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Resumen

Resumen

Las enzimas son los catalizadores mas eficientes que existen, ofreciendo en
muchas ocasiones mayores ventajas que la catélisis quimica. Sin embargo, a
pesar de su gran potencial, sus aplicaciones industriales se han obstaculizado
principalmente por su falta intrinseca de estabilidad. Para superar dicho obstaculo,
se han puesto en practica varios enfoques, entre ellos la inmovilizacion, la cual se
define como el confinamiento fisico de una enzima, sin que haya una pérdida en

su actividad catalitica.

Dentro de la gran diversidad de enzimas que han despertado interés por la
industria de la biocatdlisis se encuentran las nitrilasas, las cuales son enzimas que

convierten nitrilos a sus correspondientes acidos carboxilicos.

La nitrilasa mutante NitAC328 de Rhodococcus sp V51B constituye un
modelo interesante de estudio debido a sus atractivas propiedades, tales como su
actividad enzimética, estabilidad aumentada y tolerancia a disolventes en
concentraciones bajas. El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar la
actividad enzimatica de la nitrilasa inmovilizada de Rhodococcus sp V51B, con la

expectativa de mejorar alin mas sus propiedades biocataliticas.

La proteina se sobreexpres6 en Escherichia coli, a 22 °C por 8 h. Para su
purificacion bastd un paso de cromatografia por exclusion molecular.
Posteriormente, para su inmovilizacion se emple6 dextranpolialdehido (DPA) de

150 kDa como agente entrecruzante y precipitacion salina con sulfato de amonio.

Una vez inmovilizada la enzima, se caracterizé su actividad enzimatica para
evaluar su estabilidad mecanica y operacional, térmica, quimica, etc. Se encontro
gue el método empleado permitié tener hasta 16 reusos del catalizador. Ademas,
se aumentd su estabilidad cinética en almacenamiento y bajo calentamiento a 30,
40 y 50 °C, asi como su estabilidad termodinamica al aumentar 10 °C la
temperatura de fusion (Tm). Con respecto al perfil de pH, la nitrilasa inmovilizada

mostré una mayor actividad en los extremos de pH empleados.




Resumen

Dentro del conjunto de mezclas binarias con disolventes empleadas, se
encontré una tolerancia aumentada a estos tras la inmovilizacion, particularmente

hacia acetona, DMF, n-propanol e isopropanol.

El estudio de selectividad y especificidad mostr6 que: 1) los sustratos
aromaticos son los preferidos por la enzima inmovilizada, 2) la presencia de
sustituyentes en posicion orto disminuyé la actividad, 3) la presencia de
sustituyentes alifaticos en el carbono a de los arilacetonitrilos abatié la actividad
por completo, 4) no presentd actividad con compuestos a,B insaturados, 5) entre
mas corta la cadena alifatica, mayor la actividad con nitrilos alifaticos vy
arilalquilonitrilos, 6) se observd monohidrélisis de dinitrilos de hasta cuatro
carbonos de longitud y 7) la enzima inmovilizada no mostré6 enantioselectividad

con los compuestos empleados.

Por dltimo, se determinaron los parametros cinéticos, encontrando que tras
la inmovilizacién hay una pérdida de 29 veces en afinidad, una reduccién a la
mitad en la Vmax y una transicion de cooperatividad positiva a cooperatividad

negativa.
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Introduccion

Las enzimas nos han acompafado desde hace aproximadamente 6000 AC,
cuando el hombre comenzé a elaborar alimentos fermentados, tales como la
cerveza, el vino, la soya, etc. A pesar de ello, su exploracion empezé hasta cerca
de 1833, cuando dos quimicos franceses, Payen y Persoz, aislaron por primera
vez una enzima (diastasa) a partir de la malta, hoy conocida como amilasa.
Posteriormente, en 1836, Berzeliuz elaboré su teoria de la catélisis donde se
expresaba “...hay amplias razones para suponer que en las plantas y animales
tienen lugar miles de procesos cataliticos, y que de ellos resultan la formacién de

gran nimero de compuestos...”®,

Casi un siglo después, durante la primera década del siglo XX, el trabajo de
los hermanos Buchner fue un hito que marcé el punto de desarrollo de la
biocatélisis como hoy la conocemos. Ellos demostraron que era posible aislar
enzimas a partir de levaduras y que estas podian retener su capacidad catalitica y
propiedades fisicoquimicas sin la presencia de la célula. Asi, a mediados del siglo
pasado, fue que se inici6 como tal el desarrollo de la tecnologia enzimatica, al
empezar a generarse biocatalizadores usados en la fabricacion de jarabes a partir

de almiddn, detergentes, etc.

Hoy en dia, debido a las propiedades especificas de estos catalizadores y a
los grandes avances que ha tenido la biotecnologia en areas como la
microbiologia industrial, la biologia molecular, la ingenieria de proteinas y la
ingenieria enzimética, las enzimas se han posicionado como elementos
preponderantes en diversos sectores industriales, con miras a permanecer por

mucho tiempo mas ahi®.

Las nitrilasas son enzimas que convierten nitrilos en sus correspondientes
acidos carboxilicos y amoniaco. Estas se encuentran ampliamente distribuidas,
tanto en organismos procariontes como eucariontes. En las Ultimas décadas, las
nitrilasas han captado considerablemente la atencion de la industria biotecnoldgica

debido a su alta especificidad quimica y frecuente enantioselectividad,




Introduccién

caracteristicas que permiten su aplicacion en la biotransformacion de nitrilos como
prominentes biocatalizadores. Algunas nitrilasas ya se usan comercialmente como
biofabricas para la produccion de &cidos carboxilicos de interés industrial o
tratamiento de desechos, entre otras®.

Por otro lado, la inmovilizacion de enzimas es considerada como el paso
clave para la optimizacion de un proceso, haciendo de estas un recurso de mayor

valor y en muchas ocasiones mejorando sus propiedades biocataliticas.

En funcion de lo mencionado, en el presente trabajo se expondran y
discutiran las propiedades de las nitrilasas como biocatalizadores emergentes en
las dltimas décadas, asi como las implicaciones que tienen los diversos métodos
de inmovilizaciébn de enzimas, haciendo énfasis en aquellos que involucran el
entrecruzamiento de proteinas. Posteriormente, se describiran, analizardn y
discutiran los resultados obtenidos durante el proceso de inmovilizacion vy
caracterizacion cinética de la nitrilasa inmovilizada de Rhodococcus sp V51B, todo
esto con el objetivo de generar un biocatalizador robusto y con potencial aplicaciéon

biotecnoldgica.
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Biotecnologia moderna

La biotecnologia moderna, de acuerdo con la Organizacion para la Cooperacion y
Desarrollo Econémico (OCDE), se define como “la aplicacién de la ciencia y la
tecnologia en organismos vivos, asi como en partes de los mismos, sus productos
o0 modelos, para alterar materiales vivos o muertos para la produccion de

conocimiento, bienes y servicios”.
De acuerdo con su aplicacién, la biotecnologia ha evolucionado en tres areas:

1. Biotecnologia roja: la biotecnologia roja, o la biotecnologia de la salud, es la
mas visible y se dedica a la prevencion, diagndstico y tratamiento de un
gran numero de enfermedades nuevas o conocidas.

2. Biotecnologia verde: se enfoca en poner la biotecnologia al servicio de la
mejora de las caracteristicas de plantas o animales de un modo mas rapido
y eficiente.

3. Biotecnologia blanca: también conocida como biotecnologia industrial. La
biotecnologia blanca es la aplicacion de técnicas biotecnoldgicas para

mejorar procesos industriales o crear procesos nuevos®.

La biotecnologia blanca se encuentra en una etapa relativamente temprana
en la industria quimica, pero se considera un posible factor clave para el futuro de
ésta. Las aplicaciones industriales de la biotecnologia incluyen actualmente
materias primas ambientalmente amigables, como los azucares y el almidén, que
reemplacen a los combustibles fésiles, bioprocesos tales como fermentaciones
para la produccion de vitaminas, la biocatalisis en la produccion de ingredientes
farmacéuticos activos y otras aplicaciones en la industria textil y de pieles,
alimentacion animal, industria papelera, energética, metallirgica y en el
procesamiento de desechos y aguas residuales. Las probables areas en las que
hubo una mayor penetracion por parte de la biotecnologia son en la de la industria

quimica fina y la farmacéutica, donde se estima que tan solo en 2010 se genero
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un valor adicional por 60 mil millones de délares, esto debido a la demanda de

productos biolégicos, quirales y naturales.

La biotecnologia roja, por otro lado, ha afectado profundamente la industria
farmacéutica. No soOlo existen numerosas compafilas nuevas que estan
desarrollando nuevas terapias con proteinas, sino que también los farmacos
convencionales constituidos por “pequefias moléculas” se han vuelto mas
complejos. Se ha incrementado la dificultad en la sintesis quimica de nuevos
farmacos, los cuales en muchos casos son quirales, ademas de que la mayoria de
las autoridades regulatorias a menudo exigen el desarrollo de rutas sintéticas que
conduzcan a un uUnico enantibmero. Esto plantea grandes retos sintéticos en
donde el potencial enfoque biotecnolégico para la catélisis regioselectiva y
guimioselectiva se ha vuelto crucial. Ademas, las implicaciones ambientales por el
uso de disolventes y reactivos indeseables en quimica sintética han provocado un
aumento en el uso de herramientas biotecnoldgicas en este sector. Idealmente,
desde un punto de vista industrial, es deseable contar con una estrecha
integracion entre la biotecnologia y la catélisis quimica en las diferentes etapas del

descubrimiento de farmacos y su desarrollo para maximizar todo su potencial®).

Quimica verde

El concepto de “quimica verde” constituye varios principios basicos que
deberian ser considerados en los procesos quimicos para que tengan el menor

impacto posible en el ambiente.

La quimica verde tiene como objetivo mantener y mejorar el ambiente para
beneficio de la sociedad. La idea fundamental detras de este objetivo, aplicada a
los procesos quimicos que nos permiten generar bienes de consumo, e€s no
generar sustancias peligrosas y transformar las que ya se generan en compuestos

menos peligrosos.
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Uno de los principios de la quimica verde es el empleo de catalizadores, los
cuales son agentes quimicos que disminuyen la energia necesaria para que un
proceso ocurra, permitiendo que éste se lleve a cabo en una escala de tiempo
menor, es decir, aceleran las reacciones. Ademas, un catalizador se emplea
generalmente en concentraciones bajas y no se consume en el transcurso de la
reaccion. En los procesos quimicos se utilizan catalizadores de diversas

naturalezas, entre ellos las enzimas, tales como lipasas, proteasas, entre otras(®).

Proteinas, enzimas y biocatélisis

Las proteinas son las macromoléculas mas versatiles en los sistemas vivos
y realizan funciones cruciales en esencialmente todos los procesos biolégicos. Sus
funciones van desde la catélisis, transporte y almacenamiento de moléculas tales
como el oxigeno, proveen soporte mecanico y proteccidbn inmune, generan
movimiento, transmiten impulsos nerviosos y controlan el crecimiento y la
diferenciacion. Las proteinas que llevan a cabo procesos cataliticos son conocidas

Como enzimas.

Las enzimas a su vez son notables dispositivos moleculares que actian
como catalizadores altamente efectivos para una diversidad enorme de reacciones
guimicas debido a su gran poder catalitico y su capacidad de unirse
especificamente a un amplio rango de moléculas. Estas aceleran reacciones por
factores desde un millon o mas. De hecho, la mayoria de las reacciones en los
sistemas bioldgicos no tomarian lugar en cantidades perceptibles en ausencia de

enzimas(”.

Estas proteinas cataliticas evolucionaron para desarrollar su funcién en un
medio compatible con la vida, como agua y membranas lipidicas. Sin embargo,
estos catalizadores también se pueden utilizar para acelerar reacciones quimicas
fuera de su ambito biologico, lo que llevé a la creacién de un concepto nuevo

denominado “biocatalisis”, que es la aplicacion de las propiedades cataliticas de




Marco teérico

las enzimas en la obtencién de una amplia gama de productos quimicos de interés

industrial®).

Propiedades verdes de las enzimas

Dentro del marco de la quimica verde, las enzimas pueden apoyar a mejorar los
procesos industriales, ya que algunas de sus propiedades las hacen no solo

adecuadas, sino deseables para dicha funcion. Algunas de ellas son:

- Las enzimas son, de forma natural, un recurso renovable. Se pueden
producir en distintos organismos y esta produccién, a su vez, requiere
Unicamente materiales renovables.

- Presentan una alta especificidad por sus sustratos. EI empleo de
catalizadores selectivos permite la separacion y reutilizaciéon de materiales,
distintos al sustrato de la reaccion, incluidos en las materias primas.

- Las enzimas se pueden usar durante varios ciclos de un proceso, siempre
que se cuente con los métodos adecuados para recuperarlas. Estos
procesos generalmente requieren inmovilizacién de la enzima en un soporte
sélido de facil separacion.

- El disolvente natural de las enzimas es el agua, por lo que no se requiere el
uso de disolventes organicos. Sin embargo, en caso de ser necesario, las
enzimas también pueden actuar en presencia de estos disolventes.

- Las enzimas funcionan a temperaturas y presiones moderadas,
ambientales en muchos casos, reduciendo asi el impacto econdémico
asociado a la necesidad de energia para cambiar dichas variables®).

El uso de enzimas generalmente evita la necesidad de activacion de grupos
funcionales, asi como los pasos de proteccion y desproteccion requeridos
tradicionalmente en sintesis organica, con lo que se reduce de manera
significativa el numero de operaciones necesarias para obtener un

producto®?8),




Marco teérico

Superfamilia nitrilasa

La superfamilia nitrilasa consiste en un conjunto de tiol-enzimas
involucradas en la biosintesis de productos naturales, tales como auxinas, biotina
y B-alanina, y en modificaciones postraduccionales en plantas, animales, hongos y
ciertos procariotas. De acuerdo con la similitud de secuencia y la presencia de
dominios adicionales, la superfamilia puede ser clasificada en trece ramas,
pudiendo anticipar la especificidad por sustrato de miembros de nueve de estas

ramas (figura 1),

1. Nitrilasa ss[f{P|E|a|fle wsofR{R|K| I Folp|T/iss 184/ | | . [CW|E|n|. [Pz
2. Amidasa alifatica s (BRI P|E[Y|Sler 12| ¥|R|K|i [SfP{W/|iss 1ea| i || |C|d|D|G|n [y P72
3. M-terminal amidasa 6t [BIP|E|.|.|e5 1aa|X| r|K|. | ELE] . |10 185] . [| |C|M|D] .| . [[P|Y |193
4. Biotinidasa o [(F{P|E|[d| .| 100 r|K|. | RFLYY |96 223 F|t|C|F[D|i| ! [{f]Y [
5. B-ureidopropionasa 17 || Q| E|A W21 104 | R|K|NFH[L| Plaoo 231{N| | |C|Y|G|R[H[H| P29
6. Carbamilasa a5 |F{p|E[L[Alo 125 Y|R[K|[i [HL|P31 17| f [ I |C|N|D|R|R|W|P|i7s
7. NAD sintetasa procarionte 42 fIP|E[L| .l 111]% K| . L| Pl117 16| . || |C|E|D] . |wW P [154
8. NAD sintetasa eucarionte 43 |G| P|E|L|Ejsz 12|RIp[K|m{ || alns s|E[i|C|E|E|L|W[.|p]e1
9. ALP M-acetiltransferasa 267 [W|p | E afort azs| | . [ K| . ol b V|34 as0f . [i |C|y|E|.|.[Ff].|ss
10. Nit y NitFhit 83 [LIP|E|.|fler sso|¥| r|K|. | HE|Flwes 201 . [i|C|Y|D]| . |R[E|P 00
11. NB11 # q|E|1]|flss 13 Y|R|K| . | H{'F|Pli1e 150| . | i [C|w[D|q|w[f]Pp]iss
12, NB12 266 |F| P|E| i | Floro 243 @| y [K| | [H[IY T loas 277{ q| | |C|Y D] i | E[F]|Pless
13, Elementos no fusionados 3 LILPIE| - | - oo 108 Y| F[K| . [RYEY f |14 s . [1|C]y|d].|r[F]p]iss

Figura 1. Alineamiento de secuencias de las trece ramas que forman la superfamilia nitrilasa. Las
letras rojas con fondo amarillo indican los residuos conservados en todas las ramas, correspondientes a tres

de los cuatro aminoécidos cataliticos (Glu-Lys-Cys). Modificada de Pace, 2001,

A pesar de la histérica clasificacion de todas estas secuencias, Unicamente una
de las ramas es conocida por tener actividad de nitrilasa, mientras que ocho de
las ramas tienen actividad aparente de amidasa o de condensacion de amidas

(cuadro 1)©).

Aungue existe una identidad de secuencia variable (=20%), todas las
estructuras comparten un plegamiento monomérico caracteristico formado por un
motivo estructural de cuatro capas a-p-B-a, asi como la conservacion de dos
glutamatos, una lisina y una cisteina en su sitio catalitico. Los monomeros se

asocian en forma comun para formar un sandwich afBa-appa®.
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Resumen de las actividades enzimaticas de la superfamilia nitrilasa

Amidasa Carbamilasa
Nitrilasa o o Amidasa 0 Sustrato
Rama nitrilasa R—=N R)I\NHZ R)LNHR1 reversa R‘N)LNHZ proteico
H

1. Nitrilasa Si
2. Amidasa alifatica Si
3. N-terminal amidasa Si Si
4. Biotinidasa Si Si Algunas veces
5. B-Ureido propionasa Si Si
6. Carbamilasa Si Si
7. NAD sintetasa procariota Supuesto
8. NAD sintetasa eucarionte Supuesto
9. Apolipoproteina Si Si Si
N-acetiltransferasa
10. Nit y NitFhit
11. NB 11
12. NB 12 Supuesto

13. Elementos no
fusionados
Cuadro 1. Superfamilia nitrilasa. En el cuadro se muestran las actividades enzimaticas por sustrato de cada

una de las trece ramas de la superfamilia. Modificada de Pace, 2001°.

Nitrilasas y nitrilos

Las nitrilasas son wuna importante clase de enzimas industriales
pertenecientes a la superfamilia nitrilasa y que son expresadas ampliamente tanto
en procariotas como en eucariotas. Estas enzimas hidrolizan nitrilos en sus
correspondientes acidos carboxilicos y amoniaco, aunque ocasionalmente llegan a
liberar la amida como producto (figura 2). La rama de las nitrilasas esta formada

por nitrilasas (Nit), cianuro dihidratasas (CynD) y cianuro hidratasas (CHT)®.

Nitrilasa 0
R —N —» R + NH3
2H,0 OH

Figura 2. Reaccion tipica de las nitrilasas.
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Las nitrilasas constituyen biocatalizadores atractivos en las industrias
quimica fina y farmacéutica debido a su alta especificidad y su quimio-, regio- y
enantioselectividad. Ademés, son empleadas en la detoxificacion de desechos
industriales y degradacion de herbicidas. En general, la biocatalisis de nitrilos
opera en disoluciones acuosas a valores de temperatura y pH moderados,
minimizando asi los costos de los procesos quimicos, asi como el impacto de la

industria en el ambiente®,

Los nitrilos se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente. En la
naturaleza, estos son producidos por plantas en varias formas, tales como
cianoglucdsidos, cianolipidos, ricinina, fenilacetonitrilo, etc. A pesar de que la
mayoria de los nitrilos son toxicos, mutagénicos y carcinogénicos en la naturaleza,
estos constituyen también importantes intermediarios para la sintesis organica de
aminas, amidas, amidinas, acidos carboxilicos, ésteres, compuestos carbonilicos y
compuestos heterociclicos (figura 3). Por lo tanto, las nitrilasas, junto con otras
enzimas convertidoras de nitrilos, se consideran biocatalizadores importantes con
potenciales aplicaciones en el campo de la quimica organica. El uso de las
nitrilasas ha atraido substancial interés debido a que los métodos quimicos
convencionales para la hidrélisis de nitrilos implican el uso de condiciones
severas, tales como el uso de &cidos o bases y altas temperaturas. Tales
condiciones son generalmente inadecuadas cuando los complejos moleculares
son sensibles o compuestos quirales son involucrados. Productos secundarios y
pérdidas de rendimiento son ademas los principales inconvenientes de los

métodos no enzimaticos para la hidrélisis de nitrilos9).

Ac. carboxilico
(o]

Amida o )k Amina

R OH R
R NH?\ T / \—NHz
R—==N
Figura 3. Ejemplos de grupos funcionales que se
pueden obtener a partir de un nitrilo. o / l

N—N
RLR' j R/&N/\\N
Cetona H

R
Aldehido

Tetrazol
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Estructura y oligomerizacion

A la fecha, Unicamente se conoce la estructura tridimensional de dos
nitrilasas verdaderas, la de Pyrococcus abyssi y la de Synechocystis sp. PCC
6803. Cada mondmero de enzima tiene un plegamiento appa, caracteristico de la
superfamilia, que se asocian para formar un dimero de 8 capas appa-aBpa a
través de la superficie “A”. Las diferencias mas importantes se encuentran
alrededor del sitio activo y en las interacciones del extremo C-terminal, estando

este udltimo implicado en la formacion de la superestructura de sandwich (figura
4)(11,12)_

Figura 4. Estructuras cristalogréaficas de las nitrilasas de Synechocystis sp. PCC6803 (PDB 3WUY,
izquierda) y de Pyrococcus abyssi (PDB 3IVZ, derecha). Se observa la topologia caracteristica tipo

“sandwich” aBa, asi como la asociacion de mondémeros en forma de dimero®1.12),

Las nitrilasas microbianas en general son conocidas por existir como dimeros
inactivos en disolucién, exceptuando al dimero activo de Pyrococcus abyssi. La
mayoria de estas enzimas tienen un peso por subunidad que va de los 30 a los 45
kDa, los cuales se autoasocian para formar oligdmeros activos, teniendo entre 4 y
22 subunidades, o en espirales activas de longitud variable. Mientras que las
estructuras cristalinas forman dimeros, tetrameros, hexameros u octameros, las
nitrilasas microbianas forman espirales homo-oligoméricas con variable nimero de

subunidades.

De acuerdo con las diferentes regiones que participan tanto en la

asociacion de los mondémeros, como en la formacién de estructuras mas
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complejas, es posible identificar las interfases que llevan a la formacién de
oligbmeros espirales. La localizacion de las regiones interfaciales y la forma en
gue estas se asocian se muestran en las figuras 5 y 6, correspondientes a un
modelo por homologia construido para la nitrilasa de Rhodococcus rhodochrous
J1. La superficie “A” es aquella en la que se dan todas las interacciones basicas
para la dimerizacion, mientras que la superficie “C” es clave para la formacién de
las estructuras cuaternarias en forma de espiral. La superficie “D” ocurre

Unicamente cuando la espiral completa un giro (figuras 5y 6)213.14),

Figura 5. Modelo de la Nit de R. rhodochrous J1 basado en estructuras resueltas. Se indican las
regiones mas importantes de interaccion entre monémeros (Superficie A), dimeros (Superficie C) y la formada

cuando la espiral completa un giro (Superficie D). Los residuos cataliticos, Glu (rojo), Lys (azul) y Cys
(amarillo) son ilustrados como esferas®4).

: »'_' : Superficie C
L) 1 — Superficie A

/ L 90°
i &

-‘J“ ot Superficie D

97NHDRAADLLRQVS6

‘ 0
& . 86VQRLLDAARDHNS7

Figura 6. Modelo de oligdmero de la Nit de R. rhodochrous J1 ajustado en una hélice tridimensional. La

hélice es construida por los dimeros que interaccionan a lo largo de la superficie A, que a su vez interactdan
mediante las superficies C y D4,
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El dimero constituye el bloque de construccion primario para la oligomerizacion y
Su asociacion ocurre en varias formas entre las enzimas de la superfamilia. En
particular, la nitrilasas del género Rhodococcus pueden formar complejos que se
estima tienen entre 10 y 12 subunidades en presencia de sustrato, tratamiento con
calor o con la adicidon del sulfato de amonio o de un disolvente organico. Este
fendmeno también se observa con las cianuro dihidratasas, como es en el caso de
la CynD de B. pumilus C1 (CynDpum) que fue encontrada como espirales de 18
subunidades hasta hélices de longitud variable, mostrando una dependencia por el

pH del medio para la formacién de las estructuras observadas®19).

Existen numerosas sugerencias acerca del significado funcional de la
oligomerizacion. Jandhyala y colaboradores observaron un incremento en la
actividad de CynDpum respecto a un homologo para el que no ocurre un cambio
estructural dependiente del pH (figura 7)3%. Un incremento en la actividad,
acompafiado de un aumento en el tamafio del complejo oligomérico, es
comunmente observado en especies de Rhodococcus en donde dimeros inactivos
y oligbmeros activos superiores han sido encontrados. Probablemente el mejor
ejemplo es el de la nitrilasa de R. rhodochrous J1, la cual mostro la formacién de
oligbmeros activados de 480 kDa que se autorearreglaron en largas hélices
después de un corte de 39 aminoacidos en el fragmento del C-terminal,

probablemente debido a una autoprotedlisis (figura 7)@14),

Figura 7. Micrografias electronicas de tincion negativa para la CynD de B. pumilus Cl apH 8 (A) y 5.4
(B), mostrando la transicién de particulas discretas a filamentos extendidos. (C) Hélices formadas por

la nitrilasa trunca en 39 aminoacidos de R. rhodochrous J1(14.15),
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Mecanismo de reaccion

Todas las enzimas de la superfamilia conservan los tres residuos
cataliticos, es decir, una cisteina que actia como nucleodfilo, un glutamato que
actia como un catalizador acido-base y una lisina que estabiliza al intermediario
tetraédrico®11:12), Mientras que el mecanismo de reaccién de las nitrilasas no esta
bien definido, informacién considerable puede ser inferida de estudios
estructurales de otros miembros de la superfamilia, en particular de la N-
carbamoil-D-aminoacido-amidohidrolasa (DCasa) de Agrobacterium radiobacter y
la amidasa de Geobacillus pallidus RApc8. En ambas enzimas el nitrégeno del
grupo amida del sustrato estd interaccionando por puente de hidrégeno con los
dos glutamatos del sitio activo (47 y 146 en la DCasa). La posicion de ambos
glutamatos estad conservada en estructuras conocidas y ha sido sugerido que
estas interacciones juegan un papel importante en el posicionamiento del sustrato.
Se ha establecido que la reaccion empieza con un ataque nucleofilico de la
cisteina del sitio activo sobre el sustrato para formar un intermediario tetraédrico.
Uno de los dos glutamatos (Glu47) incrementa la nucleofilicidad de la cisteina y
participa en la transferencia de proton, dando lugar a la liberacién de amoniaco. El
intermediario tetraédrico es pensado que es estabilizado por la lisina conservada.
El intermediario tioéster, formado después de la liberacion de amonio, es sometido
a un ataque nucleofilico catalizado por base, formando un segundo intermediario
tetraédrico estabilizado, el cual después colapsa, conllevando a la liberacién del
producto acido y la restauracion de la enzima (figura 8)®.

La observaciéon de que el intermediario acil-enzima podria prevenir el
acceso de agua a la vecindad del primer glutamato del sitio activo (E59 en la
amidasa de G. pallidus), conduce a la sugerencia de que la hidrélisis de este
intermediario puede ser catalizada por el segundo residuo de glutamato (E142 en
la amidasa de G. pallidus), cuya cadena lateral se encuentra en posicién
adecuada para actuar como catalizador acido-base. Se ha observado que la
amidasa mutante E142L de G. pallidus RApc8 es inactiva y conduce a la

formaciéon de una cisteina modificada covalentemente con ciertos sustratos.
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Ademas, la localizacion del E142 en un loop que esta dirigido hacia la superficie
“C” (figura 9), hace pensar que este residuo se mueve a otra posicion por la
oligomerizacion, y por lo tanto explica la inactividad de las nitrilasas como dimeros,

particularmente en las bien caracterizadas del género Rhodococcus@16),

Lys [ %ys
H*N""‘ H/N\H /N"‘
- | .
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Figura 8. Esquema representativo del mecanismo de reaccion de las nitrilasas. Se ejemplifican las dos

posibles vias que puede seguir la reaccion, dependiendo del sustrato empleado, ya sea para la formacion del
acido carboxilico (via A) o de la amida (via B)(17:18),
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Figura 9. Vista del loop que comprende a la superficie C y de la “tétrada catalitica” en el sitio activo
para un modelo de la Nit de R. rhodochrous J1. El sitio activo comprende una cisteina (C165), una lisina
(K131) y dos glutamatos (E48 y E138). La localizacion del E138 en la superficie C plantea la posibilidad de
gue la asociacion de dimeros mueve a este residuo a su correcta posicion para la actividad catalitica®@.

Se ha sugerido que, en el caso de los nitrilos como sustratos, un
intermediario tioimidato es formado después del primer ataque nucleofilico, que es
posteriormente hidrolizado con la liberacién de amoniaco y un acil-intermediario, el
cual es sometido a un segundo paso de hidrélisis que es similar al postulado para
las amidasas y las DCasas. Dependiendo de la naturaleza del sustrato, se ha visto
que se puede obtener como producto una concentracion significativa de amida, lo
cual sugiere que el enlace escindible del intermediario tetraédrico tioimidato no
esta bien determinado para todos los sustratos®. Ejemplo de esto es el reportado
por Kiziak y colaborabores para la arilacetonitrilasa de Pseudomonas fluorescens
EBC191, la cual, dependiendo del sustrato, forma el producto amida en un rango
del 8 al 89%. En esta enzima, una correlacion positiva fue observada entre la
cantidad de amida producida y la deficiencia electronica del carbono-a del nitrilo,
sugiriendo una sutil interaccién entre el sitio activo y el sustrato. Ademas, bajas
temperaturas y valores de pH altos hacen que la reaccion se dirija hacia la

formacioén de la amida como producto(®17:19),
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Obtencién de productos de interés industrial a partir de nitrilasas

Alfa-aminoéacidos

Obtenidos comuUnmente mediante la reaccion de Strecker, los a-
aminonitrilos son sustratos atractivos para una conversion selectiva, via hidrolisis
enzimatica, en a-aminodcidos de gran pureza Optica. Estos ultimos se han usado
ampliamente como bloques constructivos en la industria farmacéutica, como
aditivos en alimentos y en la nutricion humana. En el cuadro 2 se exponen los
resultados obtenidos por Bhalla y colaboradores al hidrolizar varios a-aminonitrilos,

empleando una nitrilasa enantioselectiva@?.

NH R. rholgérgﬁfgugem-m NH2
o
R CN RV coon
H H
Sustrato Producto Actividad (%) Pureza éptica (%oee)
DL- a-aminoisocapronitrilo L-Leucina 100 89.7
DL- a-aminopropionitrilo D-Alanina 24.4 57.3
DL- a-isovaleronitrilo L-Valina 0.16 100
DL- a-n-valeronitrilo L-Norvalina 107 92.2
DL- a-capronitrilo L-Norleucina 77.5 100
DL- a-amino-4-metiltiobutironitrilo  L-Metionina 5.37 96.0

Cuadro 2. Especificidad por sustrato de la nitrilasa de Rhodococcus PA-34 para la produccion de

aminoacidos.

Acido mandélico y derivados

Otro producto de igual interés es el acido (R)-mandélico, el cual se ha
descrito como un intermediario clave para la sintesis de penicilinas y
cefalosporinas semisintéticas, un agente para resolucion quiral, asi como un sintén
quiral para la sintesis de agentes antitumorales y contra la obesidad, mientras que

el estereoisomero (S) se usa para la sintesis de los antiinflamatorios no
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esteroidales celecoxib y deracoxib. Notablemente, la nitrilasa de Alcaligenes
faecalis ATCC 8750 mostro rendimientos de conversion del 91% de mandelonitrilo,
con un exceso enantiomérico del 99% del estereoisbmero (R). La reaccién
usualmente se lleva a cabo en condiciones ligeramente alcalinas, en las cuales la
nitrilasa (R) selectiva hidroliza preferentemente al (R)-mandelonitrilo a acido (R)-
mandélico, mientras que el (S)-mandelonitrilo no reactante es espontaneamente
racemizado in situ bajo las condiciones alcalinas, formando nuevamente (R)-

mandelonitrilo que es usado para la hidrélisis (figura 10)Y.

OH OH OH
Nitrilasa de )
CN A. faecalis "’//CN COZH
> +
pH -
\ alcalino ¢ Acido (R)-mandélico
+ HCN

Figura 10. Sintesis de acido (R)-mandélico a partir de mandelonitrilo quiral mediante una resolucion

cinética dindmica por catdlisis con una nitrilasa.

Acido (R)-4-ciano-3-hidroxibutirico

El Lipitor®, el medicamento mas vendido en el mundo, es empleado en la
reduccion de los niveles del colesterol y es un miembro de la familia de las
estatinas inhibidoras de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa. Contiene una
cadena lateral (3R,5S)-dihidroxihexanoato con dos centros quirales. El gran
requerimiento por parte del mercado de medicamentos reductores de colesterol ha
estimulado grandes esfuerzos para la sintesis eficiente y econémica de la cadena
lateral quiral, incluyendo la reduccién asimétrica, catalizada por cetoreductasas, de
precursores carbonilicos, la resolucion cinética, promovida por lipasas, de los

respectivos eésteres, la formacion de enlaces carbono-carbono de aldehidos
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mediada por aldolasas y la desimetrizacion del 3-hidroxiglutaronitrilo racémico

empleando nitrilasas (figura 11).

De acuerdo con los métodos reportados, la desimetrizacion catalizada por
nitrilasas del 3-hidroxiglutaronitrilo para obtener el &cido (R)-4-ciano-3-
hidroxibutirico ha mostrado grandes ventajas debido a que se puede llevar a cabo
con rendimientos teoricos del 100%, ademas de que las nitrilasas son enzimas
gue no necesitan de cofactores para operar, y se puede partir de materias primas

de bajo costo como la epiclorhidrina®122),

ADH o CR
o o y OH O
a. M GoHoroH ¢ 1 M
o >~ o ™~
1. ADH/GDH
0 0 2. Halohidrina OH O
deshalogenasa
Cl\M leshalogenasa NC\)\)L
o o ™ OH OH O

Nitrilasa OH O

OH # N o
ve._L__en o L T (O S
0 , 0 DERA OH OH 0O O l F
Cl\)l\ * )‘L C‘\/‘\M
H H H

(0] o O ADH OH OH O

B"O\M)J\o/\ B”OMO/\

Figura 11. Diferentes rutas biocataliticas empleadas comercialmente para la sintesis de objetivos
intermediarios del Lipitor. Se resalta la ruta que emplea una nitrilasa (rojo). ADH= Alcohol deshidrogenasa,
CR= Carbonil reductasa, GDH= Glucosa deshidrogenasa, FDH= Formiato deshidrogenasa, DERA=

Desoxiribosa-5-fosfato aldolasa y Bn= Bencilo. Imagen modificada de Thayer, 2006 23,

Inmovilizacién de enzimas

El término “enzimas inmovilizadas” hace referencia a “enzimas confinadas
fisicamente o localizadas en una region definida del espacio, con retencion de sus
actividades cataliticas y que pueden ser usadas repetida y continuamente”.
Ademas de sus aplicaciones en procesos industriales, las técnicas de

inmovilizacibn son la base para la produccién de diversos productos
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biotecnolégicos con aplicacion en diagndstico, cromatografia de bioafinidad vy

biosensores.

Los principales componentes de un sistema con una enzima inmovilizada
consisten en la enzima, la matriz y el modo en que estas se unen. Las enzimas
pueden ser unidades al soporte o matriz mediante un conjunto de interacciones,
desde la adsorcién fisica y uniones idnicas, hasta la formacién de enlaces
covalentes estables. Algunas de las propiedades tecnolégicas de los sistemas de

enzimas inmovilizadas se muestran en el cuadro 34,

Ventajas Desventajas
- Reusabilidad del catalizador - Pérdida o reduccion de la actividad
- Mayor facilidad en la operacion del reactor - Limitacion difusional
- Mayor facilidad para la separacion del - Costo adicional

producto

- Eleccion mas amplia del reactor

- Mayor estabilidad operacional y en
almacenamiento del catalizador

- Disminucién de la inhibicién por productos
de reaccion

- Mejores propiedades funcionales
comparado con la correspondiente enzima
soluble

Cuadro 3. Propiedades tecnoldgicas de los sistemas de enzimas inmovilizadas 2425,

Existen un nimero de factores a considerar durante la eleccion de la estrategia de

inmovilizacién enzimética, incluyendo:

a) Tolerancia de la enzima a la inmovilizacién

b) Ambiente quimico y fisico

c) Grupos funcionales en la superficie de la proteina

d) Tamafo de la enzima

e) Carga de la proteina (pl)

f) Polaridad de la proteina (regiones hidrofébicas/regiones hidrofilicas)

g) Necesidades de transporte de sustrato/producto
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Ademas de los mencionados, existen factores relacionados con los que
debe cumplir la matriz a emplear como soporte, tales como el tener una amplia
superficie, ser mecanica y quimicamente estable, resistencia al ataque microbiano,
hidrofilicidad y disponibilidad a bajo costo. No existe un método general que pueda
ser aplicado para la inmovilizacion de cualquier enzima. Tipicamente el enfoque

usado es de ensayo Yy error, hasta que un sistema adecuado se alcanza(@627),

Las técnicas mas frecuentes de inmovilizacion empleadas caen en cinco

categorias (figura 12), cada una de estas con sus propias ventajas y desventajas:

l. Adsorcién y deposicion no covalente

Il. Inmovilizacion via interacciones idnicas

Il. Fijacion covalente

IV.  Atrapamiento en geles poliméricos o capsulas

V. Entrecruzamiento de una enzima

Figura 12. Representacion de las diferentes técnicas de inmovilizacion. (A) Adsorcion no covalente y via

interacciones iénicas, (B) Fijacion covalente a un soporte, (C) Entrecruzamiento y (D) Atrapamiento en geles o

cépsulas(zg).
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Adsorcion y deposicidon no covalente

La adsorcién de enzimas en soportes puede proceder via diferentes tipos
de interacciones. Enzimas con amplias superficies lipofilicas interactuardn con
soportes hidrofébicos mediante fuerzas de van der Waals y cambios en la
entropia, asegurando su inmovilizacion en el soporte. Por otro lado, residuos de
azucares en enzimas glicosiladas pueden asegurar la inmovilizacion via puentes
de hidrégeno, dado que grandes areas de superficies hidrofilicas de la enzima
interactuaran con soportes hidrofilicos. La ventaja de la inmovilizacion via efectos
entropicos o puentes de hidrogeno es que la enzima no tiene que ser pretratada o
quimicamente modificada e incluso es posible usar preparaciones crudas de la

enzima para estas inmovilizaciones.

Sin embargo, una desventaja significativa de la inmovilizacién por absorcion
es que la enzima tiende a separarse del soporte cuando se emplea en un medio
acuoso. Este no es el caso si son usados disolventes organicos, debido a la
insolubilidad intrinseca de las enzimas en tales medios. En el caso de la
deposicion, el soporte simplemente es adicionado a una disolucion acuosa de la
enzima y posteriormente el biocatalizador es recuperado por precipitaciéon o
evaporacion de la fase acuosa. Como resultado, la enzima es depositada en el
soporte solido y no estan involucradas fuerzas motrices hidrofébicas o entrépicas

en el proceso de inmovilizacion.

Inmovilizacién via interacciones idnicas

Dependiendo del pH de la disolucién y el punto isoeléctrico de la superficie
de la enzima, ésta puede adquirir cargas, las cuales son aprovechadas para unirse
ibnicamente a un soporte cargado. Esencialmente cualquier intercambiador de
iones puede actuar como un soporte para inmovilizacion via interacciones idnicas
y fuertemente polares. Dependiendo de la carga predominante de la enzima, el
intercambiador de iones necesita estar negativo (por ejemplo, por carboxilatos) o

positivo (por ejemplo, por grupos amino protonados)®”).
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El método es simple y reversible, pero, en general, es dificil encontrar
condiciones bajo las cuales la enzima permanezca fuertemente unida y
completamente activa. Dentro de los problemas que surgen con este tipo de
inmovilizacion estan el uso de soportes altamente cargados que cuando los
substratos o0 productos poseen carga propia se observan resultados cinéticos
distorsionados como resultado de los fendmenos de particion y difusion. Por lo
tanto, las propiedades de la enzima, tales como pH Optimo o estabilidad
dependiente del pH, pueden cambiar. A pesar de que esto puede traer un
problema, también puede ser util para cambiar las condiciones Optimas de una
cierta enzima hacia condiciones mas alcalinas o &cidas, dependiendo de la

aplicacion®4).

Fijacion covalente

La inmovilizacion de proteinas por métodos basados en la formacién de
enlaces covalentes esta entre los mas usados. Una ventaja de estos métodos es
que, debido a la naturaleza estable de los enlaces formados entre la enzima y la
matriz, la enzima no es liberada en la disolucién durante su uso. Sin embargo, con
la finalidad de alcanzar altos niveles de actividad ya enlazada la enzima, los
residuos esenciales para la actividad catalitica no deben involucrarse en la unién
covalente con el soporte; esto puede ser un dificil requerimiento de cumplir en

ciertos casos,

Como regla de oro, la inmovilizacion covalente debe prevalecer cuando se
trabaje en disoluciones acuosas y cuando factores desnaturalizantes estén
presentes. Esto se debe a que que la formacion de multiples enlaces covalentes
entre la enzima y el acarreador reduce la flexibilidad conformacional y vibraciones
térmicas, previniendo asi el desplegamiento y desnaturalizaciéon de la proteina.
Sobre todo, las enzimas covalentemente modificadas deben ser aplicadas en

disolventes organicos o en reactivos hidrofébicos puros para evitar la filtracion.
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Una clara desventaja de la unidn covalente es que la enzima es modificada
guimicamente. Como es de esperarse, la inmovilizacion no ocurre de manera
uniforme para todas las moléculas de enzima en un lote. Sin embargo, la fijacion
en varios puntos de las enzimas puede ser logrado mediante el enlazamiento
estrecho al soporte. Esto no esta limitado a enzimas monoméricas, también es

aplicable para aquellas que son multiméricas.

Comunmente, los grupos amino de la enzima son empleados para la
inmovilizacion covalente. Sin embargo, otros grupos funcionales en la superficie
de la enzima también puede ser utilizados, incluyendo grupos tiol, acidos
carboxilicos, asi como residuos de azucares. El grupo amino como nucledfilo
puede atacar, por ejemplo, a epoxidos o aldehidos en el soporte. En el caso de los
aldehidos se da la formacion de iminas que pueden ser subsecuentemente
reducidas (empleando borohidruro de sodio), asegurando una inmovilizacién
irreversible. Grupos carbodiimida también pueden ser empleados, esencialmente
para la formacion de un enlace amida con un grupo acido en el acarreador o

viceversa (figura 13).

Como una variacion adicional a los grupos mencionados, grupos reactivos
en el soporte pueden ser enlazados via espaciadores cortos o largos a la enzima.
Estos grupos espaciadores permiten ampliar la flexibilidad conformacional de la
enzima. Esto puede ser una ventaja para enzimas tales como las lipasas, las
cuales son conocidas por someterse a cambios conformacionales cuando
interacttan con el sustrato. Por otro lado, espaciadores cortos pueden conferir una
mayor estabilidad térmica debido a que restringen la movilidad de la enzima,

previniendo el desplegamiento@”),
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Figura 13. Diferentes grupos reactivos presentes en los soportes para inmovilizacién quimica. Se
muestra el modo en que producen la unién covalente con los grupos amino o acido de la superficie de la

enzima®@?),

Atrapamiento en geles poliméricos o capsulas

La mejor manera de evitar cualquier influencia negativa sobre la estructura
de una enzima es atrapandola o encapsulandola. Los métodos de atrapamiento
estan basados en la oclusion de una enzima entre una red polimérica que permite
el paso a través de ella de sustrato y producto, pero retiene a la enzima. Existen
diferentes enfoques para el atrapamiento de enzimas, tales como el atrapamiento
en gel o fibras y la microencapsulacion. El uso préactico de estos métodos esta
limitado por las limitaciones en transferencia de masa a través de las membranas

o geles®?,

Entrecruzamiento

Un caso extremo de la union covalente es el entrecruzamiento de enzimas,
empleando un agente bifuncional tal como el glutaraldehido. En este caso, en
lugar de fijar la enzima a un soporte externo, la enzima actia como su propio

soporte®”). Este enfoque tiene claras ventajas: actividad enzimatica altamente
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concentrada en el catalizador, alta estabilidad y bajos costos de produccion debido
a la eliminacion de un soporte adicional (generalmente costoso), por lo que a partir
de finales de los 1960’s esta metodologia se volvio la mas usada industrialmente

para la inmovilizacién de enzimas por las siguientes décadas®).

Cristales enzimaticos entrecruzados (CLECS)

Los CLECs proporcionan un aumento significativo en la estabilidad a la
desnaturalizacion por calor, disolventes organicos y protedlisis, en comparacion
con las correspondientes enzimas solubles o en polvos liofilizados. Ademas, los
CLECs son enzimas inmovilizadas altamente activas, robustas y de tamafio
controlable de particula, variando entre 1 y 100 um. Su alta estabilidad operacional
y su facil reciclaje, junto con sus altas actividades cataliticas y productividades

volumétricas los hace adecuados para biotransformaciones industriales®).

Agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS)

Una desventaja inherente de los CLECs es la necesidad de cristalizar a la enzima,
lo cual es, a menudo, un procedimiento laborioso que requiere de enzima
altamente pura. Sin embargo, se pueden obtener resultados semejantes con la
simple precipitacién de la enzima de disoluciones acuosas, empleando técnicas
estandar, y entrecruzando los resultantes agregados fisicos de moléculas de
enzima, dando lugar a agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS). La
purificacion de proteinas por precipitacion de disoluciones acuosas, por ejemplo,
con sulfato de amonio o polietilenglicol, se usa frecuentemente como método
primario para la purificacion de proteinas, por lo que la preparacion de CLEAs
puede integrarse facilmente dentro del protocolo de purificaciéon, dado que éstos
no requieren enzima altamente pura. Esto puede ser usado, por ejemplo, para el
aislamiento directo de una enzima, purificada e inmovilizada en una forma
adecuada para realizar biotransformaciones de un medio crudo de

fermentacion(@9),
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Es bien conocido que la adicion de sales, disolventes miscibles con agua o
polimeros no i6nicos a una disolucion acuosa de proteina conduce a la
precipitacion de esta como agregados, sin perturbacion de su estructura terciaria,
lo que implica que no hay una desnaturalizacion. Estos agregados sélidos se
mantienen unidos mediante uniones no covalentes, que facilmente colapsan y se
redisuelven cuando son dispersados en agua. El entrecruzamiento de estos
agregados fisicos produce CLEAs que se mantienen permanentemente insolubles
mientras mantienen la superestructura preorganizada de los agregados y, por lo

tanto, su actividad catalitica (figura 14)®:29),

Vv

(NH4)2S04, PEG o
disolvente miscible con
agua

Figura 14. Esquematizaciéon del mecanismo general de formacién de un CLEA®O,

El glutaraldehido es generalmente el agente de entrecruzamiento de
eleccion, debido a que no es costoso y es facilmente asequible en cantidades
comerciales. Este se ha usado por décadas para el entrecruzamiento de
proteinas. El entrecruzamiento ocurre mediante reacciones de los grupos amino
libres de los residuos de lisina, en la superficie de las moléculas de enzima
vecinas, con oligdmeros o polimeros resultantes de condensaciones alddlicas del
glutaraldehido. Esto puede involucrar la formacion de bases de Schiff y adiciones
de tipo Michael a grupos aldehido a,B-insaturados formados previamente. El modo

en que ocurre el entrecruzamiento es también dependiente del pH de la mezcla®V.

Otros dialdehidos pueden también ser usados como agentes
entrecruzantes. Con algunas enzimas, por ejemplo, las nitrilasas, se observa
algunas veces una baja o nula retencion de la actividad cuando se emplea

glutaraldehido como entrecruzante, siendo lo contrario cuando se usa
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dextranpolialdehido, seguido de la reduccion de las bases de Schiff con

borohidruro de sodio para formar enlaces irreversibles de tipo amina(®?,

Ventajas de los CLEAs

Los CLEAs tienen varias ventajas tanto economicas como ambientales en
el contexto de la biocatalisis industrial. Ademas de las ya mencionadas
previamente, como su estabilidad, bajos costos de produccién y actividad
enzimatica altamente concentrada, también exhiben, generalmente, una mejoria
en almacenamiento y una estabilidad operacional aumentada hacia la
desnaturalizacion por calor, disolventes organicos y autoprotedlisis. Ademas, este
enfoque de inmovilizacién es aplicable a una amplia variedad de enzimas (lipasas,
oxidoreductasas, liasas, etc), por lo que otra ventaja deriva en la posibilidad de co-
inmovilizar dos o0 mas enzimas para proporcionar CLEAs capaces de catalizar
multiples biotransformaciones, ya sea de forma independiente o0 en secuencia

como procesos cataliticos en cascada.

Como con todas las enzimas inmovilizadas, uno podria esperar una pérdida
en actividad debido a las limitaciones difusionales en un catalizador solido. Sin
embargo, los CLEAs son materiales altamente porosos en los cuales
generalmente no se han observado limitaciones difusionales cuando se usan en

transformaciones biocataliticas en sintesis organica®®).

Aplicaciones de los CLEAs

Existen una gran cantidad de reportes acerca de enzimas inmovilizadas
mediante el enfoque de los CLEAs. Ejemplo de esto es la preparacién de CLEAs
de las quimiotripsina, papaina y proteasa alcalina de Bacillus licheniformis. Esta
tltima es una enzima econOmica usada en detergentes para ropa. Ademas, se ha
usado ampliamente en sintesis organica en la resolucion de ésteres de
aminoacidos, aminas y en la sintesis de péptidos. Ejemplo de ello es el reportado

por Quaedflieg y colaboradores, para la sintesis versatil y altamente selectiva de
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ésteres de acidos carboxilicos de aminoacidos N-protegidos y de péptidos usando

un CLEA de una alcalasa (figura 15)@:33),

RHN RHN ‘
OH OR

CLEA de alcalasa

Y

R'OH

R= Cbz, Boc, Fmoc, Formilo
'=Me,Et,Bn,z-Bu,Alilo

Figura 15. Esterificacién de aminoacido N-protegidos con un CLEA de alcalasa®3.

Quizas un ejemplo mas preciso acerca de las ventajas de los CLEAs es el
que se observo con la Penicilina G amidasa, una enzima de alto interés industrial,
empleada en la sintesis de penicilinas y cefalosporinas semisintéticas. La enzima
libre tiene una estabilidad térmica limitada, asi como una baja tolerancia a
disolventes organicos, mientras que el CLEA de la misma, preparado por
precipitacion con t-BuOH y entrecruzamiento con glutaraldehido, prob6 ser un
catalizador efectivo para la sintesis de ampicilina, teniendo inclusive una

productividad mas alta que la de la enzima libre (figura 16)@%:34),

NH,

NH
2 HoN

ZT

NH, Penicilina G amidasa

+ 0]
o] o 3
Ampicilina
Conversion (%) Radio S/H Productividad relativa
Enzima libre 88 2.0 100
CLEA 85 1.58 151

Figura 16. Sintesis de ampicilina empleando un CLEA de Penicilina G amidasa. Radio S/H= Radio de
sintesis/hidrolisis. Modificada de Sheldon, 20079,
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CLEMPASs (Agregados enzimaticos entrecruzados en particulas

magnéticas)

Dentro de los varios enfoques que se ha dado a los CLEAs, se puede
destacar su formacion en particulas magnéticas, conocidos como CLEMPASs. Este
tipo de particulas facilitan la recuperacion del catalizador, debido a que sélo se
necesita de la aplicacion de un campo magnético para conseguir esto. Tudorache
y colaboradores inmovilizaron la lipasa de Aspergillus niger y encontraron como
mejor agente precipitante al dimetilcarbonato y, mientras que como agente
entrecruzante emplearon glutaraldehido, ademas de haber adicionado particulas
magnéticas que formaron parte del biocatalizador (figura 17).

Mediante este disefio de CLEMPAs, se mejord el comportamiento catalitico
del biocatalizador en comparacién con la particula unida Unicamente a particulas
magnéticas. Ademas, el biocatalizador se usé exitosamente en 20 ciclos de

reaccion sin una pérdida significativa de la actividad catalitica(®>),

2 &
«®e .0'.‘ \: o é;' ::.- ‘r 05‘:5
BT Fhop 20 Sl T
“« ' 9.0 '\"‘ ) ’t
. . T & w ¥
Lipasa en Mezcla de B - =
disolucion buffer lipasa y PM Precipitacion de lipasa Entrecruzamiento
DMC GA ﬂ
> — o
Campo Campo
magnético magnético

Agregados
de lipasa

Imén j

Figura 17. Esquema de preparacion de un biocatalizador CLEMPA. PM= Particula magnética, DMC=
Dimetilcarbonato y GA= Glutaraldehido. Modificado de Tudorache, 2013,

CLEMPA
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Combi-CLEASs

Los procedimientos de conversion catalitica en cascada sin recuperacion de
productos intermediarios son considerados importantes metodologias para la
reduccion de la huella ambiental de la sintesis organica. Bajo este enfoque, la
sintesis industrial enzimatica de acidos 2-hidroxicarboxilicos enantioméricamente
puros representa un interesante ejemplo. Chmura y colaboradores combinaron los
procesos enziméticos de hidrocianacion e hidrolisis de nitrilos en una via
enzimatica en cascada, mediante el enfoque de las Combi-CLEAs, para la
obtencion de acido (S)-mandélico enantioméricamente puro. Para ello, ocuparon
una hidroxinitrilo liasa (S) selectiva y una nitrilasa no selectiva que pudiera operar
en valores de pH ligeramente acidos, inmovilizando a ambas con sulfato de
amonio como agente precipitante y con dextranpolialdehido como agente

entrecruzante (figura 18)9),
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Figura 18. Proceso bioenzimético para la sintesis de acido (S)-mandélico, empleando una hidroxinitrilo

liasa (S) especifica y una nitrilasa no especifica en conjunto©®),

Dextrano

El dextrano es un polisacérido bacteriano que consiste esencialmente en
residuos de D-glucopiranosa enlazados por enlaces a-1,6 glucosidicos, con un
pequefio porcentaje de residuos enlazados por enlaces a-1,2, a-1,3 y a-1,4 como
cadenas laterales. Ademas, es ampliamente usado para aplicaciones biomédicas
debido a su biocompatibilidad, baja toxicidad, relativo bajo costo y facilidad de
modificabilidad. Este polisacarido ha sido usado clinicamente por mas de cinco




Marco teérico

décadas como un expansor de volumen de plasma, potenciador de flujo periférico,

agente antitrombolitico, etc.

El dextrano es altamente soluble en agua y muy estable bajo condiciones
suaves de acidez y basicidad. Este contiene una gran cantidad de grupos hidroxilo
que lo hacen adecuado para una derivatizacion y un subsecuente

entrecruzamiento quimico o fisico®".

Modificacion quimica de dextrano por oxidacion. Obtencion de
dextranpolialdehido (DPA)

La alta densidad de grupos hidroxilos en el dextrano hace posible diferentes
tipos de modificaciones quimicas del mismo. Dentro de las mas importantes se
encuentra su oxidacién con iones peryodato, la cual es una reaccién acuosa libre
de catalizador que brinda un producto purificable mediante un simple paso de
dialisis. Los residuos de glucosa del dextrano tienen dioles vecinales, presentando
dos diferentes enlaces que se pueden oxidar, en el mismo residuo. La oxidacién
de cualquiera de esos residuos produce un aldehido en Cs, que es susceptible a
una segunda oxidacién debido a la presencia de grupos hidroxilos en C2 0 Ca
(figura 19)G7),
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Figura 19. Estructura y reaccion de oxidacion del dextrano. A) Estructura quimica del dextrano, B)

Reaccién de oxidacion del dextrano con peryodato de sodioG?,
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Dextranpolialdehido como agente entrecruzante

Como se mencion6é anteriormente, el glutaraldehido es comuinmente el
agente entrecruzante de eleccion para la preparacion de CLEAs de una amplia
variedad de enzimas. Sin embargo, no siempre se obtienen enzimas activas
cuando se ocupa éste, resultando en una pérdida total de la actividad, debido,
posiblemente, a una reaccion del agente entrecruzante con los residuos que son
cruciales para la actividad enzimatica, como se ha observado con nitrilasas y
alcohol deshidrogenasas. Ademas, con entrecruzantes tales como el
glutaraldehido, esta inactivacion es particularmente severa debido a la alta
reactividad y pequefio tamafio de éste, permitiendo que su entrada al sitio activo
de la proteina, dando acceso a todos los aminoacidos esenciales para la actividad
catalitica. Por ello, se han empleado polialdehidos méas voluminosos como
agentes entrecruzantes, entre ellos el DPA, con la finalidad de evitar la pérdida
total de actividad, obteniendo resultados positivos. Para evaluar el efecto del DPA
como agente entrecruzante, Mateo y colaboradores inmovilizaron varias enzimas,
empleando glutaraldehido y dextranpolialdehido, y compararon la actividad

recuperada con ambos (cuadro 4)©2),

Enzima Actividad recuperada (%)?
| Glutaraldehido Dextranpolialdehido
Hidroxinitrilo liasa (P. amydgalus) 10 10
Nitrilasa (P. fluorescens) 0 50
Nitrilasa (BioCatalytics 1004) 0 60
Alcohol deshidrogenasa (L. brevis) 0 7-10
Penicilina G acilasa (E. coli) 48 85-90

aCon respecto a la enzima nativa

Cuadro 4. Efecto del agente entrecruzante en la actividad recuperada de los CLEAs®?,

Los resultados fueron en general mucho mas altos para las enzimas inmovilizadas
con DPA que los obtenidos con glutaraldehido como entrecruzante. Estos se
atribuyen a las amplias dimensiones del DPA, que evitan la posible reaccion con

los residuos de aminodcidos cataliticamente relevantes®?,
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Antecedentes

En el Laboratorio de Fisicoquimica e Ingenieria de Proteinas (LFQIP), de la
Facultad de Medicina, UNAM, se clond, sobreexpreso y purificd la nitrilasa de
Rhodococcus sp V51B. Esta enzima es estable y soluble en una concentracion
200 mM de cloruro de sodio, mientras que, a menor fuerza iodnica, tiende a formar
agregados insolubles. La caracteristica mas importante de esta nitrilasa es que
presenta actividad tanto para benzonitrilo, nitrilo aromatico, como para
valeronitrilo, nitrilo alifatico, lo que la hace una enzima con gran potencial
biocatalitico, debido a que la cantidad de nitrilasas que son capaces de hidrolizar

ambos tipos de nitrilos son escasas(@839).

Con la finalidad de obtener y estudiar estructuras helicoidales en forma de
espirales a partir de la nitrilasa recombinante de R. sp V51B, se generaron varias
enzimas mutantes con el extremo C-terminal truncado en varias posiciones, entre
ellas la posicion A328, acortando la secuencia en 39 aminoacidos. Esta mutante
se disefid considerando el sitio de autoprotedlisis reportado para la nitrilasa de R.

rhodochrous J1, con la cual se comparte un 92% de identidad4).

Al comparar la actividad de la enzima silvestre y la mutante AC328, se
observé que ambas enzimas son capaces de transformar ambos sustratos en una
relacion 3:1, mostrando preferencia por el benzonitrilo. Sin embargo, la actividad
de la mutante con respecto a la de la silvestre es diez veces mayor (figura 20).

Por analisis de dispersion dindmica de luz (DLS), bajo las mismas
condiciones de pH, fuerza i6nica y concentracion de proteina, se determiné el
tamafio para cada enzima, encontrando que la nitrilasa silvestre tienen un
diametro de entre 16-19 nm, correspondiente con un oligbmero de 12 a 14
subunidades. El diametro promedio de la mutante A328 fue de 170 nm. Por
microscopia electronica de transmision y tincidbn negativa se observo que la
mutante A328 se ensambla en filamentos helicoidales homogéneos con un

didmetro de 11 nm, pero de longitud variable entre los 50 y 400 nm (figura 21).
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Mediante ensayos de desnaturalizacién térmica, se determiné que la
enzima mutante A328 presenta una temperatura de fusion (Tm) aparente de 70.9

°C, mientras que la de la enzima silvestre es de 65.4 °C(9).

Finalmente, la mutante A328 mantiene su actividad en concentraciones
bajas de disolventes, tales como metanol, isopropanol y n-propanol, siendo esta
una propiedad deseable debido a la baja solubilidad de algunos sustratos en
medios completamente acuosos.
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Figura 20. Comparacién de las actividades especificas para las diferentes mutantes por delecién en el
C-terminal. Se resaltan en rojo a la mutante A328 (izquierda) y a la enzima silvestre (derecha)®9.

Figura 21. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision de nitrilasa mutante

NitAC328. Se observa la formacién de filamentos helicoidales de longitud variable.
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Planteamiento del problema

La biocatélisis es considerada como el corazén de la industria biotecnoldgica,
siendo una solucion para la quimica verde debido a su excelente eficiencia
catalitica y sus caracteristicas benignas para el ambiente, empleando a las
enzimas como maquinarias moleculares para llevar a cabo las transformaciones

de interés.

Las nitrilasas constituyen enzimas de gran valor biotecnolégico por su
quimio-, regio- y enantioselectividad para la produccion de acidos carboxilicos de
gran interés industrial. Sin embargo, la mayoria de las nitrilasas muestran una baja
estabilidad y rdpidamente se vuelven inactivas en condiciones agresivas, limitando

sus aplicaciones industriales en la biocatalisis de nitrilos por la falta de robustez.

Por otra parte, la inmovilizacion enzimatica es considerada a menudo como
la clave para la optimizacion del desempefio operacional de una enzima en un
proceso dado, ya que frecuentemente se consigue mejorar sus propiedades tales

como estabilidad quimica y térmica, e incluso aumentar su actividad enziméatica.

La nitrilasa mutante NitAC328 de Rhodococcus sp V51B constituye un
modelo interesante y adecuado de estudio para la inmovilizacién quimica debido a
sus grandes propiedades biocataliticas, tales como su aumentada actividad
enzimatica, considerable estabilidad térmica, tolerancia a disolventes en bajas
proporciones y actividad hacia sustratos de naturaleza tanto alifatica como

aromatica.

Por lo tanto, y en funcién de lo mencionado previamente, la inmovilizacion
quimica, por medio de CLEAs, de la NitAC328 de R. sp V51B proporcionara una

mejoria en las propiedades biocataliticas de esta enzima.
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Objetivos

Objetivo general

- Caracterizar la actividad enzimatica de filamentos cataliticos inmovilizados
de la nitrilasa NitAC328 de Rhodococcus sp V51B.

Objetivos particulares

- Sobreexpresar la mutante NitAC328 de R. sp V51B.

- Purificar la mutante NitAC328 de R. sp V51B.

- Determinar la actividad enzimatica de la mutante.

- Definir las condiciones de inmovilizacidbn o6ptimas para los filamentos
enzimaticos.

- Determinar la reusabilidad de la enzima inmovilizada.

- Evaluar la estabilidad en almacenamiento de la enzima inmovilizada.

- Evaluar la actividad y estabilidad térmica de los entrecruzados.

- Caracterizar la actividad enzimatica de los entrecruzados en diferentes
valores de pH.

- Determinar la actividad enzimatica de los entrecruzados en diferentes
mezclas binarias agua - disolvente.

- Caracterizar la especificidad y selectividad de los entrecruzados por
sustratos de diferente naturaleza.

- Determinar los parametros cinéticos (Km y Vma) de la enzima inmovilizada.




Hipotesis

Hipotesis

La inmovilizacién quimica de la nitrilasa mutante NitAC328 de Rhodococcus sp
V51B, por formacién de CLEAs, mejorara las propiedades biocataliticas de ésta,
aumentando su robustez y desempefio operacional, haciéndola una herramienta

util en la obtencion de acidos carboxilicos de interés industrial.




Materiales

Equipos

Agitador para microtubos
Thermomixer® Comfort
(Eppendorf)

Autoclave Hirayama (Amerex
Instruments)

Bafio termostatizado SWB25
(Thermo Scientific™)

Bomba de vacio RZ 6
(Vacuubrand)

Camaras para electroforesis
Amersham™ (GE Healthcare Life
Sciences®)

Centrifuga para microtubos 5424
R (Eppendorf)

Centrifuga Sorvall RC 6+ (Thermo
Scientific™)

Concentrador por vacio Speed
Vac SC110 (Savant™)

Estufa

Fuente de poder para
electroforesis PS500XT (Hoefer®)
Incubadora orbital INO-650 M
(Prendo)

Incubadora microbioldgica
Parrillas de agitacién PC-410D
(Corning®)

Procesador ultrasénico de 500w

Cole-Parmer®

Materiales

Recirculador de anticongelante
Reostato

Rotor Fiberlite F21-8x50y (Thermo
Scientific™)

Rotor SLA-3000 (Thermo
Scientific™)

Sonicador para degasado
Bransonic ® 2510 (Branson)
Trampa de condensacion
refrigerada RT400 (Savant™)

Instrumentos

Balanza analitica BP221S
(Sartorius)

Balanza de dos platillos Harvard
Trip® (OHAUS®)

CLAR preparativo Waters
600S/2487/623 (Waters)

CLAR analitico Alliance®
€2695/2489/2414 (Waters)
Columna de exclusion molecular
Sephacryl™ S-300 55x3.5cm (GE
Healthcare Life Sciences®)
Columna de fase reversa
Symmetry® C18 3.5um —
4.6x75mm (Waters)
Espectrofotometro UV-Visible de
doble haz Libra S60 (Biochrom)



- Lector de microplacas POLARstar -

Omega (BMG Labtech)

- Micropipetas de 10, 20, 100, 200
MLy 1y 5 mL (Eppendorf)

- TermoOmetro

- Potenciémetro pH 700 (Oakton®)

Material bioldgico

- Células de E. coli BL21 (DE?3)
pLysS

- Gen de NitAC328 de
Rhodococcus sp V51B

Medios de cultivo

- Medio LB sélido
- Medio LB liquido
- Medio SOC

Material general

- Barras magnéticas de agitacion.

- Botellas de vidrio con tapa de 100,
250 y 500 mL

- Celdas de plastico y de cuarzo
para espectrofotometro

- Embudos Buchner

- Equipo para microdestilacion

- Espatulas de acero inoxidable

Materiales

Filtros de membrana Durapore® -
HV con poro de 0.45 pm (Merck)
Filtros para jeringa Afrodisc® CR
con poro de 0.2 um (Pall® Life
Sciences)

Filtros para jeringa Millex® - HV
con poro de 0.45 ym (Merck)
Geles de poliacrilamida al 12%
Gradillas

Jeringas desechables

Matraces aforados de 5, 10y 25
mL

Matraces Erlenmeyer con bafles
de 2L

Matraces Erlenmeyer de 100 y
250 mL

Matraces Kitazato de 100, 250,
500 mLy 1L

Membranas de dialisis con MWCO
de 12,000 (Sigma-Aldrich®)
Papel filtro

Pipetas de transferencia

Placa de 96 pozos

Placas de Petri desechables
Probetas de 15, 100, 250, 500 mL
ylySL.

Puntas para micropipeta
Sistema de filtracion de vacio
(Millipore)

Tubos de ensayo

Tubos Eppendorf de 0.5y 1.5 mL



- Tubos Falcon de 15y 50 mL

- Vasos de precipitados de 50, 100,

250,500 mLy 1y 2 L.

Reactivos

- 1,2-dimetoxietano

- 2-(3,4-dimetoxifenil)-2-
isopropilacetonitrilo

- 2-cloroisonicotinonitrilo

- 2-fenilpropionitrilo

- 2-mercaptoetanol

- 2-metilglutaronitrilo

Materiales

Albumina sérica bovina (BSA)
Antranilonitrilo
Benzamida
Benzonitrilo

Buffer de carga 4x para
electroforesis

Buffer para sonicacion
Carbon activado

CAPS

CAPSO

Cloranfenicol

Cloruro de amonio

Cloruro de potasio

- 3-fenilpropionitrilo - Cloruro de sodio

- 4-cloropicolinonitrilo - Crotononitrilo

- 4-fenilbutironitrilo - Dextranos con PM de 150, 67.3 y
- Acetona 10 kDa

- Acetonitrilo - Disolucién destefidora de geles
- Acido 2-metilglutarico de electroforesis

- Acido antranilico - Disolucion LAEMLI para

- Acido benzoico electroforesis

- Acido bicinconinico - Disolucion tefiidora de geles de
- Acido citrico electroforesis

- Acido clorhidrico - DMF

- Acido nicotinico - DMSO

- Acido p-nitrobenzoico - EDTA disodico

- Acido propionico - Etanol

- Acido succinico - Fosfato de potasio dibasico

- Acrilonitrilo - Fosfato de potasio monobésico
- Adiponitrilo - Hidroxido de potasio

- Agua destilada y desionizada . \ IPTG



Isonicotinonitrilo
Isopropanol
Kanamicina

Kit Spectroquant® para
cuantificacion de amonio (Merck)
Laurilsulfato de sodio
Metanol

Nicotinonitrilo
n-propanol
o-clorobenzonitrilo
o-ftaldialdehido

p-clorobenzonitrilo

Materiales

p-nitrobenzonitrilo

PEG con PM de 35 kDa
Peryodato de potasio
PMSF

Propionitrilo
Succinonitrilo

Sulfato de amonio
Sulfato de cobre

THF

Tris-base

Valeronitrilo
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Métodos

1. Preparacion de disoluciones, medios de cultivo y reactivos
a. Preparacion de medios de cultivo

Se prepararon medios de cultivo LB solidos y liquidos, esterilizandolos a
121 °C por 20 min en autoclave. Los medios sélidos, una vez que se encontraron
a una temperatura adecuada, se suplementaron con kanamicina y cloranfenicol a
concentraciones finales de 30 uyg/mL y 34 ug/mL, respectivamente, mientras que a
los medios liquidos se les adiciond Unicamente kanamicina y hasta el momento

previo de su uso, a la misma concentracion.

b. Preparacion de disoluciones buffer para elucién, didlisis, ensayos de

actividad y cuantificaciéon por CLAR

Las disoluciones buffer empleadas para la purificacion de la proteina por
exclusién molecular, dialisis, ensayos de actividad y cuantificacion constaron de lo

siguiente:

- Buffer para elucion: KH2PO4 10 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1mM y 2-
mercaptoetanol 14.25 mM, pH final= 7. La disolucion se filtr6 y desgasifico
por vacio.

- Buffer para dialisis: KH2PO4 100 mM y KCI 100 mM, pH final= 7.8.

- Buffer para actividad: KH2PO4 100 mM, pH final= 7.8.

- Buffer para cuantificacion por CLAR: KH2PO4 50 mM, pH final= 2.9. La

disolucion se filtré y se desgasificé por sonicacion.

c. Oxidacion de dextranos como agentes entrecruzantes

En un vaso de precipitados de 10 mL se colocaron 165 mg de dextrano, 372
mg de metaperyodato de potasio y se disolvieron en 5 mL de agua. Se

mantuvieron con agitacion por 90 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
( !.k."r/ — ".".. \
F—NH M=/
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SN HN
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trasladaron a una membrana de dialisis y se dializaron en 4L de agua por 24 h,

cambiando el agua 5 veces.

2. Transformacion de células bacterianas competentes

Células de E. coli BL21 (DE3) pLysS quimiocompetentes fueron
transformadas con el vector pET-24a(+), el cual tenia integrado al gen de la
nitrilasa NitAC328 de R.sp V51B, mediante la técnica de choque térmico. Para
ello, 50 pL de las células fueron mezclados con 2 uL del ADN, se calentaron en un
bafio de agua a 42 °C por 45 s y después se colocaron 2 min en hielo, agregando
finalmente 1 mL de medio SOC liquido e incubando las células por 45 min a 37 °C
y 200 rpm. Se tomaron 400 uL del medio y se sembraron en una placa con medio

LB-kanamicina-cloranfenicol, incubandola por 12 h a 37 °C.

3. Sobreexpresion de la nitrilasa

Para la induccion y sobreexpresion de la proteina, un tubo con 10 mL de
medio LB-kanamicina se inoculé con una colonia fresca de las células de E. coli
BL21 (DES3) pLysS transformadas, incubandolos por 12 h a 37 °C y 200 rpm. Con
este tubo se inocul6 1L de medio liquido LB-kanamicina, el cual se dej6 en
agitaciéon a 200 rpm y a 37 °C hasta que las células alcanzaron una DOesoo= 0.6-
0.8. Posteriormente, se promovio la sobreexpresion de la proteina con la adicion
de IPTG a una concentracion final de 0.4mM, incubando a 22 °C y 200 rpm por 8
h.

Pasado este tiempo, se centrifug6 el cultivo por 20 min a 6,000 romy 4 °Cy
se desecho el sobrenadante y se conservo el pellet celular, el cual se resuspendio
en 40 mL de buffer de lisis, suplementado con 40 uL de PMSF al 8.7% en DMSO.
La ruptura de las células se llevo a cabo por sonicacion en frio con un procesador

ultrasénico (15 ciclos de pulsos de 45 s con una amplitud del 45% e intervalos de
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descanso de 2 minutos entre cada uno). El extracto total se centrifug6 por 20 min
a 15,000 rpmy 4 °C.

4. Purificacién de la nitrilasa

a. Precipitacion con sulfato de amonio

Se midié el sobrenadante obtenido de la centrifugacién del lisado celular y
se satur6 al 20% de sulfato de amonio pulverizado (114 g/L), para dejar

precipitando la proteina por al menos dos dias a 4 °C.

b. Cromatografia de exclusiébn molecular

El precipitado obtenido de la precipitacion con sulfato de amonio se
resuspendié y se centrifugd por 20 min a 15,000 rpm y 4 °C. Se desechd el
sobrenadante y la pastilla obtenida se resuspendié en 2 mL de buffer de elucion y
se filtr6 con un filtro de 0.45 um de tamafo de poro. El solubilizado se inyect6 en
un cromatégrafo Waters, llevando a cabo la separacibn en una columna
Sephacryl™ S-300, equilibrada previamente con el buffer de elucion. Todo el
proceso se realizé a un flujo de 0.5 mL/min y con una deteccién a 280 nm.

Se analizaron por SDS-PAGE las fracciones que contenian a la proteina, de
acuerdo con el cromatograma obtenido previamente y se colectaron las de mayor

pureza y concentracion.

c. Concentraciéon con PEG

Las fracciones colectadas se introdujeron en una membrana de dialisis y se
concentraron con PEG a 4 °C, hasta que comenz6 a notarse agregacion de la
proteina, para posteriormente retirar la membrana del PEG y enjuagarla con agua

para remover éste.
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d. Dialisis

Se introdujo la membrana de didlisis con la proteina en un 1L de buffer de

didlisis y se dializé por 24 h a 4 °C con un cambio del buffer.

5. Cuantificacion de la proteina

La cuantificacion de la proteina se llevo a cabo por el método del acido
bicinconinico®?. La sal sodica de este acido es capaz de formar un complejo
morado intenso con iones Cu* en un medio alcalino, que absorbe a 562 nm (figura
22). Los iones Cu* son producidos por la reaccion entre la proteina y Cu?* alcalino
(reaccidn de Biuret). Se construyd una curva de calibracion de los 4 pg/mL a los
40 ug/mL, empleando albumina sérica bovina (BSA) como estandar de referencia
para la posterior cuantificacién de la nitrilasa. Para la desnaturalizacion de la

proteina de referencia y la obtenida de la purificacion se utiliz6 SDS al 10%.

Medio alcalino
Proteina + Cu?* » Cu*

Medio alcalino

\

Cu*+ 2 BCA

Amax = 562 nm

Figura 22. Formacion del complejo morado entre el BCA y el ion cuproso generado de la reaccion de
Biuret. Modificado de Smith, 19859,
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6. Determinacién de actividad enzimatica

La determinacion de la actividad enzimatica se llevé a cabo con 5 pg de
enzima y se emple6 benzonitrilo como sustrato estandar, a una concentracion final
de 1 mM en 1 mL de buffer de actividad, durante 10 min a 30 °C. Para finalizar la
reaccion, se adicion6 0.1 mL de HCI 2N y se cuantifico el amonio liberado con el
kit Spectroguant®, el cual se basa en la reaccién de cloracion del amoniaco, para
la formacion de monocloramina, que en medio fuertemente basico reacciona con
timol, produciendo un derivado de azul de indofenol que se puede medir a 690 nm
(figura 23)“D).

NHs + Naclo ~ Medioalealino i Gl + NaOH

OH Q
Fe(CN);ONOJ*
+ NHzCl + 3 NaoH  LoCNsONOT +3 Hp0
/G’/L /¢/L ;\§:27 Amarillo
8] —N

Azul

Figura 23. Formacidn del derivado indofendlico a partir de amoniaco, hipoclorito, nitroprusiato y timol.
Modificado de Afkhami, 20082,

7. Entrecruzamiento de la proteina (formacién de CLEAS)

Con la finalidad de determinar las mejores condiciones de
entrecruzamiento, se evaluaron los factores que pudieran repercutir en la

efectividad de esta, tales como: 1) tamafio del agente entrecruzante, 2) relacion
/!.a,.r i, ".‘... \
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enzima/entrecruzante y 3) tipo de agente precipitante y concentracion. Las
metodologias que sirvieron como referencia fueron las reportadas por Mateo®?) y
Kaul®, y se definié en lo general la siguiente metodologia: se pusieron en tubos
Eppendorf de 1.5 mL cantidades variables de proteina, DPA y agentes
precipitantes (1,2-DME, iPrOH, nPrOH y (NH4)2S04). Estas mezclas se agitaron a
750 rpm y 4 °C en un equipo de agitacion Thermomixer® de 16 a 22 horas.
Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 15,000 rpm por 15 min y 4 °C, se
desechd el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié con un 1 mL de
NaBH4 1 mg/mL, incubandolo con agitacion bajo las mismas condiciones por una
hora. Una vez concluida la reduccion, se centrifugaron los tubos en las
condiciones mencionadas, se lavaron dos veces con agua destilada, centrifugando
por 10 min entre cada lavado, y se secaron en un concentrador por vacio

SpeedVac™, almacenandolas en refrigeracion hasta su uso.

Nota: El 1,2-dimetoxietano se tratdé previamente con borohidruro de sodio y
se destild, con la finalidad de remover impurezas (peroxidos) presentes
comunmente en este disolvente, las cuales pudieran tener un efecto negativo en la

enzima durante el proceso de inmovilizacion.

8. Método general para caracterizacion de actividad enzimatica de los
CLEAs

Para la caracterizacion de la actividad enzimética de la nitrilasa
inmovilizada, se realizaron los ensayos por triplicado para cada condicion con el
siguiente método: se resuspendieron los CLEAs en 990 uL de buffer de actividad y
se colocaron en agitacion en un Thermomixer® a 750 rpm y 30 °C, dejando que se
atemperaran por 3 min, para posteriormente agregar 10 uL de benzonitrilo, a una
concentracion stock de 100 mM, y obtener una concentracion final de 1 mM en la
mezcla de reaccion. Se incubd la reaccién por 30 min. Pasado este tiempo, se
colocaron en hielo los CLEAs y se centrifugaron por 10 min a 15,000 rpm y 4 °C,
se tomaron 500 yL de la mezcla de reaccién y se mezclaron con 100 uL de HCI
2N en un tubo eppendorf separado.
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9. Caracterizacion de actividad enzimatica de los CLEAs

a. Reusabilidad

Se siguié el método general, se lavaron los CLEAs con agua destilada, se
centrifugaron por 10 min a 14,000 rpm y 4 °C y se secaron al vacio entre cada
ciclo. Este parametro fue de utilidad en la determinacion de la estabilidad
operacional de los CLEAs.

b. Estabilidad en almacenamiento

Esta caracteristica se monitored por un periodo aproximado de 5 meses, en
que se evaluo la actividad enzimatica de los CLEAs de un mismo lote cada diez
dias, de acuerdo con el método general. El objetivo fue evaluar como se mantiene
la actividad de los CLEAs en funcién del tiempo durante un almacenamiento en

condiciones 6ptimas.

c. Termoestabilidad

Se calentaron CLEAs a temperaturas de 30, 40 y 50 °C por periodos desde
8 hasta 48 h. Después de estos tiempos se llevaron a temperatura estandar del
método general para medir la actividad tras el calentamiento. La finalidad de esta
prueba fue evaluar la capacidad de la enzima de mantener su actividad tras un

periodo de calentamiento.

d. Termoactividad

Se calentaron por 10 min los CLEAs en un rango de temperaturas que fue
de los 30 a los 80 °C, de acuerdo con el método general en esas condiciones de
temperatura. El objetivo fue evaluar la activacion térmica de los CLEAS, asi como
su estabilidad en estas temperaturas mientras catalizan la reaccion.
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e. Actividad en mezclas binarias con disolventes

Se prepararon mezclas binarias del buffer de actividad con MeOH, EtOH,
iPrOH, nPrOH, DMSO, DMF, Acetona y THF en proporciones del 10 al 50%, para
evaluar la actividad de los CLEAs en estos medios. Con este parametro se evaluo

la tolerancia de la enzima inmovilizada a disolventes.

Nota: El THF se tratdé previamente con borohidruro de sodio y se destilo
para evitar efectos en la actividad enzimatica por parte de impurezas oxidantes

(perdxidos) comunes en este disolvente.

f. Actividad en diferentes valores de pH

Se prepararon disoluciones buffer con valores de pH entre 4 y 12 para
evaluar la actividad de la enzima inmovilizada en dichos medios. Los
amortiguadores y valores de pH en que se ocuparon éstos se muestran en el

cuadro 5.

Valor(es) de pH Amortiguador
45y55 Acido citrico (CeHsO~)
6,7y8 Fosfato monobasico de potasio (KH2PO,)
9 TRIS (C4H1:NO3)
10 CAPS (CgH1sNO3S)
11y 12 Fosfato monobasico de potasio (KH2PO,)

Cuadro 5. Amortiguadores empleados en cada valor de pH para evaluar la actividad en dichos medios.

Todos se manejaron a concentraciones de 50 mM.

g. Especificidad y selectividad

Se probaron nitrilos de diferente naturaleza (aromaticos, heterociclicos,
alifaticos, dinitrilos, etc), disueltos en las mezclas adecuadas de buffer de
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actividad-disolvente y se evalu6 la conversion del sustrato en periodos de 10 min,

de acuerdo con el método general.

La cuantificacion, ya sea por CLAR o por fluorometria, dependié de las

caracteristicas de cada nitrilo.

h. Determinacion de parametros cinéticos Ky Yy Vmsx

Dado que la agregacién e inmovilizacion de la enzima constituye un
proceso desordenado, los CLEAs de un mismo lote presentan pequefias
diferencias que repercuten en los valores individuales obtenidos de sus
parametros cinéticos. Por tal motivo, primero se realizé una prueba de actividad de
5 minutos a todos los CLEAs de un mismo lote, agrupandolas en grupos de 4 en
funcién de la semejanza de los resultados obtenidos, con la finalidad de evitar
variaciones posteriores que complicaran el ajuste a una regresion no lineal y, por

lo tanto, se dificultara la determinacion de los valores de Km y Vmax.

Posterior a esto, se determind la actividad especifica a cada uno de los
grupos formados en un rango de concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10y
15 mM de benzonitrilo, usando cada CLEA en dos concentraciones diferentes y
empleando tiempos de reaccion de 1.5 min, de acuerdo con el método general. La
cuantificacion del amonio generado se llevé a cabo por fluorometria, segun el

método descrito en el punto 11 de este apartado.

10.Caracterizacion de la actividad enzimética de la enzima libre

Con el objetivo de comparar los resultados obtenidos para la nitrilasa
inmovilizada, todos los experimentos previamente descritos se realizaron con la
enzima libre, con algunas condiciones modificadas y bajo la metodologia
siguiente: por triplicado, en tubos eppendorf de 1.5 mL se colocaron 5 pg de
enzima, disueltos en 990 uL de buffer de actividad y se pusieron en agitacion en

un Thermomixer® a 750 rpm y 30 °C, para que se atemperaran por 3 min.
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Posteriormente, se agregaron 10 pL de benzonitrilo 100 mM y se dej6 la reaccion
por 10 min. Pasado este tiempo, se adicionaron 200 uL de HCI 2N, se mezclaron y

se conservaron unicamente 600 pL de esta mezcla.

La uUnica prueba en la que se modificé el tiempo de reaccién fue en la

termoactividad, el cual fue de 5 min.

Las pruebas de determinacion de parametros cinéticos y especificidad y

selectividad no se realizaron.

11.Desarrollo de métodos analiticos para cuantificacion por CLAR y

fluorometria.

a. Sintesis de estandares (acidos carboxilicos)

Con el fin de obtener los productos esperados de las hidrélisis enzimaticas,
asi como de desarrollar los métodos cromatograficos adecuados, se hidrolizaron
guimicamente los nitrilos a sus correspondientes acidos. Los nitrilos pueden ser
hidrolizados por catalisis basica o acida, ya sea mediante el calentamiento en
disoluciones hidroalcohdlicas de hidroxido de potasio o sodio al 25%, o en
disoluciones concentradas de acido clorhidrico o de sulfarico al 20-75%®“4. En
esta ocasion se escogid la hidrélisis basica, por lo que se disolvieron 150 mg de
los nitrilos que fueron solubles en 5 mL de la mezcla hidroalcohdlica previamente
descrita y se calentaron a 65 °C por 6 h, acidificando una vez pasado este tiempo
con acido clorhidrico y recogiendo por filtracion el producto obtenido. Para
confirmar que se llevo la hidrélisis del nitrilo hasta el 4cido, se determiné el amonio

liberado por el método del indofenol.

b. Métodos para CLAR

Se prepararon stocks 100 mM de cada uno de los nitrilos y acidos

carboxilicos en el disolvente adecuado. A partir de estos stocks, se realizaron
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diluciones 1 mM de cada uno diluyendo con una mezcla 1:1 de acetonitrilo-buffer
de fosfatos 50 mM pH 2.9 y se hicieron barridos en la regiéon UV entre los 190 y los

400 nm, registrando los maximos de absorcion para cada compuesto.

Una vez determinados los maximos de absorcion, asi como cuales
compuestos presentaban una fuerte absorcion en el UV, se procedié a determinar
la composicion de la mezcla de elucion Optima para la posterior cuantificacion.
Para ello, se prepararon nuevamente diluciones 1 mM pero con buffer de actividad
y, en aquellos compuestos que lo requirieron, se adiciondé la cantidad minima
necesaria para evitar su cristalizacion y/o precipitacion. Se tomaron 500 yL de
estas diluciones, se acidificaron con 100 yL de HCI 2N y se mezclaron con 600 pL
de una mezcla 1:1 de acetonitrilo-buffer de fosfatos 50 mM pH 2.9. Las muestras
con los compuestos se filtraron y se procesaron en un cromatégrafo Alliance®,
equipado con una columna Symmetry® Cis, se inyectaron 10 yL de muestra y se
eluyeron a un flujo de 1 mL/min a 30 °C, empleando como fase de elucion buffer
de fosfatos 50 mM pH 2.9 - acetonitrilo en un rango de 60:40 a 95:5, dependiendo

del compuesto analizado.

Finalmente, ya definidas las condiciones en las que se harian las
cuantificaciones, se construyeron curvas estandar de 0 a 1.2 mM para cada

compuesto.

c. Método fluorométrico

Para aquellos compuestos que no presentaron una fuerte absorbancia en el
UV vy, por lo tanto, no fue posible su cuantificacion por CLAR, la actividad sobre
estos fue medida por cuantificacion del amonio liberado, empleando una versién
modificada de los métodos reportados por Banerjee® y Seffernick“%). Estos se
basan en la reaccion entre el ibn amonio, el o-ftalaldehido y el 2-mercaptoetanol,
produciendo un derivado del indano que emite a una longitud de onda de Amax.
(emision) 467 nm cuando es excitado a Amax. (excitacion) 412 nm (figura 24). También se

empled este método para la determinacion de los parametros cinéticos.
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El método consistio en tomar 10 pL de la mezcla de reaccion y verterlos en
una placa de 96 pozos, adicionando posteriormente 200 pL del colorante
fluorescente (o-ftalaldehido 3.75 mM y 2-mercaptoetanol 3.6 mM disueltos en
buffer de fosfatos 50 mM pH 7.4) y se incubd esta mezcla por 20 min en la
oscuridad. La intensidad de la fluorescencia fue medida con excitacion a 430 nmy
emisién a 485 nm, en un lector de microplacas POLARstar Omega. Con el mismo
método se construyd una curva estandar con cloruro de amonio, previamente

secado, de 0 a 3 mM.

OH
- 0 Hs” N =
Nitrilasa
R—==N ——— R% + NHg = - NH
2 H,0 OH CHO

S
CHO \\\
OH

Amax (excitacion)™ 412nm
Améx (emision)= 467nm

Figura 24. Reaccion para la generacion de un indano cuantificable por fluorescencia, a partir del

amonio liberado de la hidrélisis enziméatica

Nota: La emision y la excitacion no se trabajaron en sus maximos
respectivos debido a que los filtros con lo que se contaba no operaban en esas

longitudes de onda, por lo que se eligieron aquellas que fueran las mas cercanas.
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12. Andlisis y ajuste de datos de parametros cinéticos

Parametros cinéticos (Ajuste a modelo de Hill)

Los datos obtenidos de las velocidades iniciales (Vo) calculadas en todas
las concentraciones de sustrato empleadas se ajustaron a una regresion no lineal
con un modelo cinético de Hill, ya que se mostraron mejores resultados que los
obtenidos con un modelo de Michaelis-Mentel. De dicha regresion se calcularon

los valores de Km, Vimax y nH“#8),

Vo == Vm

ax gnyxn Ee (1)
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Resultados y discusion

Sobreexpresioén vy purificacion de la proteina

Se transformaron células quimiocompetentes de E. coli BL21 (DE3) pLysS
con el gen de la nitrilasa NitAC328 de R. sp V51B, integrado en un vector pET-24a
(+). Para la sobreexpresion se probaron las condiciones de induccién a 37 °C por
4 hya 22 °C por 8 h, encontrando que con estas ultimas se obtenia una cantidad
mayor de proteina, ademas de ser mas activa, por lo que se definieron como las
condiciones Optimas de trabajo. En la figura 25 se observa el seguimiento a la
proteina durante su proceso de produccion, la cual corresponde con el peso
esperado para la nitrilasa (36.22 kDa), comparado con la banda mas proxima que
es la de 35 kDa.

Marcador

1 2 3 4 de PM PM (kDa)

< 180
<135
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<175

« 63

« 48
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* Sy ow .
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Figura 25. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12.5% del seguimiento al proceso de sobreexpresion y
solubilidad de la proteina NitAC328 de R. sp V51B. 1) Antes de inducir, 2) después de inducir, 3) extracto

total después del lisado y 4) sobrenadante después de lisar y centrifugar.

Dado que la proteina forma filamentos de gran tamafio, para su purificacion
bastd un primer paso de precipitacién salina diferencial con sulfato de amonio al
20%, seguido de cromatografia de exclusion molecular, con lo que se obtuvo
proteina con una pureza adecuada para las siguientes etapas experimentales.
Como se observa en el cromatograma del segundo paso de purificaciéon, la
proteina eluye entre los 120 y los 170 min (figura 26), observandose su alta pureza

en el gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12.5% de las fracciones seleccionadas,

P
\}i-—-NH -
66

S i . /



Resultados y discusién

donde también se observa que el precipitado obtenido en el paso previo ya tenia a
la enzima con una pureza considerable (figura 27). El rendimiento final tras la

concentracion con PEG vy la didlisis fue de 12 mg de proteina por litro de cultivo

bacteriano.
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Figura 26. Cromatograma de la purificacion por exclusién molecular de la nitrilasa. La region rayada
corresponde a las fracciones seleccionadas donde se encontraba la proteina.

%
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Figura 27. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12.5% de las fracciones seleccionadas tras la
purificacién por exclusién molecular. Del lado derecho se observa una muestra del precipitado obtenido

gue posteriormente se inyecté en el cromatografo.
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Actividad especifica de la nitrilasa

La prueba de actividad constituye un parametro critico para una adecuada
caracterizacion de la enzima inmovilizada, ya que demuestra que la enzima posee
un plegamiento correcto y que, de no encontrarse en optimas condiciones previo a
su inmovilizacion, los resultados determinados no denotarian el efecto real que

tiene esta modificacién sobre la enzima.

Los valores obtenidos de actividad muestran, como se habia hecho
mencion previamente, que la induccién por 8 h a 22 °C produce proteina con
mejores caracteristicas, ya que la actividad determinada es superior por casi el

doble a la reportada previamente (cuadro 6)9),

. i . Actividad especifica
Condiciones de induccioén

(umoles de amonio/min/mg de proteina)
8ha?22°C 18606.66 + 1325.55

4ha37°C 9785.35 + 637.76

Cuadro 6. Actividades especificas determinadas para las dos condiciones de induccion probadas.

Esta mejoria en el proceso de sobreexpresion de la proteina constituye una
ventaja significativa para la inmovilizacién debido a que las nitrilasas son enzimas
sensibles en los procesos de inmovilizacion quimica®?, por lo que su actividad se
ve disminuida con la modificacién quimica producida por dicho proceso, por lo
tanto, el resultado obtenido podria contrarrestar parcialmente la pérdida de

actividad por la inmovilizacién con una actividad aumentada en la enzima libre.

Entrecruzamiento de la proteina (formacioén de CLEAS)

Para definir las condiciones idoneas de inmovilizacion que permitieran
mantener la actividad de la enzima por mas tiempo y mejorara la estabilidad
mecanica y quimica de ésta, se manejaron un conjunto de variables que pudieran

afectar el proceso y al producto deseado, tomando como metodologias de
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referencia las reportadas por Mateo®? y Kaul™®), variando una condicién a la vez y
eligiendo como parametros de contraste el porcentaje de conversion, la

reusabilidad y la apariencia fisica. Las variables estudiadas fueron:

a) Tamafio del agente entrecruzante

El tipo de agente entrecruzante, por su tamafo y naturaleza quimica, es un
elemento crucial para obtener CLEAs activos. En las nitrilasas, en particular, se ha
demostrado la incompatibilidad que tienen con el glutaraldehido, ya que con éste
generalmente hay una recuperacién baja o nula de la actividad debido a que se
trata de enzimas que poseen en el sitio catalitico una lisina esencial para que se
lleve a cabo la transformacién del nitrilo, situacibn que se ha resuelto con
entrecruzantes mas voluminosos como el DPA, que dificiimente accede a dicho
sitio. Con la finalidad de evaluar si el DPA, a pesar de su naturaleza polimérica,
tiene un efecto dependiendo de su tamario, se utilizaron tres tamafos diferentes:
150, 67.3 y 10 kDa.
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Figura 28. Efecto del tamafio del DPA en la conversion del benzonitrilo tras la inmovilizacion.
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Como se aprecia en la figura 28, el efecto es bastante notorio, ya que
mientras mayor sea el tamafio del DPA, mayor es la actividad obtenida en los
entrecruzados. Este efecto podria relacionarse con la capacidad del polimero, en
funcibn de su tamafio, de asociarse a una mayor cantidad de unidades
monomeéricas que forman los filamentos, estabilizandolos y evitando su
desensamble, fenbmeno que se sabe es importante para la actividad, ya que el
ensamblaje en oligobmeros de orden superior, en el caso de las nitrilasas,
constituye un hecho necesario para que se lleve la catdlisis de una manera

eficiente(2:3949),

Se buscé usar un DPA de mayor tamafio (250 kDa), resultando en
polimeros de escasa solubilidad en el agua, aun en la forma parcialmente oxidada
con peryodato de sodio, lo cual imposibilité la formacion de los CLEAs. A partir de

este punto, al hablar de DPA se hara referencia al polimero de 150 kDa.

b) Radio enzima/entrecruzante

El radio enzima/entrecruzante es evidentemente un factor importante. Si la
cantidad de entrecruzante es demasiado baja, no ocurre un entrecruzamiento
suficiente y, por lo tanto, no se forman CLEAs insolubles. Por otro lado, si la
cantidad es demasiado alta, resulta en un entrecruzamiento excesivo con una
completa pérdida de la flexibilidad de la enzima que es necesaria para Ssu
actividad®), Con estos antecedentes, se trabajaron dos concentraciones de
enzima y dos de DPA, las cuales fueron de 50 y 100 ug de enzimay de 1.65y 3.3
mg de DPA por CLEA.

El resultado obtenido concuerda con lo discutido previamente, ya que el
hecho de adicionar el doble de agente entrecruzante disminuyo la actividad desde
el primer uso, como se observa en la figura 29, lo cual posiblemente se deba a
una pérdida en la flexibilidad de la enzima. En el caso de una adicién del doble de
proteina, el efecto en los primeros dos usos no es muy diferente, ya que se

observaron conversiones similares a pesar de la diferencia de carga de proteina
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por CLEA. Sin embargo, posterior a estos usos hay un abatimiento significativo en
la conversién por parte de los CLEAs con una carga doble de proteina. Una
posible explicaciébn podria ser que el mismo exceso de proteina evita un
entrecruzamiento mas extenso de las multisubunidades de los filamentos, lo que
con cada uso podria implicar pérdidas de las unidades no estabilizadas y por ende

una disminucién en la actividad®9).
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\Enzima50ug/DPA 1.65 mg —@—\Enzima100ug/DPA 1.65 mg
—&—\Enzima50ug/DPA 3.3 mg

Figura 29. Relacion enzimal/entrecruzante y efecto de la carga de cada uno por CLEA en la actividad
obtenida.

c) Tipo de agente precipitante y concentracion

La naturaleza del agente precipitante tiene un efecto importante en la
conformacién de la proteina y, por lo tanto, en la actividad recuperada. Por
consiguiente, es necesario evaluar diversos agentes con la finalidad de encontrar
el que tenga la maxima compatibilidad con la enzima y con el entrecruzante. Para
ello, se emplearon tres disolventes (1,2-dimetoxietano, isopropanol y n-propanol) y
una sal (sulfato de amonio), observandose que esta Ultima, empleandose a una
saturacion del 50% (313 mg/mL), brind6 muchos mejores resultados que los otros

tres mencionados (figura 30).
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Los mecanismos por los que actian ambos tipos de precipitantes tienen sus
semejanzas y diferencias. Los disolventes miscibles con agua disminuyen la
constante dieléctrica del medio y solvatan directamente a la proteina, reduciendo
el agua enlazada a esta e incrementando las fuerzas de atraccion entre las
diferentes cargas de las moléculas proteicas, lo que disminuye su solubilidad. El
sulfato de amonio a concentraciones elevadas produce un efecto denominado
“salting-out”, el cual esta basado en la solvatacién preferencial por la sal,
aumentando la tension superficial del medio, lo que conlleva a una autoasociacion

de la proteina que forma los agregados®0-5).
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Figura 30. Efecto del agente precipitante en la formacion de los CLEAs de la nitrilasa.

En general, los disolventes organicos muestran una marcada tendencia por
desnaturalizar las proteinas, particularmente en concentraciones altas®?,
produciendo agregados con conformaciones desfavorables de la enzima®?, lo cual
explica por qué en casos como el n-propanol desde el primer uso no se tuvieron
conversiones altas o por qué con el isopropanol y el 1,2-dimetoxietano la actividad
tuvo un abatimiento rapido conforme aumentaron los usos (figura 30). Un estudio

mas profundo acerca del efecto que tuvo la naturaleza independiente de cada
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disolvente sobre los CLEAs y la enzima libre se detallara en el estudio de la

tolerancia a disolventes.

En el caso del sulfato de amonio la agregacién se da de una forma mas
controlada y lenta, ademas de que, debido al aumento de la fuerza iénica y la
tension superficial del medio, la enzima disminuye su area superficial, adoptando
la conformacion que minimiza el contacto con el disolvente, que corresponde con

la conformacion plegada, siendo la idénea al momento de inmovilizarse®b.

Ademas del efecto en la actividad, cada agente precipitante tuvo un efecto
en la apariencia de los entrecruzados. En general, los disolventes produjeron
entrecruzados con una apariencia algodonosa y que formaban una sola
macroparticula, ademas de ser mas grandes que los producidos con sulfato de
amonio, con excepcién del DME (figura 31). Con el sulfato de amonio los
entrecruzados tenian dos apariencias, la cual dependia de la saturacién de sulfato
de amonio empleada, ya que al 35% se formaban principalmente laminillas que se
adherian a las paredes del microtubo, mientras que al 50% de saturacién se
formaba mayoritariamente una macroparticula de facil disgregacion, junto con una

cantidad menor de laminillas en los alrededores del microtubo (figura 31).

Isopropanol Sulfato_ de  p-propanol
amonio

Figura 31. Apariencia fisica los CLEAs obtenidos con cada agente precipitante empleado. A) Apariencia
de los entrecruzados obtenidos con isopropanol, sulfato de amonio y n-propanol. Se observa una menor
traslucidez en el microtubo donde se formaron los entrecruzados con sulfato de amonio debido a la presencia
de laminillas adheridas en las paredes internas, B) CLEA con forma laminar formado con sulfato de amonio al

35% de saturacion, C) CLEA formado con DME como agente precipitante.
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Este efecto en las propiedades de las particulas nuevamente se le podria
asociar al mecanismo de precipitacion por parte del agente precipitante. Dado que
los disolventes producen una agregacion casi instantdnea, la formacion de una
macroparticula continua es favorecida, mientras que con el sulfato de amonio el
proceso se lleva en forma paulatina, favoreciendo la formacion de micronucleos.
Dichas propiedades fisicas tienen interesantes repercusiones, ya que, a pesar de
que el manejo de las particulas de gran tamafio es mas sencillo, el aumento en la
superficie de contacto que poseen los entrecruzados producidos con sulfato de
amonio propicia una conversidon mas acelerada, pues los problemas por difusion
son menores, siendo uno de los principales problemas a resolver durante una

inmovilizacion.

Caracterizacion de la actividad enzimética de la enzima inmovilizada

Una vez definidas las condiciones con las que se inmovilizé la enzima, se
procedio a la caracterizacion intensiva de los CLEAs, por medio del estudio de los

siguientes aspectos:

Reusabilidad

Con este pardmetro se estudid principalmente la estabilidad mecanica y
operacional de los CLEAs, la cual ya se habia venido probando desde el disefio
del método de inmovilizacion, pero sin llegar a un uso mas extenso de los

entrecruzados.

En la figura 32 se muestra la cantidad de usos que se pudieron dar a los
CLEAs en los que se conservé mas del 75% de la actividad bajo las condiciones
establecidas. El resultado, bajo ese criterio, fue de 16, aunque se conserva un
100% de actividad hasta los 9 usos y arriba del 90% hasta los 14, valores que son
mayores a los observados para otras nitrilasas inmovilizadas, como la reportada
por Kaul, en el que sélo obtuvieron hasta 5 ciclos con una conversién mayor al
90%*3), También los valores determinados son superiores para CLEAs de otras
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enzimas con otros soportes, como la alcalasa reportada por Nuijens, donde
observaron pérdida de actividad desde el quinto uso, o la nitrilo hidratasa
estudiada por Pawar, en la que, tras una inmovilizacibn con PVA/quitosan-

glutaraldehido, la enzima pierde la mitad de su capacidad tras seis ciclos(®3:52),

100 - e T £

Conversion (%)

]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
No. de uso

Figura 32. Determinacién de la reusabilidad de los CLEAs. La linea segmentada verde ( =) representa el

limite establecido del 75% de conversidbn minimo.

Estabilidad en almacenamiento

Las enzimas de interés industrial deben de ser estabilizadas para su envio y
almacenamiento, lo cual se alcanza con su inmovilizacién, por lo que el estudio de
su estabilidad en almacenamiento nos permite conocer el tiempo de viabilidad que
posee la enzima previo a su aplicacion en un proceso dado o durante su

aplicacion en procesos con intervalos de tiempo entre si.

El estudio de esta propiedad se llevé a cabo por un periodo de 169 dias, es
decir, cinco meses y medio, aproximadamente, analizando a la par los CLEAs de
un mismo lote y la misma enzima libre empleada para la formacion de estos. La

figura 33 muestra los resultados obtenidos, donde inmediatamente se observa la
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diferencia entre la enzima libre e inmovilizada, ya que la primera perdio cerca del
35% de su actividad en el primer mes, mientras que la segunda mostré una
retencion del 85% de la actividad, aunque en posteriores mediciones se observo el
100% nuevamente, por lo que posiblemente ese resultado se debié a una falta de
difusién en el medio de reaccion por parte de la enzima inmovilizada. Para el
segundo mes la enzima libre ya sélo mantuvo un 30% de su actividad inicial,
mientras que la inmovilizada siguid6 mostrando el mismo valor inicial, hecho que se
mantuvo hasta el final del estudio, donde mostré una pérdida de apenas el 3% de

actividad, bajo las condiciones previamente definidas de trabajo.
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Figura 33. Comparativo de estabilidad en almacenamiento para los CLEAs y la nitrilasa libre.

Este aumento en la estabilidad probablemente se deba a dos razones: 1) el
aumento en la rigidez estructural como efecto del entrecruzamiento en diversos
puntos de los filamentos, 2) este mismo entrecruzamiento de las multisubunidades
evita el desensamble de los oligdmeros, cuestion que seguramente con el paso

del tiempo sufre la enzima libre, resultando en una pérdida de actividad.
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Termoestabilidad

La estabilidad térmica es una propiedad de las sustancias de resistir
cambios irreversibles en su estructura fisica o quimica, debido a altas
temperaturas o por tiempos de calentamiento prolongados. Esta propiedad
también forma parte de algunas proteinas, por lo que, para que estas sean
consideradas termoestables, deben resistir cambios en su estructura debido al

calor aplicado.
El estudio de esta propiedad es importante por varias razones. Por ejemplo:

1. La velocidad de las reacciones enziméticas (asi como el de la mayoria de
las quimicas) generalmente se acelera al calentar, por lo que el uso de altas
temperaturas puede ser econémicamente ventajoso.

2. El empleo de altas temperaturas en reactores enzimaticos reduce
drasticamente la probabilidad de contaminacion bacteriana.

3. Desde el punto de vista de la productividad, a menudo es deseable disolver
tanto sustrato como sea posible, aumentando en la mayoria de los casos la
solubilidad de estos con temperatura®3.

Sin embargo, en la mayoria de los casos la aplicacién de estas condiciones
en un proceso se ven limitadas a la estabilidad de la enzima. Una de las
estrategias mas usadas para abordar esta problemética es la inmovilizacién de la
enzima, ya gque una consecuencia comun de dicha modificacion es que la
estabilidad térmica de la proteina se ve alterada®®. Dicha alteracion se mide a
través de la actividad enzimética a una temperatura dada y en diferentes intervalos

de tiempo.

Con la finalidad de medir y comparar la estabilidad térmica de la nitrilasa
libre e inmovilizada, se analiz6 este parametro a tres temperaturas (30, 40 y 50
°C), en un periodo de 44 h. Los resultados se muestran en la figura 34, en la que
se observa que, tanto para la enzima inmovilizada como para la libre, mientras
mayor es la temperatura, menor es el tiempo que mantiene su actividad inicial. En
términos de la energia suministrada, dicho efecto se puede asociar a que, a una
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mayor temperatura, la transferencia energética es mayor, lo cual produce una
desestabilizacion de la enzima en menor tiempo, finalizando en la consecuente

forma inactiva.

100
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40

—e— CLEA 30°C
J CLEA 40°C
304 —e—CLEA 50°C
20] —v—Enzima libre 30°C

{ —w—Enzima libre 40°C
104 —v— Enzima libre 50°C 1

Actividad residual (%)
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Figura 34. Seguimiento de la actividad residual tras el calentamiento a tres temperaturas (30, 40 y 50

°C) de la nitrilasa inmovilizada y la enzima libre.

De un modo general, la enzima al momento de inmovilizarse adquiere un
estado de mayor rigidez, lo que implica una disminucion en los movimientos y
vibraciones moleculares, resultando en un aumento en la estabilidad en todos los
casos, particularmente a 30 y a 40 °C, como se observa en la figura 34, ya que
tras 44 horas de calentamiento la forma libre ya presentaba pérdidas en actividad
del 25 y 75%, respectivamente, mientras que la forma inmovilizada mantenia su
actividad inicial. Estos resultados se deben a que, debido a la rigidez estructural, la
alta barrera cinética que se crea tras la inmovilizacion previene la transicion hacia

el estado desplegado de la enzima, prefiriéndose asi la estructura plegada®*°9,

A pesar de que la rigidez del soporte previene el desplegamiento, ésta no
provee una completa proteccion contra la inactivacion térmica, como se ha
demostrado en otros estudios en lo que se ha observado que el sitio activo de
algunas enzimas se encuentra en una de las regiones mas flexibles de la proteina
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completa, lo que lo hace mas fragil®+%6). Este fenémeno podria explicar porque a
50 °C, bajo las condiciones en las que se llevé el estudio, también se observo una
pérdida de actividad en la nitrilasa inmovilizada (figura 34), por lo que a esa

temperatura el sitio activo pudo haberse afectado.

Ademas de lo discutido, la estabilizacion de una enzima contra la
inactivacion térmica significa: 1) una reduccion en la constante de inactivacion
térmica (kd), 2) un incremento en la vida media de termoinactivacion (ti2) 6 3) un
aumento en la temperatura que es necesaria para alcanzar en cierto grado la
termoinactivacion, todas bajo condiciones definidas®®. A modo de corroborar los
datos obtenidos, se trataron de ajustar los resultados obtenidos a un modelo de
decaimiento exponencial de la actividad, dado que es el mas comun, sin embargo,
los resultados no mostraron un ajuste adecuado a dicho modelo, por lo que la
desactivacion de la enzima, tanto libre como inmovilizada, no se es de primer

orden.

Con respecto a la apariencia fisica (figura 35) de los entrecruzados tras los
intensos tiempos de calentamiento, éstos adquirian una coloracién amarillenta,

posiblemente por la oxidacién de la matriz de soporte, formada por azucares.

Figura 35. Cambio en la apariencia fisica de los CLEAs de la nitrilasa tras el calentamiento exhaustivo.
Del lado derecho se encuentra un CLEA sin calentar exhaustivamente y del izquierdo uno al finalizar la prueba

de termoestabilidad.




Resultados y discusién

Termoactividad

Cuando la velocidad inicial de reaccion se grafica contra la temperatura, se
obtiene una curva con forma de campana, en la que se observa cémo conforme
aumenta la temperatura, la velocidad de reaccion aumenta; sin embargo, de forma
concomitante, existe una inactivacion de la enzima que disminuye la velocidad

inicial, debido a la pérdida de estabilidad®”-5").

Los experimentos realizados, en un rango de temperaturas de 30 a 80 °C,
mostraron el fendmeno previamente descrito, aunque la altura de dicha campana y
su amplitud fueron caracteristicos de cada estado de la enzima, como se observa

en la figura 36.
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Figura 36. Perfil de actividad de la nitrilasa libre e inmovilizada en funcién de la temperatura.

El aumento en la actividad como funcion de la temperatura fue mucho mas
marcado en la enzima libre que en la inmovilizada, ejemplo de ello es la actividad
observada a los 50 °C, donde para la enzima libre fue 140% mayor que la vista a
30 °C, mientras que en el caso de la enzima inmovilizada fue apenas 10% mayor.
Dicho efecto se correlaciona con la movilidad que tiene la enzima en ambos
estados, pues libre posee una mayor entropia, lo que se traduce en una mayor
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flexibilidad que le permite tener un mayor numero de recambio a mayor
temperatura, mientras que la inmovilizacion implica una pérdida o limitacion en
dicha flexibilidad y, por lo tanto, el nimero de recambio no se ve tan promovido
por la temperatura. Una vez que se rebasaron los 50 °C, se comienza a observar
el segundo fendmeno asociado al aumento en la temperatura, que es la pérdida
de estabilidad de la enzima, en donde a los 60°C la enzima libre regres6 a su tasa
de conversion normal, mientras que la enzima inmovilizada mostré un 12% mas de
actividad, el cual pareci6 ser el grado maximo de activacion. Este aumento en la
actividad de la enzima inmovilizada, a pesar de que fue minimo, demuestra la
necesidad, nuevamente, de un aumento en la energia suministrada para vencer la

brecha que impone la inmovilizacién en términos de la actividad de la enzima.

A su vez, la actividad residual a 70 y 80 °C mostré diferencias significativas
entre la enzima libre y la inmovilizada, esto con respecto a la estabilidad, pues a la
primera temperatura la actividad enzimética de la nitrilasa soluble fue casi
despreciable, cercana al 2%, pudiendo atribuirse tal decaimiento a que ya se
estaba trabajando practicamente en el valor de la Tm (70.9 °C)®9), en el cual se
considera que la mitad de la proteina ha perdido estructura y, por lo tanto,
actividad. Por otro lado, a 80 °C, una vez rebasado dicho valor de T, la actividad
fue nula, mientras que la nitrilasa inmovilizada habia perdido apenas 7% de la
actividad inicial a 70 °C y conservaba el 35% de esta a los 80 °C, lo que implica

una ganancia en su estabilidad termodinamica.

Estos resultados son de gran interés, ya que la nitrilasa presenta un
proceso de desnaturalizacion por calor irreversible®®, es decir, no recupera
estructura aun cuando se disminuye la temperatura, por lo que la pérdida de
actividad una vez rebasados los 70 °C es absoluta, mientras que con la
inmovilizacion de la enzima se conserva una cantidad significativa de actividad. A
modo de confirmar si la inmovilizacion realmente previene el desplegamiento®?),
tal como se hipotetizd6 en el apartado de termoestabilidad, los CLEAs que se
emplearon en un ciclo de reaccién a 80 °C se ocuparon para un segundo ciclo a

30 °C, observando que la actividad en este ultimo fue de apenas el 2%, con lo que
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podemos asumir que tras el calentamiento a 80 °C hay una pérdida de estructura
en algun nivel, como podria ser en el sitio activo de la proteina, aunque no se

pueden emitir resultados definitivos sin una caracterizacion estructural apropiada.

Actividad en diferentes valores de pH

Asi como ha sido reconocido que la catalisis enzimatica depende de la
temperatura, también se sabe que esta influenciada por alteraciones en la
concentracion de iones hidronio. La forma en que actua el nivel de acidez del
medio en la enzima es mediante alteraciones en su estructura. Cuando el pH de
un medio en particular cambia, se produce una alteracion en la conformacion de la
enzima, la cual puede ser benéfica o perjudicial para, por lo que, si graficaramos la
velocidad de reaccion inicial contra el valor de pH del medio, obtendriamos una
campana similar a la que se produce en termoactividad, definiendo un rango de

pH en el cual la actividad es maxima®?,

Con el objetivo de analizar las variaciones de la actividad enzimatica en
funcién de la acidez del medio, se trabajé en un intervalo de valores de pH de 4 a

12; los resultados se muestran en la figura 37.
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Figura 37. Perfil de pH para la nitrilasa libre e inmovilizada.
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Los cambios mas notables se observaron en los extremos del intervalo de
pH escogido, ya que a un valor de pH de 6 la nitrilasa inmovilizada conservo un
60% mas de actividad que la enzima libre, mientras que a un valor de pH 12, a
pesar de que la actividad relativa era baja en ambas formas de la proteina, la
forma inmovilizada tenia un 30% de actividad, mientras que la forma soluble
menos del 10%. El valor limite de acidez de trabajo para la nitrilasa inmovilizada
fue de 5.5, donde la actividad fue cercana al 25%, mientras que la enzima libre
tenia ya solo el 3%.

Como se menciond previamente, la concentracion de iones hidronio altera
la estructura de la enzima y algunas veces la del mismo sustrato, debido a la
formacién de enlaces adicionales o a la ruptura de los ya existentes. Si se hace un
analisis de los intervalos de pH en los cuales la enzima libre conserva mas de un
30% de su actividad, se observa que estos se encuentran entre los valores de pKa
del segundo carboxilo del &cido glutdmico y aspartico (4.25 y 3.65,
respectivamente() y de las cadenas laterales de la lisina y la arginina (10.53 y
12.68, respectivamente(”). Esto sugiere que, al acercarse a tales valores de pH,
los aminoacidos mencionados previamente comienzan a modificar sus cargas, con
lo que se perturban las interacciones a nivel de estructura terciaria, como puede
ser en el sitio activo, pero también en la cuaternaria, enfocandonos en las
diferentes superficies de interaccion que presenta la nitrilasa para la
oligomerizacién (figura 38). Estas modificaciones pueden afectar el grado de
asociacion entre monémeros, dimeros y oligdmeros, lo que resulta en una pérdida

de actividad.
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Superficie A

Superficie C

Superficie D

Figura 38. Superficies de interaccion en un modelo de un dimero de la nitrilasa NitAC328 construido
por homologia. Se destacan en negro los aminoacidos con cadena lateral ionizable en cada una de las
superficies de interaccion.

Este ultimo fendmeno se ha observado en otras nitrilasas, como la CynD de
B. pumilus C1, la cual a un pH de 8 forma oligdmeros pequefios, pero a pH de 5.4

forma filamentos de gran tamafio(®®,

Todos estos cambios también se esperaban en la enzima inmovilizada, ya
que, a pesar de que la modificacion quimica por parte del DPA se dirige a los
grupos amino ionizables de las cadenas laterales de las lisinas, sus propiedades
acido-base no se ven afectadas en gran medida, conservando su caracter basico.
Sin embargo, nuevamente la restriccion con respecto a la movilidad y flexibilidad
de la enzima hace que, a pesar de que se generen cargas que pudiesen ser
desfavorables para la estructura de la nitrilasa, no haya modificaciones tan

severas en la estructura en los mismos valores de pH que con la enzima libre.
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El aumento en el rango alcalino en el cual ain puede operar la nitrilasa
NitAC328 constituiria una gran ventaja en otras aplicaciones, como la
biorremediacion, si presentara promiscuidad por otros sustratos, como el cianuro.
Los residuos industriales que contienen este compuesto, generados
principalmente por la industria minera, se mantienen en valores de pH altamente
alcalinos, con el fin de evitar la volatilizacion del cianuro de hidrogeno (pKa=9.3) y
mantenerlo en su forma disociada®®. Lamentablemente, la especificidad de la
nitrilasa estudiada en este trabajo es tal, que no muestra actividad minima en la
degradacion de cianuro, a diferencia de las CynD que muestran una promiscuidad
por los nitrilos, pero que poseen una estabilidad insuficiente en los valores de pH

necesarios para su aplicacion efectiva en biorremediacion.

Actividad en mezclas binarias con disolventes

Muchos de los actuales enfoques en tecnologia enzimatica involucran el
uso de medios no convencionales, como los que contienen disolventes organicos.
Los medios no acuosos o0 parcialmente acuosos permiten incrementar la cantidad
de sustrato en disolucién, cambiar el equilibrio termodinamico a favor de la sintesis
sobre la hidrdlisis, disminuir la contaminacién microbiana, entre otras@>%9). Sin
embargo, como se menciond previamente, los disolventes tienen una marcada
tendencia por desnaturalizar a las proteinas, dependiendo de la naturaleza de los
mismos, por lo que representa un reto para la instauracion de un proceso

biocatalitico utilizando enzimas a gran escala.

Con la finalidad de mejorar las propiedades de las enzimas solubles, la
inmovilizacién, una vez mas, se muestra como una soluciéon efectiva, en medios
no convencionales. Para probarlo, se estudié la actividad de la nitrilasa
inmovilizada en mezclas binarias con ocho disolventes a cinco concentraciones
diferentes, los cuales se clasificaron en funcién de su naturaleza estructural como

polares préticos y aproticos.
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Los resultados mostraron que las mezclas binarias en las que la enzima
tuvo una mayor actividad fueron las que contenian metanol y DMSO, ambos
siendo los mé&s polares de sus respectivas categorias. Por otro lado, en las que se
observé una menor actividad fueron las que tenian n-propanol y THF, que, en
contraposicion con los primeros, eran los de menor polaridad de sus
clasificaciones correspondientes (figura 39). Ademas, se evaluo la actividad de la
nitrilasa libre en dichos medios, observando que se conservé un perfil de
tolerancia semejante, asi como una marcada disminucion de la actividad en
concentraciones superiores al 10% en n-propanol, isopropanol, DMF y acetona, en
comparacion con la enzima inmovilizada. (figura 40).
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Figura 39. Evaluacion de la actividad de la nitrilasa inmovilizada en mezclas binarias a diferentes

concentraciones. A) Disolventes polares apréticos, B) Disolventes polares proéticos
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Figura 40. Comparacion de la actividad de la
nitrilasa libre e inmovilizada en las mezclas
binarias empleadas. No se realizaron las
pruebas en THF debido a que la enzima ya en su
forma inmovilizada presenté una baja actividad
aln en la méas baja concentracién empleada de
dicho disolvente.
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Organizando los disolventes de acuerdo con la actividad que presentaron

en ellos los CLEAS, la serie quedaria de la siguiente forma:
MeOH>DMSO>DMF>EtOH>Acetona>iPrOH>nPrOH>THF

Como se mencion6 previamente, se observd que habia una relacion entre
la polaridad del medio y la actividad observada, por lo que, para hacer una
correlacion mas efectiva de estas variables, se hizo una comparacion de la
actividad vista en mezclas al 10% de cada disolvente y la constante dieléctrica de

cada uno de ellos (figura 41-Ay C).

- 0.6
A) 1001 l_._ﬁ_,__.__ L 80 B)woy = " foa
90+ \\ o] .\ e 0.2
70 Y-
804 o 80 4 ]
- Q - L 0.0
£ 70 60 8 & 70 ><-/ 02
o - -U.
5 60l L 50 5 5 60l " &
@ 5 z @ 50 F-0.4 @
] 1 La0 & @ 1 06 O
z 404 \ [ ] § z 40 ] w [0€
3 '\ 30 2 S R L-0.8
30 4 L Ny Z 30
20 —a_ L 20 2 L 1.0
10] E=—dconversion (%) .\ L 10 —m— Conversién (%) [ 12
o —m— Constante dieléctrica = . 101 u |T_—|LogP L 1.4
r T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
NN NS & 2 0 & \ \ > o <&
& P @3 ¢ & P& & &K O o7 &£ L&
S S & W £ £ ) Q' 'sp & &
v 0* Q\é@ Q/‘@ VS?} ‘OQ ‘OQ \g Q\X\ ééa Q/@ V‘e ‘oQ (OQ
NN ENENC Y
* THF
) 0.4 nPrOH
® /ProH
o
2 . ® Acetona
-
® EtOH
® DMF
® MeOH
® DMSsO
® Agua

Figura 41. Relacion entre la actividad de los CLEAs en cada mezcla y: A) la constante dieléctrica y B) el
Log P del disolvente ocupado en cada una. C) Correlacion entre coeficiente de particion, constante dieléctrica

y actividad. Los valores de las constantes dieléctricas y Log P son los reportados por Smallwood ©°.
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Como se esperaba, conforme disminuyo el valor de la constante dieléctrica,
menor fue la actividad observada para los CLEASs. Es bien sabido que las fuerzas
electrostéticas son uno de los factores que correlacionan con la estructura y
funcion de una proteina. Ademas, se sabe que las enzimas tienden a ser
estructuralmente mas flexibles en disolventes con constantes dieléctricas grandes,
por lo que una mayor flexibilidad estructural facilitaria una mejor interaccion
enzima-sustrato, resultando en una mejor conversion®-63)_ Por lo tanto, se puede
decir que disolventes con constantes dieléctricas bajas debieran ser agregados al
medio en concentraciones bajas, mientras que disolventes con constantes
dieléctricas altas pueden ser adicionados en concentraciones mas altas, sin
pérdidas significativas de la capacidad catalitica de la enzima®Y, tal como se

observo tanto en la nitrilasa libre como en la inmovilizada.

Por otro lado, ademas de la constante dieléctrica del medio, se ha
encontrado que existe una correlacion entre la actividad enzimética y la
hidrofobicidad del disolvente, expresado mediante su coeficiente de particién (Log
P). Algunos autores atribuyen el efecto en la actividad enzimética a la habilidad de
los disolventes organicos por distorsionar la capa acuosa alrededor de la enzima,
mAas que a la enzima misma, aunque no se descartan las distorsiones producidas
por estos sobre las fuerzas no covalentes que mantienen la estructura secundaria
y terciaria de la enzima®3-6%. Asi como con la constante dieléctrica, se graficé la
actividad contra el Log P de cada disolvente (figura 41-B y C), observandose que
entre mas hidrofilico era este, mayor era la actividad de la enzima, aunque cabe
aclarar que dicho comportamiento sélo puede correlacionarse a concentraciones
bajas del disolvente. Es bien conocido que al utilizar disolventes puros la relaciéon
es inversa, es decir, entre mas hidrofébico es el disolvente, mayor es la tolerancia

que tiene la enzima(®9:66.67),

Otro efecto importante, y que quiza tiene mas peso en concentraciones
bajas de disolvente, es el que tiene la hidrofobicidad del disolvente sobre la
disponibilidad del sustrato por parte del sitio activo de la enzima, dado que la

naturaleza de las interacciones entre el disolvente y el sustrato limitan la
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asociacion de este ultimo con la enzima, reflejandose en la actividad enzimatica.
Aunque no se determiné en este estudio, se ha observado que cuando se
emplean disolventes con valores de Log P altos, el valor de la Km aumenta, lo que
indica que hay una pérdida gradual de la afinidad de la enzima por el sustrato
conforme aumenta la hidrofobicidad del disolvente. Por otro lado, entre menor sea
el valor de Log P, menor es el grado de afectacion sobre la Kwv (figura 42)61.64), Un
fendomeno similar, aunque no con valores de Kwm, se observo en este trabajo, pues
con los disolventes con mayores coeficientes de particioén la actividad fue menor,
mientras que con aquellos que tenian valores negativos del Log P, las

conversiones bajo las mismas condiciones fueron mejores.

Disolvente con Log P alto

Baja afinidad por el disolvente
EAS b
OQO El sustrato se une fuertemente
al sitio activo

Alta afinidad por el disolvente
EAS( remmreereres El sustrato se une débilmente
al sitio activo

Disolvente con Log P bajo

Figura 42. Representacidon esquematica para la explicacion de la dependencia entre la Km y el Log P
del disolvente. La flecha gruesa en la parte superior indica la union fuerte entre el sustrato y la enzima,
ademas de la facilidad de difusion del primero hacia el sitio activo, mientras que la flecha delgada y punteada
de la parte inferior muestra la union débil de el sustrato a la enzima, asi como la limitacion por parte del

disolvente para la difusion al sitio activo de la enzima. Imagen modificada de Kaul, 200861,

Finalmente, un aspecto mas que discutir es la diferencia en estabilidad
entre la nitrilasa libre e inmovilizada en estos medios, enfocandonos a nivel de
estructura cuaternaria. En otras enzimas transformadoras de nitrilos,
especificamente la nitrilohidratasa (NHasa) de G. pallidus RApc8, se ha observado
la funcion de “puente” de siete moléculas de agua involucradas en el

mantenimiento de la geometria de las estructuras diméricas a y B. Por ello, se
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sugiere que la disrupcidon de moléculas de agua involucradas ya sea en la
interfase del dimero o la asociacion dimero-dimero, pueden acelerar la
inactivacion de la enzima via disociacion de la estructura cuaternaria. Este
fendmeno también se podria extrapolar a la nitrilasa de R. sp V51B, ya que en
general en todos los disolventes se vio menor actividad en la forma no
inmovilizada (figura 40). Por lo tanto, se podria suponer que medios binarios
favorecen la disociacion de la enzima y la subsecuente pérdida de actividad, y se
puede evitar con la estabilizacion de la estructura cuaternaria por la unién

covalente en mdltiples puntos de la enzima(®8:69.70),

Especificidad y selectividad

Como se menciond en los antecedentes, una particularidad de la NitAC328
es su capacidad de hidrolizar nitrilos tanto alifaticos como aromaticos, propiedad
gue una cantidad reducida de nitrilasas presentan, debido a su alta especificidad
por alguno de los tipos principales de nitrilos®. Con la finalidad de llevar a cabo un
andlisis mas completo, se analizé la especificidad y selectividad de la nitrilasa
inmovilizada con un total de 20 sustratos, los cuales se clasificaron en funcion de
sus caracteristicas estructurales (figura 43). Algunos de estos compuestos son
precursores de acidos carboxilicos de interés industrial o sintones para otro tipo de
compuestos relevantes, ejemplo de ello es el nicotinonitrilo, precursor directo del
acido nicotinico o vitamina B3, el cual junto con sus derivados juegan un papel
importante como farmacaéforos, ejerciendo variedad de actividades bioldgicas("?.
Otro ejemplo es el acido p-clorobenzoico, proveniente del p-benzonitrilo, que se ha
usado como un indicador de radicales libres”®. Finalmente, se han reportado
derivados del acido 2-fenilpropiénico, el cual se puede obtener a partir de 2-
fenilpropionitrilo, los cuales han mostrado propiedades inhibitorias de las

ciclooxigenasas (COX) y como agentes antibacterianos(’®),
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Figura 43. Estructura, nombres triviales y clasificacion de los sustratos empleados para la
caracterizacion de la especificidad y selectividad de la nitrilasa inmovilizada.
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Benzonitrilo 100

p-clorobenzonitrilo 93.48

o-clorobenzonitrilo

Antranilonitrilo

p-nitrobenzonitrilo

4-fenilbutironitrilo = 0.22

3-fenilpropionitrilo -—| 18.32

2-fenilpropionitrilo | ND

2-(3,4-dimetoxifenil)-2-

. . .. = ND
isopropilacetonitrilo

4-cloropicolinonitrilo
2-cloroisonicotinonitrilo 91.57
Isonicotinonitrilo 91.07

Nicotinonitrilo 92.58
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Succinonitrilo
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Figura 44. Comparativo de las actividades observadas para los 20 sustratos evaluados con la nitrilasa

inmovilizada. ND= No detectable.
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Los resultados muestran que el sustrato preferido de la enzima inmovilizada
es el benzonitrilo (figura 44), mismo que se usé durante todo el proceso de
caracterizacion, aunque en general se observd una preferencia por los
compuestos aromaticos. Sin embargo, dependiendo de los sustituyentes y los
patrones de sustitucion, la actividad fue variable. Ejemplo de ello se aprecia en la
selectividad que tuvo la enzima sobre dos compuestos isémeros, el o-
clorobenzonitrilo y el p-clorobenzonitrilo, ya que mientras para el primero la
actividad fue practicamente despreciable (de so6lo un 0.33%), para el segundo fue
apenas un 6% mas baja que para el benzonitrilo. La misma escasa actividad se
observé con el antranilonitrilo, el cual también presenta una relacion orto entre los
sustituyentes del anillo. Dicho fendbmeno se puede atribuir al impedimento estérico
que generan los grupos cloro y amino en la posicién orto’479), dificultando que la

cisteina catalitica lleve a cabo su papel en una forma eficiente.

Con respecto a la naturaleza del sustituyente, se esperaba que al emplear
un nitrilo aromatico con un sustituyente que hiciera ain mas reactivo a éste (por
ejemplo, un grupo nitro), la actividad relativa seria mayor que la vista para el
benzonitrilo (figura 45). Sin embargo, contrario a lo esperado, la actividad
observada para el p-nitrobenzonitrilo fue mucho menor que para el p-
clorobenzonitrilo, apenas del 4%. Dicho resultado podria atribuirse a los efectos
estéricos producidos por parte del grupo nitro, que enmascararian los efectos

electronicos generados por este mismo(),

A) B)
N: N: N:
e
6— " o~ + o~ +
:Cl '.Q'-—N ‘Q\N/
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Figura 45. Estructuras con indicaciones de los sitios de mayor inestabilidad para el p-clorobenzonitrilo
y el p-nitrobenzonitrilo. A) Dipolos que se generan en el anillo aromético por el efecto inductivo del cloro en
el p-clorobenzonitrilo. B) Estructuras de resonancia para el p-nitrobenzonitrilo. La figura de la derecha indica la

carga positiva aledafia al grupo ciano, por la cual se hipotetizaba que se presentaria una mayor actividad.
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En el caso de los piridinonitrilos, el nitrdgeno que se encuentra en el anillo
ejerce un efecto electroatractor, por lo que se esperaban actividades altas en
todos los casos, particularmente en los que tenian al grupo ciano en posicion 2y 4
con respecto al nitrégeno (figura 46). Esto se cumplié en la mayoria de los casos,
excepto con el 4-cloropicolinonitrilo, el cual tiene al grupo ciano en posicion 2 con
respecto al nitrégeno, hecho que no se ajustd a lo esperado. Dicho resultado
podria asociarse con la relaciéon 1,2 que tienen el nitrégeno del anillo y el grupo
ciano, asumiendo que el primero tuviera propiedades como un orto sustituyente y

por ello la disminucién en la actividad(®).

A) CN

CN

Figura 46. Estructuras de resonancia mas importantes para los piridinonitrilos. Se observa la
contribucion del nitrégeno para aumentar la reactividad del grupo ciano por generacion de cargas en el
carbono alfa a este. A) 2-cloroisonicotinonitrilo, B) 4-cloropicolinonitrilo, C) Isonicotinonitrilo y D)

Nicotinonitrilo, en el cual no se genera una carga en el carbono alfa al ciano en ningin momento.

Analizando los arilalquilonitrilos, se pueden observar dos tendencias: 1) entre mas
corta la cadena alifatica, mayor es la actividad. Ejemplo de ello es que para el 3-
fenilpropionitrilo se obtuvo un 18% de actividad relativa, mientras que para el 4-
fenilbutironitrilo fue de apenas un 0.22%, 2) la presencia de un sustituyente en el
carbono alfa al nitrilo, al menos del tipo alifatico, abate completamente la actividad,
ya que no se observé conversion alguna del 2-fenilpropionitrilo y el derivado del

fenilacetonitrilo empleado, los cuales presentan en el carbono alfa un grupo metilo
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y un grupo isopropilo, respectivamente. Este efecto se puede atribuir al
impedimento estérico generado por estos grupos, especialmente el isopropilo, el
cual es particularmente voluminoso (figura 47). Sin embargo, debido a la falta de
mas derivados con otros grupos funcionales en el carbono alfa, como aminos o
hidroxilos, no se puede definir si también depende de la naturaleza de este

sustituyente.

B)

Figura 47. Estructuras quimicas de los derivados del fenilacetonitrilo con sustituyentes alquilicos en el
carbono alfa al nitrilo. Se aprecia el impedimento estérico generado por dichos grupos, particularmente en la
figura A. A) 2-(3,4-dimetoxifenil)-2-isopropilacetonitrilo y B) 2-fenilpropionitrilo.

Por otro lado, a pesar de que las conversiones fueron bajas para los
arilalquilonitrilos lineales, el hecho de que si haya existido actividad constituye una
ventaja enorme con respecto a la hidrélisis quimica de estos compuestos, ya que
se intentd hacer en condiciones alcalinas, sin conseguirla a pesar de haberse

empleado tiempos excesivos de calentamiento.

Con respecto a los nitrilos a,B-insaturados no se observé actividad alguna,
lo cual fue inesperado por el relativo parecido estructural con los nitrilos
aromaticos (ambos tipos son planos y presentan conjugacion), por lo que se tenia
la expectativa de tener una actividad considerable. Este fendmeno ya se habia
reportado para el acrilonitrilo con la nitrilasa de R. rhodochrous J1, la cual sin la
adicién de sulfato de amonio no mostré conversién alguna, pero tras la adicion de

la sal al 10% se observé una actividad relativa del 7.45% con respecto al
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benzonitrilo(’). Conocido esto, se probd la adicion de sulfato de amonio al 10% y
también subir la concentracion de los nitrilos a 50 mM, suponiendo que la afinidad
fuese sumamente baja, sin embargo, no se obtuvo mejoria. En el caso del
crotononitrilo, para la misma nitrilasa se reportd una actividad relativa del 1.7% sin
sal y del 11.5% con sal en el medio"7%, aunque en este estudio tampoco se

observé transformacion alguna con la nitrilasa inmovilizada para este sustrato.

Finalmente, en relacién con los nitrilos alifaticos, la tendencia vista fue que
entre mas corto el nitrilo, mayor la actividad presentada hacia este, ya que la
conversion que se presentd para el propionitrilo fue, en términos practicos, casi el
doble que la vista para el valeronitrilo. Por otro lado, con los dinitrilos no se
observé una diferencia significativa en la velocidad de conversién de los tres

probados, pero si en la cantidad de grupos ciano hidrolizados (cuadro 7).

Nombre y estructura del Moléculas de Nombre y estructura del
nitrilo empleado amonio liberadas producto obtenido
Ne” > o 1 NeT N oot
Succinonitrilo Acido 4-cianopropiénico
CN /\/\/COZH
NeT T N ) HO,C
Adiponitrilo Acido adipico
NC CN 2 HO,C CO,H
2-metilglutaronitrilo Acido 2-metilglutarico

Cuadro 7. Productos obtenidos, de acuerdo con la cantidad de amonio liberado, de la hidrélisis

enziméatica de los dinitrilos.

Por el comportamiento observado, podemos asumir que la cantidad de carbonos
maxima que puede haber entre los dos grupos ciano para que se consiga la
monohidrdlisis es de dos, ya que al elevar esta cantidad se dio la hidrélisis de los

dos grupos ciano, es decir, ya no es regioselectiva. Este comportamiento también
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se ha observado en la nitrilasa de R. rhodochrous N.C.I.B. 11216, mientras que en
la de Arabidopsis thaliana se presenta regioselectividad hasta con cuatro carbonos

entre los grupos ciano para conseguir la monohidrolisis(7:78),

Otro aspecto mas que se evalué con estos compuestos fue la
enantioselectividad, ya que el 2-metilglutaronitrilo es un compuesto quiral, por lo
que se esperaba que la conversion de este no fuera total. Sin embargo, fue
completa, lo que sugiere que la enzima, al menos en su forma inmovilizada, no es
enantioselectiva. A pesar de ello, se requiere mayor informacion a nivel de
estructura de los productos para confirmar esa premisa, ya que, aunque se
hicieron intentos por obtener muestras para determinar por métodos
espectroscopicos de mayor alcance su estructura, como RMN de H y 3C y
polarimetria, la inhibicibn a concentraciones altas (mayores a 7.5 mM) de estos
sustratos que presentd la enzima dificulté su aislamiento, debido a su alta

solubilidad en agua.

Determinacién de parametros cinéticos Km y Vmax

Finalmente, se determinaron los parametros cinéticos para la enzima
inmovilizada y se compararon con los de la enzima libre. Al igual que con otras
mutantes de la nitrilasa silvestre, la NitAC328 muestra una cinética que no se
ajusta a un modelo de Michaelis-Menten, sino a uno de Hill, en el que se aprecian
los efectos de cooperatividad("®. Haciendo un andlisis visual de los gréaficos de las
cinéticas de la nitrilasa libre e inmovilizada, se observa el cambio en la
cooperatividad que implicé la inmovilizacion, ya que con la enzima libre se
construye una curva con forma sigmoidea (figura 48-A), indicativo de una
cooperatividad positiva, con un coeficiente de Hill (n+) de 2.40 (cuadro 8), similar al
reportado para otras enzimas de la superfamilia nitrilasa®). Por otro lado, la
nitrilasa inmovilizada arroja una curva hiperbdlica (figura 48-B), que significa una
cooperatividad negativa, con un nu de 0.63. En términos de estructura y funcién,
estos valores quieren decir que en el caso de la nitrilasa libre, conforme se une
una molécula de sustrato a alguna unidad del oligobmero, la afinidad por este va
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aumentando y por ello el valor de n1 es mayor a 1. En el caso contrario, que es en
el de la nitrilasa inmovilizada, al determinarse un valor de n4 menor a 1, la union
de una primer molécula de sustrato hace que se disminuya la afinidad por una
segunda®®. Dicha transicion se puede atribuir a que la inmovilizacién, por ser un
proceso no homogéneo, produce heterogeneidad de sitios cataliticos, lo que en
una disminucion en el coeficiente de Hill por la variacion en la afinidad por

sustrato®b.

A) 21- L) L L] | Ll L) | B)
18- } i
154 -

124 4

Actividad especifica (mmoles/min/mg)
0
AL
1

Actividad especifica (mmoles/min/mg)

T L) L) L)
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Benzonitrilo (mM) Benzonitrilo (mM)

Figura 48. Cinética enzimatica de la nitrilasa libre (A) y la nitrilasa inmovilizada (B). La linea roja

corresponde al ajuste a un modelo de Hill.

- _ Nitrilasa Relacién
Nitrilasa libre _ - : o
inmovilizada Nit CLEA/Nit libre
Km (mM) 0.09 £ 0.01 2.62+1.05 29.11
Vmax (Mmol/min/mg) 19.79 + 1.09 9.17 £ 0.98 0.46
NH 2.40+0.54 0.63 £ 0.07 -
r2del ajuste 0.964 0.994 -

Cuadro 8. Parametros cinéticos para la nitrilasa libre e inmovilizada.

Con respecto a la afinidad y a la velocidad maxima de catalisis que puede
alcanzar la enzima en sus dos formas, en ambos criterios la inmovilizacion
involucra una pérdida, un resultado en cierto modo esperado por la naturaleza

sensible de las nitrilasas a estos procesos®V. En términos de proporciones, la
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enzima tras la inmovilizacion presentd una Ku 29 veces mayor que la que tenia
previamente, lo que indica una pérdida de afinidad mayor en un orden de
magnitud. Por otro lado, la velocidad maxima que puede alcanzar la enzima

inmovilizada es cercana a la mitad de la que tiene la enzima libre (cuadro 8).

Estos resultados también podemos atribuirlos a que existe una baja
cantidad de lisinas que no forman parte de los sitios de interaccion entre
subunidades (3 por mondémero), ni de regiones internas de la nitrilasa como el
pocket catalitico (figura 49), las cuales son las que sufren la modificacion tras la
inmovilizacion. Se ha encontrado que las enzimas que tienen menor niamero de
lisinas son mas propensas a la inactivacion®?, lo cual pudo haber sido un factor

importante que repercutid en los valores obtenidos de Km, Vmax Y NH.

Figura 49. Modelo construido por homologia de un dimero de la NitAC328 de Rhodococcus sp V51B.

Se resaltan en negro las lisinas que se encuentras en las superficies expuestas a la inmovilizacion.
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Discusion final de la inmovilizacion y la caracterizacion cinética de la NitAC328

La primera observacion cientifica que condujo al descubrimiento de las
enzimas inmovilizadas fue en 1916, cuando se demostro que la invertasa exhibia
la misma actividad en su forma disuelta que cuando se absorbia en un sélido
como el carbon activado o el hidréxido de aluminio. Desde entonces la
inmovilizacion de enzimas se ha estudiado ampliamente, al grado que desde 1960
a la fecha se han publicado més de 5,000 publicaciones y patentes en esta area,

lo cual demuestra el continuo interés en estas técnicas®3,

Los resultados y su respectiva discusion demuestran los pros y los contras
gue conllevo la inmovilizacion por formacion de CLEASs de la nitrilasa empleada en
este estudio. Dentro de las desventajas se encontraron la pérdida de afinidad y
velocidad méaxima de catdlisis con respecto a la enzima libre, lo que podria
implicar mayores tiempos de operacion en un proceso dado. Sin embargo, algunas
propiedades mejoraron considerablemente, tales como su tolerancia a disolventes
hidrofilicos en mezclas binarias, particularmente a la DMF y la acetona, la
estabilidad mecanica, e incluso aumentd en 10 °C la temperatura media de fusion
a la cual la enzima libre ya no presentd actividad alguna, mostrandonos estos
resultados las indiscutibles ventajas de la estabilizacién de una enzima mediante

su inmovilizacion.

Otra desventaja importante, aunque que ya no correspondiente al método,
sino a la enzima empleada en este estudio, es la falta de estereoselectividad de
esta, al menos en su forma inmovilizada, ya que dicha propiedad se considera
crucial para su aplicaciéon en un proceso, pues es uno de los principales motivos

por lo que se opta por la biocatélisis sobre la sintesis quimica convencional.

Por otro lado, un aspecto mas a considerar es que la metodologia disefiada,
ademas de ser mejor que las que se emplearon como referencia, es aplicable para
la inmovilizacion de otras nitrilasas u otras enzimas, ya que, bajo una metodologia
semejante en la que Unicamente se ajustd la cantidad de sulfato de amonio

empleado para la agregacion proteica, se logré6 inmovilizar una cianuro
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Resultados y discusién

dihidratasa, mejorando significativamente sus propiedades, con lo que se

demuestra la extensibilidad del método.

Finalmente, a pesar de que los resultados mostraron mayores ventajas que
desventajas aun quedan muchos elementos por estudiarse, algunos inherentes a
la enzima, como mutaciones que permitan ampliar el rango de sustratos sobre los
que tiene accion la enzima, y otros relacionadas con la matriz soporte y el proceso
de inmovilizacion, tales como probar otros aditivos y condiciones, todo esto con la
finalidad de optimizar ain mas a este biocatalizador, consiguiendo que tenga una
robustez idénea para una potencial aplicacion en una industria que esta creciendo

a pasos agigantados, la biotecnoldgica y, en especifico, la biocatalisis.
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Conclusiones

Conclusiones

- Se optimizaron las condiciones de sobreexpresion de la nitrilasa NitAC328
de Rhodococcus sp V51B.

- Se definieron como condiciones Optimas de inmovilizacion la precipitacion

salina y el entrecruzamiento con DPA de 150 kDa.

- Se mejoraron las estabilidades operacional, cinética y termodinamica de la

enzima con su inmovilizacion por entrecruzamiento.

- En bajas concentraciones de disolvente, existe una correlacion entre la
actividad observada para nitrilasa inmovilizada y la constante dieléctrica y el
coeficiente de particién del disolvente empleado.

- Se determind la especificidad y selectividad de la nitrilasa inmovilizada,
mostrandose una alta preferencia por sustratos aromaticos que no estén

sustituidos en posiciones orto.

- La nitrilasa inmovilizada mostré regioselectividad para la monohidrélisis de

dinitrilos con compuestos de hasta cuatro carbonos de longitud.

- La inmovilizacion de NitAC328 implicé una reduccion de 29 veces menor
afinidad por el benzonitrilo y una disminucion a la mitad de la velocidad
méaxima de catalisis, asi como una transicién de cooperatividad positiva a

cooperatividad negativa.

- El método de inmovilizacion es aplicable a otro tipo de nitrilasas, solo
siendo necesarios algunos ajustes como la saturacion de sulfato de amonio

a emplear para la agregacién proteica.



Perspectivas

Perspectivas

- Optimizar aun mas las condiciones de inmovilizacion con el uso de nuevos
aditivos y condiciones, tales como la adicion de sustrato para promover la

oligomerizacién y llevarla a cabo en condiciones alcalinas.

- Analizar por microscopia diferencial de barrido las caracteristicas fisicas de

los entrecruzados.

- Caracterizar con un rango mas amplio de sustratos la especificad y

selectividad de la nitrilasa inmovilizada.

- Desarrollar métodos analiticos de mayor alcance para identificacion y

cuantificacion mas precisa de los productos de hidrélisis.

- Aplicar el método de inmovilizacion disefiado a otras nitrilasas de

enantioselectividad conocida.

- Disefiar un proceso en cascada para la produccion de derivados de acido

Opticamente activos al acoplar el sistema nitrilasa con una lipasa.
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Compuesto

Longitudes de onda de maxima
absorcién (nm) / Absorbancia

Compuesto

Longitudes de onda de maxima
absorcién (nm) / Absorbancia

2-(3,4-dimetoxifenil)-2-
isopropilacetonitrilo

2-cloroisonicotinonitrilo
2-fenilpropionitrilo
2-metilglutaronitrilo
3-fenilpropionitrilo
4-cloropicolinonitrilo
4-fenilpropionitrilo
Acrilonitrilo
Adiponitrilo
Antranilonitrilo
Crotononitrilo
Isonicotinonitrilo
Nicotinonitrilo
o-clorobenzonitrilo
p-clorobenzonitrilo
p-nitrobenzonitrilo
Propionitrilo
Succinonitrilo

Valeronitrilo

228
212 (2.563), 221 (2.597), 286 (3.102)
206 (2.222), 212 (2.152)

194 (0.086), 196 (0.077)

206 (2.178), 209 (2.115)

219 (3.358), 229 (>4)

206 (2.188), 213 (2.119)

203 (2.062), 205 (2.097)

193 (0.073)

220 (3.269), 243 (3.484)

206 (2.244), 215 (2.198)

207 (2.918), 209 (2.893), 217 (2.731)
219 (3.253), 226 (3.373)

213 (2.798), 229 (3.636)

207 (2.904), 230 (3.904), 243 (3.649)
212 (3.551), 237 (>4), 272 (>4)
196 (0.128), 194 (0.124)

194 (0.09)

193 (0.122)

Acido 2-(3,4-dimetoxifenil)-
2-isopropilacético

Acido 2-cloroisonicotinico
Acido 2-fenilpropiénico
Acido 2-metilglutarico
Acido 3-fenilpropionico
Acido 4-cloropicolinico
Acido 4-fenilbutirico
Acido acrilico
Acido adipico
Acido antranilico
Acido crotonico
Acido isonicotinico
Acido nicotinico
Acido o-clorobenzoico
Acido p-clorobenzoico
Acido p-nitrobenzoico
Acido propidnico
Acido succinico

Acido valérico

ND

204 (3.562), 213 (3.597), 217 (3.581)
ND
192 (0.028), 214 (0.069)
ND
206 (3.594), 217 (2.898), 228 (3.188)
ND

ND
197 (0.265)
214 (3.078), 230 (3.129), 327 (2.772)
ND
205 (3.592), 212 (3.661), 261 (3.567)
205 (3.514), 214 (3.512), 260 (3.58)
205 (3.45), 220 (3.385), 228 (3.468)
206 (3.508), 222 (3.716), 243 (3.967)
ND
197 (0.01)
192 (0.05)

192 (0.023), 220 (0.01)

Cuadro 9. Maximos de absorcion determinados para todos los compuestos analizados. ND= No determinado.
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Proporcion de elucion Longitud de onda de Tiempo de Pendiente Ordenada al Coeficiente de

m t o iy L. . . . 0
S buffer — acetonitrilo deteccion (nm) retencion (min) (Ba) origen (Bo) determinacion (r?)
Acido 2-(3,4-dimetoxifenil)-2-
isopropilacético ND
60:40 228 ND ND ND
2-(3,4-dimetoxifenil)-2-
isopropilacetonitrilo 6.52
Acido 2-cloroisonicotinico 2.07 1395414.2 -8475.2 0.9960
80:20 220
2-cloroisonicotinonitrilo 5.96 1573269.8 -6403.0 0.9939
Acido 2-fenilpropiénico ND ND ND ND
o 60:40 213
2-fenilpropionitrilo 4.64 1214804.1 -10933.0 0.9986
Acido 3-fenilpropiénico 2.21 ND ND ND
- 60:40 213
3-fenilpropionitrilo 3.67 1649339.6 -31069.0 0.9948
Acido 4-cloropicolinico 1.29 1398900.5 -33920.2 0.9997
- 80:20 220
4-cloropicolinonitrilo 5.71 1748037.8 20471.6 0.9805
Acido 4-fenilbutirico 3.01 ND ND ND
- 80:20 213
4-fenilbutironitrilo 5.75 2220687.6 -67027.8 0.9978
Acido acrilico ND
95:5 205 ND ND ND
Acrilonitrilo 2.33
Acido antranilico 1.89 6120837.0 29105.0 0.9991
70:30 220
Antranilonitrilo 3.05 4591501.6 224.5 0.9991
Acido benzoico 2.45 1802509.8 -62708.8 0.9946
Benzonitrilo 70:30 220 4.94 3271645.9 -18854.1 0.9998
Benzamida 1.17 2396602.3 7077.4 0.9989
Acido croténico ND
95:5 205 ND ND ND
Crotononitrilo 2.33
Acido isonicotinico 0.71 1308687.9 40316.5 0.9999
80:20 220
Isonicotinonitrilo 1.91 1831673.6 18296.3 0.9999
Acido nicotinico 0.74 1160798.9 30102.4 0.9990
80:20 220
Nicotinonitrilo 1.80 2201256.9 11599.8 0.9996
Acido o-clorobenzoico 1.69 1878437.8 -35756.9 0.9950
60:40 213
o-clorobenzonitrilo 4.43 1771284.4 22492.3 0.9872
Acido p-clorobenzoico 2.76 989893.9 -23103.1 0.9942
60:40 213
p-clorobenzonitrilo 5.04 783758.6 -33856.3 0.9952
Acido p-nitrobenzoico 2.84 1297161.0 -904.5 0.9976
70:30 213
p-nitrobenzonitrilo 5.28 1216353.1 -16652.5 0.9990

Cuadro 10. Resultados determinados durante el desarrollo de los métodos para deteccion y cuantificacion por CLAR. ND= No determinado.
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Figura 50. Cromatograma de todos los nitrilos y sus correspondientes acidos analizados por CLAR.
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Figura 51. Cromatograma de la curva estandar de benzamida, acido benzoico y benzonitrilo.
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Apéndice B

Composicion de medios y reactivos especiales

Medio LB liquido: Peptona de caseina (10 g/L), extracto de levadura (5
g/L), cloruro de sodio (9 g/L) y fosfato monobésico de sodio (1 g/L). pH final
=7.2

Medio LB solido: Peptona de caseina (10 g/L), extracto de levadura (5
g/L), cloruro de sodio (9 g/L), fosfato monobasico de sodio (1 g/L) y agar (25
g/L). pH final = 7.2

Medio SOC: Triptona (20 g/L), extracto de levadura (5 g/L), cloruro de sodio
(0.6 g/L), cloruro de potasio (0.19 g/L), cloruro de magnesio (0.95 g/L),
sulfato de magnesio (1.2 g/L) y glucosa (3.6 g/L).

Buffer de carga 4x para electroforesis (para 10 mL): Glicerol (4 mL),
Tris/THCI 1M pH 6.8 (2.4 mL), laurilsulfato de sodio (0.8 g), azul de
bromofenol (0.004 g), 2-mercaptoetanol (0.5 mL) y agua (3.1 mL)

Buffer LAEMLI para electroforesis: Tris (3 g/L), glicina (14.4 g/L) y
laurilsulfato de sodio al 10% (10 mL/L). pH final = 6.8

Disolucion tefiidora de geles de poliacrilamida: Azul brillante de

coomassie (0.25 g/L), metanol (400 mL/L) y acido acético (70 mL/L).

Disolucion destefiidora de geles de poliacrilamida: Metanol (400 mL/L)

y acido acético (70 mL/L).

Disolucion para lisis por sonicado: Tris 100 mM, cloruro de potasio 150
mMy EDTA 1mM. pH final =7
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- Acido bicinconinico (BCA): BCA (1 g/L), carbonato de sodio (2 g/L),
bicarbonato de sodio (0.95 g/L), hidroxido de sodio (0.4 g/L) y tartrato de
sodio y potasio (0.16 g/L). Ajustar a pH = 11.25.

- Antibiéticos y concentraciones para stocks 1000x: Kanamicina (30
mg/mL) y cloranfenicol (34 mg/mL de etanol).
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Apéndice C

Secuencia de NitAC328 de Rhodococcus sp V51B

MVEYTNTFKVAAVQAQPVWFDAAKTVDKTVSNIAEAARNGCELVAFPEVFIPGYP
YHIWVDSPLAGMAKFAVRYHENSLTMDSPHVQRLLDAARDHNIAVVVGISERDG
GSLYMTQLIIDADGQLVARRRKLKPTHVERSVYGEGNGSDISVYDMPFARLGALN
CWEHFQTLTKYAMYSMHEQVHVASWPGMSLYQPEVPAFGVDAQLTATRMYALE
GQTFVVCTTQVVTPEAHEFFCENEEQRKLIGRGGGFARIIGPDGRDLATPLAEDE
EGILYADIDLSAITLAKQAADPVGHYSRPDVLSLNFNQRRTTPVNTPLSTIHATH
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