente todas las proteinas con actividad de esterasa en estas matrices. Se

debe corroborar realizando un zimograma de la desorcion de estas enzimas.
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Figura 20. Efecto del pH sobre la ANCUT1 inmovilizada en Celite 545 y Quitosano.

Al ser el quitosano un soporte policationico la actividad se desplaz6 a pH acido,
debido a que el pl es de 5.4 y por lo tanto hubo un desplazamiento del pH 6ptimo,
aunque algo parecido sucedi6 con la inmovilizacion en Celite 545 y coincide con lo

reportado por otros autores (Chiou Shao Hua, 2003).
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4.4.2 Evaluacion de la estabilidad al pH de la enzima libre e inmovilizada

Se evalud la estabilidad al pH de las enzimas en solucion y los inmovilizados,
incubandolos por 1y 3 h a 4 °C a valores de pH de 5 a 11, se calculé la actividad
de esterasa residual con p-NPB. Los resultados muestran que las proteinas
presentes no son estables a pH 5 por 3 h. El comportamiento en los inmovilizados
se modifica en el Accurel MP 1000, en donde la actividad es estable en un rango
de pH 5 a 11, mientras que para Nylon 6, Celite y Quitosano de 7 a 10. Estos
resultados significan que la inmovilizacion provee a la enzima de una mayor
estabilidad frente al pH, posiblemente por un cambio conformacional generado en

la molécula de las enzimas por la union a los soportes (Kuo et al., 2011).

4.4.3 Efecto de la Temperatura sobre la actividad enziméatica de los
biocatalizadores

Las enzimas en el extracto crudo muestran una actividad a 30°C con el 100% de
actividad relativa y 50% de su actividad residual a 80°C. El comportamiento
observado es debido a que hay multiples proteinas con actividad de esterasa. En
cambio para las enzimas inmovilizadas en Accurel MP 1000 y Nylon 6 se
presentd un maximo de actividad a 60 °C, en Quitosano a 30°C y en Celite 545 fue
entre 30 y 40°C (ver gréfico en apéndice). Otros autores han mostrado que la
actividad de la enzima inmovilizada es mayor que la enzima libre debido a la
interaccion con el soporte (Serralha et al., 2002; Romo et al., 2012; Bayramoglu et
al., 2001; Yi et al., 2008; Kolling et al., 2010).



4.4.4 Determinacion de la estabilidad térmica de la enzima en solucién e
inmovilizada

Se estudid la estabilidad térmica de las enzimas en solucion y de las enzimas
inmovilizadas, incubando en un rango de temperatura de 30 a 80 °C por 15, 30 y
60 min a pH optimo. Posteriormente se calculd la actividad esterasa residual con
p-NPB.

El efecto de la estabilidad térmica que se observa en las enzimas en solucion es
una pérdida de actividad a 70 °C por 1 h, por otro lado, las enzimas inmovilizadas
para Accurel MP 1000 una estabilidad de 30 a 80 °C por 1 h, Nylon 6 de 30 a
70°C y para Quitosano y Celite 545 se presentaron los valores mas bajos, pues
son estables de 30 a 50 °C .Un importante parametro ha sido la estabilidad
térmica para una aplicacion industrial y se observé que la inmovilizacion en
polipropileno fue la mejor en este sentido, debido a que las enzimas inmovilizadas
en soportes hidrofébicos presentan una mayor estabilidad térmica en comparacion
con la enzima libre. La inmovilizacion podria causar una estructura de la enzima
mas rigida, restringiendo un cambio conformacional que impacte en la pérdida de
actividad catalitica. La inmovilizacién por adsorcion parece que juega un papel
importante en la estabilizacion de la estructura de la proteina y resistencia a la
desnaturalizacién (Kolling et al., 2010).

4.4.5 Especificidad de sustrato

Se evaluo la reaccion de hidrdlisis de la enzima en solucién e inmovilizada, sobre
ésteres de p-nitrofenilo con diferente largo de cadena a pH 6ptimo. Se observo
gue las enzimas en solucién actlan sobre ésteres de p-nitrofenilo de cadena
corta, media y larga. Comportamiento similar se tiene en los inmovilizados, con
excepcion de Quitosano, que presenta mayor afinidad por sustratos de cadena
corta y media. El hecho de que tenga especificidad para sustratos de cadena larga

impacta directamente en la aplicacion para la producciéon de biodiesel.



4.4.6 Reuso del biocatalizador

Se evalud el reuso del biocatalizador llevando a cabo la reaccion de hidrolisis del
p-NPB a pH optimo, realizandose lavados del inmovilizado entre cada reaccion

con el mismo buffer de trabajo.

Se presentd en el Accurel MP 1000 una mayor estabilidad operacional, ya que se
logré llevar a cabo hasta 9 ciclos de reuso y se retuvo 50% de actividad, lo que
indica que la estabilidad operacional de las enzimas inmovilizadas se favorece
cuando se logran interacciones hidrofébicas entre el soporte y las enzimas. Otros
investigadores reportas entre 3 y 15 ciclos de reuso de los biocatalizadores
(Belhaj-Ben Romdhane et al., 2010; Tang et al. ,2006; Li et al. ,2005).
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Figura21. Ciclos de reuso del biocatalizador.

4.4.7 Estabilidad al almacenamiento de las enzimas inmovilizadas y en
solucion

Las enzimas en solucién e inmovilizadas fueron almacenadas a 4 °C y a
temperatura ambiente. Se determind actividad tras diferentes tiempos de

almacenamiento a pH 6ptimo, evaluando la reaccion de hidrélisis del p-NPB.

La enzima libre mantiene el 100% de su actividad a 4 °C por 32 dias. Después de

este tiempo pierde su actividad hasta 40% por 89 dias. En cambio la enzima



inmovilizada en Celite 545 y almacenada a 4 °C mantiene el 57% de su actividad

por 81 dias.
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Figura 22. Almacenamiento del biocatalizador a 4°C y temperatura ambiente.



4.5 Caracterizacion de NStcl

4.5.1 Efecto del pH sobre la actividad de la enzima libre e inmovilizada

Tabla 23. Carcaterizacion bioquimica de la NStcl libre e inmovilizada.

Soporte pH Estabilidad Temperatura Estabilidad Sustratos  # Ciclos Almacenamiento Interaccién
optimo al pH Optima (°C) térmica 4°C
(°C) de reuso
Accurel 11 7a9 30 30 a 60 corta 5 38 dias Hidrofobica
MP1000
100% de AR
Celite 545 9 5a9 50 30a70 corta 3 38 dias Electrostatica
100% de AR
Nylon 11 5a10 50 30 a 60 corta 3 13 dias Covalente
100% de AR
Quitosano 8 5a11 70 30a70 corta 3 81 dias I6nica
84% de AR
Libre 9 7al0 40 30 a 40 Corta

AR: Actividad residua

Todos los experimentos se realizaron por triplicado



La evaluacién de la actividad de esterasa a diferentes valores de pH para la
enzima en solucion y la enzima inmovilizada se realizo con valores de pH entre 5y

11 y la actividad de esterasa se evalu6 con la hidrélisis de p-NPA 'y p-NPB.

Se realiz6 la evaluacion del efecto del pH sobre la actividad hidrolitica de una
esterasa recombinante NStcl en el extracto crudo resultando una maxima
actividad a pH 9, mientras que inmovilizada para Accurel MP 1000 y nylon 6 un
maximo a pH 11 confiriendole un efecto protector que no inactiva a la enzima a
este pH alcalino. Para el caso de Celite 545 y Quitosano se tiene una maxima

actividad a pH 9 y 8, respectivamente.

4.5.2 Evaluacion de la estabilidad al pH de la enzima libre e inmovilizada

Se evalud la estabilidad al pH de la enzima en soluciéon y los inmovilizados,
incubandolos por 1y 3h a 4 °C a valores de pH de 5 a 11, se calculé la actividad

de esterasas residual con p-NPA.

La estabilidad al pH de la enzima libre muestra que su actividad se ve disminuida
cuando esta en contacto a pH menor a 7 y una inactivacion a pH &cido, siendo
estable en un rango de pH de 7 a 10. La enzima inmovilizada en los diferentes
soportes tiene una mayor estabilidad frente a una concentracion mayor de
protones con Quitosano, Celite 545 y Nylon 6. En Accurel MP 1000 es mayor en
pH ligeramente alcalino. El hecho de que la interaccién con el quitosano sea
estable en todo el rango evaluado se podria explicar porque probablemente la
flexibilidad de la enzima se modificé al interactuar con el soporte, brindandole una
conformacion rigida que la protege a desnaturalizacion por pH (Tang et al., 2006;
Belhaj-Ben Romdhane et al., 2010; Yi et al., 2008; Hung et al., 2003). Podemos
concluir que el quitosano como matriz tiene una especial importancia para

inmovilizar ya que estabiliza a la enzima en diferentes rangos de pH.
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Figura 23. Estabilidad al pH de la NStcl inmovilizada en Celite 545.

4.5.3 Efecto de la Temperatura sobre la actividad de la enzima libre e
inmovilizada

La evaluacion de la actividad a diferentes temperaturas consistio en llevar la
reaccion de hidrolisis del p-NPA en un rango de 30 a 80 °C como se muestra en
la a pH 9.

El efecto que ejerce la temperatura en la enzima libre se observa en la medicion
de la actividad de esterasa con un maximo a 40 °C. Para la enzima inmovilizada
en Accurel MP 1000 es de 30 °C y se inactiva a 70 °C. Se presentdé una
mayor actividad en 50 °C para Nylon 6 y Celite 545, mientras que en Quitosano
fue de 70 °C (Belhaj-Ben Romdhane et al., 2010 y Tang et al., 2006; Yi et al.,
2008; Hung et al., 2003) encontraron que la enzima inmovilizada en quitosano
incremente su actividad en un amplio rango de temperatura respecto a la enzima

en solucién.
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4. 5.4 Determinacién de la estabilidad térmica de la enzima en solucién e
inmovilizada

Se estudid la estabilidad térmica de la enzima en solucion y de la enzima
inmovilizada, incubando en un rango de temperatura de 30 a 80°C por 15, 30 y 60

min a pH 9. Posteriormente se calculé la actividad esterasa residual con p-NPA.

El efecto de térmico en la enzima en solucion es una disminucion de la actividad
catalitica a 40 °C por 1 h de incubacion, mientras que inmovilizada la inactivacion
se presenta a 70 °C para Accurel MP 1000 y Nylon 6, en cambio para Celite 545 y
Quitosano se observa que a 80 °C hay una disminucion de la actividad
enzimatica, lo que indica que el proceso de inmovilizacién favorece la estabilidad
térmica de la enzima (Belhaj-Ben Romdhane et al., 2010; Tang et al., 2006; Yi et
al., 2008; Li et al., 2005). Una mejor estabilidad térmica de la enzima inmovilizada

extenderd la potencial aplicacion de la carboxilesterasa como un biocatalizador.

4.5.5 Especificidad de sustrato

Se evalud la reacciéon de hidrolisis de la enzima en solucidon e inmovilizada, sobre

ésteres de p-nitrofenilo con diferente largo de cadena a pH 6ptimo.

Tanto la enzima libre como inmovilizada tienen afinidad hacia sustratos de cadena
corta comportamiento que esta presente en las esterasas (Uchida, 20083;
Krebsfanger et al., 1998).

4.5.6 Reuso del biocatalizador
Se evaluo el potencia del reuso del biocatalizador llevando a cabo la reaccion de

hidrélisis del p-NPA y p-NPB a pH 9, realizandose lavados del inmovilizado entre

cada reaccion con el mismo buffer de trabajo.



Los biocatalizadores presentan una baja estabilidad operacional. Este fenbmeno
pudiera deberse a que se presentd una inhibicion por presencia de producto
dentro de la matriz, ya que los lavados se suspendieron al desaparecer la
tonalidad caracteristica del p-Nitrofenol, lo cual no garantiza la ausencia del
producto y sustrato dentro del microambiente del soporte-enzima. Caso contrario
se present6 con el Accurel MP 1000 ya que logra realizar hasta 5 ciclos de reuso
evaluados con 20% de actividad lo que indica que la estabilidad operacional de
las enzimas inmovilizadas se ve favorecida cuando se logran interacciones
hidrofébicas entre el soporte y las enzimas. Sin embargo, se presenta pérdida de
actividad entre cada ciclo de reaccion de hidrolisis. Esto concuerda con lo
reportado por (Silveira et al., 2012) para una queratina, 7 y 10 ciclos son los que
reportan (Palla et al., 2011; Huang et al., 2007) para una lipasa y una
carboxilesterasa recombinante con 6 ciclos de reuso (Kollling et al., 2008).

4.5.7 Estabilidad al almacenamiento de la enzima inmovilizada y en solucion

Las enzimas en solucion e inmovilizadas fueron almacenadas a4 °Cy a
temperatura ambiente y en cada evaluacion se llevo a cabo a pH 9 la reaccion de
hidrolisis del p-NPA

La enzima libre mantiene el 70% de su actividad a 4 °C y temperatura ambiente
por 141 dias aunque en los dos casos el aroma que se percibe es diferente al
inicial, no se descarta contaminacién del medio que adn es rico en nutrientes. En
cambio las enzimas inmovilizadas se mantienen estables en Quitosano con un
84% de actividad residual en 81 dias, lo que indica que el Quitosano es una
opcion viable con un costo nulo debido a que se obtiene de residuos. Otros
autores reportan que diferentes esterasas son estables por 30 dias a 4 °C con
56% de actividad residual (Huang et al., 2007), por otro lado (Yi et al. ,2008)
reporta una estabilidad al almacenamiento por 21 dias con 94% de actividad,
(Hung et al., 2003) reporta que por 7 dias de almacenamiento a 25 °C retiene 67%
de su actividad en cambio la NStcl es estable por 38 dias reteniendo 60% de su

actividad.



4.6 Caracterizacion de PrtA

4.6.1 Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de los inmovilizados de PrtA

Tabla 24. Carcaterizacién bioquimica de la PrtA libre e inmovilizada.

Soporte pH Estabilidad Temperatura  Estabilidad Sustratos # Ciclos Almacenamiento Interaccién
optimo al pH Optima (°C) térmica (°C)
de reuso 4°C (dias)
Accurel 10 8all 50 40a70 Corta 1 38 dias Hidrofébica
MP1000
69% de AR
Celite 545 10 6all 60 30a70 Cortay 1 81 dias Electrostatica
media
87% de AR
Nylon 9 7a9 70 30a70 Media 1 30 dias Covalente
70% de AR
Quitosano 9 7al10 30 30a70 Media 1 81 dias I6nica
30% de AR
Libre 10 7all 30 30a50 Corta

AR: Actividad residual

Todos los experimentos se realizaron por triplicado



La evaluacién de la actividad de esterasa a diferentes valores de pH para la
enzima en solucion y la enzima inmovilizada, se realizo con valores de pH entre 5

y 11. La actividad enzimética se midi6é con la hidrdlisis de p-NPL.

La proteasa extracelular de Aspegillus nidulans PrtA en el extracto crudo presento
una mayor actividad de esterasa a pH 10 lo que corrobora de que se esta
trabajando con un alcalinproteasa con valor similar de pH Optimo alcalino al
encontrado por (Hajji et al., 2007; Hernandez et al., 2011). Por otro lado, los
inmovilizados conservan un pH alcalino en Accurel MP 1000 y Celite 545 tienen su
mayor actividad a pH 10, mientras que Quitosano y Nylon 6 su mayor actividad es
a pH 9. Accurel MP 1000 es el tnico inmovilizado que pierde actividad por debajo
de pH 7.

4.6.2 Evaluacién de la estabilidad al pH de los biocatalizadores

Se evalud la estabilidad al pH de la enzima en solucidon y los inmovilizados,
incubandolos por 1y 3 h a4 °C a valores de pH de 5 a 11, se calcul6 la actividad
de esterasa residual con la medicion de la hidrdélisis del p-NPL a una absorbancia
de 420nm.

El extracto crudo de PrtA es estable a pH alcalinopor3h vy el mismo
comportamiento se observa en los inmovilizados. La inmovilizacion en Celite 545
brinda un incremento en la estabilidad al pH, cuando es mayor la concentracion de
H*. La estabilidad de varias enzimas puede ser mejorada cuando se emplean
soportes inorganicos en lugar de polimeros organicos debido a la naturaleza del

soporte (Durgun y Akkus, 2005).



4.6.3 Efecto de la Temperatura sobre la actividad enzimatica de los
biocatalizadores

La evaluacion de la actividad a diferentes temperaturas consistio en llevar la

reaccion de hidrolisis del p-NPL en un rango de 30 a 80°C a pH 9.

La actividad de esterasa de la PrtA en el extracto crudo presenta un maximo entre
30y 40°C. Cuando es inmovilizada en Quitosano es de 30°C, en Accurel MP 1000
50°C y Celite 545 incrementa a 60°C y en Nylon es donde se nota su mayor
incremento, hasta 70°C. Las proteasas termoestables son de gran interés en
bioingenieria y biotecnologia (Hajji et al., 2007) la inmovilizacion ofrece un
incremento en la actividad enzimética comparandose con la enzima libre (Wang et
al., 2006; Abdel et al., 1997; Xi et al., 2004).

4.6.4 Determinacion de la estabilidad térmica de PrtA libre e inmovilizada

Se estudi6 la estabilidad térmica de la enzima en solucion y de la enzima
inmovilizada, incubando en un rango de temperatura de 30 a 80 °C por 15, 30y 60
min a pH 9. Posteriormente se calculd la actividad esterasa residual con la

reaccion de hidrdlisis del p-NPL.

La PrtA en el extracto crudo presenta una mayor estabilidad de 30 a 50 °C por lo
gue se confirma su termoestabilidad que se refleja en la actividad de esterasa en
el extracto crudo. Mientras que inmovilizada en todos los soportes presentan una
estabilidad en el rango de 30 a 70 °C con una eventual inactivacién a 80 °C. La
inmovilizacion le confiere una estabilidad térmica a la enzima (Durgun y Akkus,
2005; Abdel et al., 1997; Xi et al., 2004; Amaya et al., 2005).



4.6.5 Especificidad de sustrato

Se evalu6 la reaccion de hidrolisis de la enzima en solucién e inmovilizada, sobre

ésteres de p-nitrofenilo con difentente largo de cadena a pH 9.

PrtA libre e inmovilizada presenta afinidad por sustratos de cadena corta, media y
en menor proporciébn a cadena larga. La variacion en los valores de actividad

residual indica problemas de difusion por efecto de la matriz.

4.6.6 Reuso del biocatalizador

Se evalud el reuso del biocatalizador llevando a cabo la reaccién de hidrolisis del
p-NPL a pH 9, realizandose lavados del inmovilizado entre cada reaccién con en

mismo buffer de trabajo.

La estabilidad operacional en un biocatalizador es una de las caracteristicas mas
llamativas, la inmovilizacion de PrtA en estas matrices y con las metodologias
empleadas no resulta favorable para el reuso en reacciones de hidrdlisis. Cabe
sefialar que pudiera presentarse una inactivacion por inhibicion o por desorcién
de la proteina unida al soporte. Durgun y Akkus (2005), asi como Xi et al., (2004)
emplearon soportes similares y realizaron de 4 a 5 ciclos de reuso con proteasas,
la diferencia pudiera deberse a que se determina su actividad como esterasa. Se
esperaria que la inmovilizaciébn por unidén covalente confiriera una estabilidad
operacional alta, como lo reportan Pahujani et al.,( 2007) con 13 ciclos de reuso,
sin embargo, la concentracion de glutaraldehido puede ser una causa de este
comportamiento. El glutaraldehido es un agente entrecruzante usado para acoplar
componentes con grupo amino, puede ser toxico y causar la desnaturalizacion de

la enzima inmovilizada (Belhaj-Ben Romdhane et al., 2010; Isgrove et al., 2001).



4.6.7 Estabilidad al almacenamiento de la enzima inmovilizada y en solucion

La enzima en solucion y la enzima inmovilizada fueron almacenadas a 4°C y a
temperatura ambiente. Cada evaluacion se llevé a cabo a pH 9 y se hizo la

reaccion de hidrolisis del p-NPL.

La actividad de la enzima libre mantiene el 100% de su actividad a 4°C por 64 dias
después de este tiempo se inactiva. En cambio la enzima inmovilizada
almacenada a 4°C mantiene el 87% de su actividad por 81 dias Unicamente en
Celite 545 y Quitosano 30% respectivamente. La estabilidad al almacenamiento se
ve favorecida por una temperatura controlada como lo es a 4 °C, en la literatura
se reporta que las proteasas inmovilizadas pueden alcanzar una estabilidad al
almacenamiento de 30 a 180 dias con 100 a 50% de su actividad (Durgun y
Akkus, 2005; Abdel et al., 1997; Xi et al., 2004).
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Figura 24. Estabilidad al almacenamiento de la PrtA inmovilizada en Celite 545 a 4°C y
temperatura ambiente.



Tabla 25. Enzimas inmovilizadas en Accurel MP 1000.

Soporte | pH Estabilidad Temperatura Estabilidad Sustratos # Ciclos Almacenamiento 4°C (dias)
6ptimo al pH Optima (°C) térmica (°C)
de reuso

NStcl 11 7a9 30 30a60 Corta 5 38 dias
100% de AR

ANCUT1 10 5-11 60 30a80 Corta y media, 9 38 dias
larga 47% de AR

ANCUT2 7a9 7al0 40 30a60 Corta, media y 3 38 dias
larga 67% de AR

PrtA 10 8all 50 40a70 Corta 1 38 dias
69% de AR

AR: Actividad residual

El Accurel MP 1000 le confiere una mayor estabilidad al pH y temperatura a las enzimas en estudio comparandose con la
enzima libre, con 9 ciclos de reuso a la interaccién con la enzima ANCUT 1, este soporte brinda una estabilidad al

almacenamiento por 38 dias a 4°C.



Tabla 26. Enzimas inmovilizadas en Celite 545.

Celite 545
Soporte | pH Estabilidad Temperatura Estabilidad Sustratos # Ciclos Almacenamiento 4°C (dias)
Optimo al pH Optima (°C) térmica
@) de reuso

NStcl 9 5a9 50 30a70 Corta 3 38 dias
100% de AR

ANCUT1 6y11 7-9 30-40 30a40 Corta y larga 2 81 dias
57% de AR

ANCUT2 9 6all 40 30 a60 Corta y media 5 90 dias
100% de AR

PrtA 10 6all 60 30a70 Corta y media 1 81 dias
87% de AR

AR: Actividad residual

Celite 545 brinda una mayor estabilidad térmica a los biocatalizadores, con excepcion de la ANCUT1. Se pueden realizar

5 ciclos de reuso con ANCUT2 y puede almacenarse a 4°C por 81 dias, con excepcion de la inmovilizaciéon con NStcl.



Tabla 27. Enzimas inmovilizadas en Quitosano.

Soporte \ pH Estabilidad Temperatura Estabilidad Sustratos # Ciclos Almacenamiento 4°C (dias)
optimo al pH Optima (°C) térmica
®) de reuso
NStcl 8 5all 70 30a70 Corta 3 81 dias
84% de AR
ANCUT1 6y9 7a 9 30 30a50 Corta y media 2 21 dias
100% de AR
ANCUT2 8 6alo 30 30a70 Corta media 2 21 dias
100% de AR
PrtA 9 7al0 30 30a70 Media 1 81 dias
30% de AR

AR: Actividad residual

El Quitosano permite obtener biocatalizadores que pueden trabajar en un rango de pH de 6 a 11 y con una mayor
estabilidad térmica, capaz de llevar 3 ciclos de hidrdlisis consecutivos solamente con NStcl y ser estable al

almacenamiento por 81 dias con esta enzima.



Tabla 28. Enzimas inmovilizadas en Nylon 6.

Soporte \ pH Estabilidad Temperatura Estabilidad Sustratos # Ciclos Almacenamiento 4°C (dias) \
optimo al pH Optima (°C) térmica
®) de reuso

NStcl 11 5a10 50 30a60 Corta 3 13 dias
100% de AR

ANCUT1 8 7a10 60 30A 70 Corta y media 3 30 dias
15% de AR

ANCUT2 8 7all 40 60 a 80 corta 1 30 dias
24% de AR

PrtA 9 7a9 70 30a70 media 1 30 dias
70% de AR

AR: Actividad residual

La inmovilizacion con Nylon 6 con los diferentes biocatalizadores permite una mayor estabilidad al pH, térmica, con 3
ciclos de reuso en la interaccion con NStcl y ANCUT1, con baja estabilidad al almacenamiento. Esta matriz provoca
dificultades técnicas para su empleo porque no es homogéneo el tamafio de particula, por lo que se sugiere otra

metodologia.




Recapitulando de los datos obtenidos el mejor soporte para cada enzima es el

siguiente:

Tabla 29. Interacciones enzima-soporte.

Enzima Soporte

ANCUT 1 Accurel MP 1000

ANCUT 2 Celite 545
NStcl Quitosano
PrtA Celite 545

De acuerdo a los resultados obtenidos con la caracterizacion bioquimica la
especificidad de sustrato y su estabilidad térmica los biocatalizadores generados

podrian llevar a cabo las reacciones propuestas en la tablas 2 y 3.



Conclusiones



Se obtuvieron extractos crudos que contenian Unicamente las enzimas
ANCUT2, NStcl. En el caso de los extractos crudos disefiados para la
produccion de Prt A y ANCUT1 se obtuvieron varias esterasas detectadas
en el zimograma con actividad intensa de la enzima de interés.

Se logré inmovilizar una mayor cantidad de enzima con actividad de
esterasa en Accurel MP 1000 (ANCUT2 1702 U/mg de proteina, PrtA 2022
U/mg de proteina y ANCUT1 2079 U/mg de proteina) y en Quitosano (NStcl
495 U/mg de proteina).

Para ANCUT2 se obtuvo un incremento en la estabilidad al pH en todos los
soportes y mayor estabilidad térmica respecto a la enzima en solucion,
presenta 5 ciclos de reuso en Celite 545 con 20% de actividad residual,
Celite 545 por 90 dias con 100% de actividad residual, siendo esta matriz la
mas compatible con la proteina.

La ANCUT1 inmovilizada en Celite 545 y Quitosano ofrece una mayor
estabilidad en todo el rango de pH evaluado, en tanto que el Accurel MP
1000 confiere una mayor estabilidad térmica a la enzimay presenta 9 ciclos
continuos de reuso. Hay una mayor estabilidad al almacenamiento en
Celite 545, pero se recomienda su inmovilizacién en Accurel MP 1000.
NStcl presenta un incremento en la estabilidad al pH en Quitosano y
Accurel MP 1000, se tiene un incremento en la estabilidad térmica en todas
las matrices con un efecto mas marcado en Quitosano y Celite, 5 ciclos de

reuso en Accurel MP 1000, es mas estable al almacenamiento en



Quitosano por 81 dias. Teniendo la interaccibn mas favorable con
Quitosano.

PrtA con actividad de esterasa se incremento la estabilidad al pH en todas las
matrices en el rango de pH 5-11 por 3 h de incubacion, se mejoro la estabilidad
térmica con respecto a la enzima libre, la estabilidad operacional de la PrtA no se
ve favorecida en los soportes empleados, mayor estabilidad al almacenamiento en
Celite 545 por 81 dias, este soporte ofrece una gran estabilidad al
almacenamiento.

Los biocatalizadores presentan afinidad hacia ésteres de p-Nitrofenilo de cadena
corta, media y larga con gran utilidad para reacciones de sintesis como

transesterificacion y esterificacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos las enzimas en términos generales son mas
estables en Accurel MP1000- ANCUTL1, Quitosano-NStcl y Celite 545 ANCUT2 y
PrtA, sélo Nylon 6 no es un soporte factible para su inmovilizacion por dificultades

técnicas que se presentaron.

En ninguno de los biocatalizadores generados se observd crecimiento de
microorganismos durante la evaluacion de la estabilidad al almacenamiento a 4°C

y a temperatura ambiente.

Las propiedades de los biocatalizadores obtenidos sugieren que pueden ser Utiles

para una eventual aplicacion industrial.

Se obtuvieron mas opciones para inmovilizar, los soportes empleados permiten

obtener biocatalizadores de bajo costo.



PERSPERCTIVAS



Evaluar la estabilidad frente a diversos solventes empleados para la sintesis de

compuestos de interés en la industria de alimentos.

Probar la reaccién de hidrolisis a una escala mayor para evaluar los ciclos de

reuso del biocatalizador.

Optimizar la inmovilizacion por uniébn covalente probando diferentes

concentraciones de glutaraldehido y tamafio de particula del Nylon 6.

Aplicar los biocatalizadores en sintesis de compuestos de interés en la industria de

alimentos.
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ANEXO A: Gréficos de la caracterizacion bioquimica de los diferentes
biocatalizadores estudiados.

En este anexo se muestran todos los graficos obtenidos a partir de la
caracterizacion bioquimica realizada a los diferentes biocatalizadores generados
con las diferentes enzimas empleadas, el detalle de la metodologia seguida en
cada caracterizacion se encuentra en la seccion correspondiente, consultar indice

para mas detalles.

Caracterizaciéon de la enzima inmovilizada y el extracto crudo.

Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de los inmovilizados de ANCUT?2
y la enzima en solucion.
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Efecto de la Temperatura sobre la actividad enzimética de los
biocatalizadores, enzima libre e inmovilizada
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Especificidad de sustrato
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Estabilidad al almacenamiento de la enzima inmovilizada y en solucion
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Caracterizacion bioquimica de la ANCUT1 libre e inmovilizada

Efecto del pH sobre la actividad de la enzima libre e inmovilizada.
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Evaluacion de la estabilidad al pH de la enzima libre e inmovilizada
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Estabilidad al almacenamiento de la enzima inmovilizada y en solucion
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Caracterizacién de la enzima inmovilizada y el extracto crudo (NStcl).

Efecto del pH sobre la actividad de la enzima libre e inmovilizada
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Efecto de la Temperatura sobre la actividad de la enzima libre e inmovilizada
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Estabilidad al almacenamiento de la enzima inmovilizada y en solucion
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Caracterizaciéon de la enzima inmovilizada y el extracto crudo (PrtA).

Efecto del pH sobre la actividad de la enzima libre e inmovilizada
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Reuso del biocatalizador
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Estabilidad al almacenamiento de la enzima inmovilizada y en solucion
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ANEXO B: Camara de Neubauer o Hematociémetro para conteo de esporas.

Camara Neubauer B ~ 1mm
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ANEXO C: Curva de calibracion para cuantificacién de la concentracion de
proteina por el método de Bradford

Curva Bradford
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Realizada en el espectrofotometro Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek).

Curva Férmula de la curva A B Coeficiente de correlaciéon
Bradford Y=A*X+B 0.0454 -0.0158 0.998
(BSA)
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ANEXO D: Curvas de calibracion de p-nitrofenol para la cuantificacion de
actividad enzimética.

Se utilizé6 como referencia p-nitrofenol de 25-200 umol, las lecturas se midieron

a 420 nm.
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Realizada en el espectrofotometro Epoch Microplate Spectrophotometer

(BioTek).
Curva Férmula de la curva A B Coeficiente de correlaciéon
p-Nitrofenol Y=A*X+B 0.00409 0.00796 0.978
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