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(D-galactosa) isomerasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa.
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Figura 5.66. Lactolisis de nanofiltrado a 50°C con derivado 3-galactosidasa-Eupergit C.165

Figura 5.67. Perspectiva de los procesos de desmineralizacion y tratamientos
enzimaticos empleados en este trabajo.

Figura 5.68. Lactolisis e isomerizacion de glucosa y galactosa de nanofiltrado
desmineralizado con derivado -galactosidasa-LAI-GI-Eupergit C 250 L.
Figura 5.69. Lactolisis e isomerizacion de glucosa y galactosa de nanofiltrado
desmineralizado y sin desmineralizar.

Figura 5.70. Reactor tubular con camisa calefactora operando en la modalidad de
lecho fijo con derivado trienzimatico.

Figura 5.71. Operacion de un reactor de lecho fijo con derivados trienzimaticos
entrampados

Figura 5.72. Operacion de un reactor de lecho fijo con derivado trienzimatico

coinmovilizado y entrampado con nanofiltrado como sustrato.
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Abreviaturas utilizadas

BCA- Acido bicinconinico.

CM-Asp- Carboximetil-aspartico-agarosa.

CPC- Ceramica de poro controlado.

GOS- Galactooligosacaridos.

IGI- D-xilosa (D-glucosa) isomerasa inmovilizada
LAI- L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa

PEI- Polietilenimina.

SD- Desviacion estandar.
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Resumen

La utilizacion de coproductos derivados de diversos procesos industriales, ha sido el foco
de multiples investigaciones en las ultimas décadas. El desarrollo de biocatalizadores estabilizados
en fase so6lida mediante estrategias de inmovilizacion y estabilizacion ha dado origen a numerosas
aplicaciones en este campo.

El proposito central de este trabajo ha sido el desarrollo y caracterizacion de nuevos
biocatalizadores inmovilizados y el estudio de sus aplicaciones para la biotransformacion de la
lactosa (uno de los mayores componentes del suero de queseria) en los monosacaridos tagatosa y
fructosa, de gran interés por sus propiedades edulcorantes. Para ello, se desarrolld un sistema
trienzimatico basado en la inmovilizacion de las enzimas B-galactosidasa de Bacillus circulans, D-
xilosa (D-glucosa) isomerasa de Streptomyces rubiginosus y L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa
de Enterococcus faecium DBFIQ E36 en resinas acrilicas epoxi-activadas. Este sistema
enzimatico permitio transformar la lactosa presente en sueros de queseria en azucares de mayor
poder edulcorante (fructosa y tagatosa). La fructosa posee un poder edulcorante superior al de la
glucosa y sacarosa, en tanto la tagatosa, azticar hipocalérico y con propiedades prebioticas, puede
a su vez utilizarse como sustituto de la sacarosa. El producto resultante de esta biotransformacion
podria resultar de interés para diversas aplicaciones en la industria alimentaria.

Si bien las enzimas [-galactosidasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa utilizadas se
encuentran disponibles comercialmente, en el caso de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa la
misma fue producida y purificada en el marco de este trabajo mediante precipitacion salina
seguida de cromatografia de afinidad en el bioadsorbente L-arabitol-agarosa.

Se investigd el proceso de inmovilizacion covalente de la B-galactosidasa de Bacillus
circulans en resinas acrilicas epoxi-activadas convencionales (Sepabeads EP, Eupergit C, Eupergit
C 250 L) y heterobifuncionales (Sepabeads HFA). Se evalud la influencia sobre el proceso de
inmovilizacién de los siguientes parametros: tiempo de incubacidén, pH, fuerza idnica, carga
enzimatica aplicada y relacion enzima-soporte. En base al comportamiento de los pardmetros de
inmovilizacidn y a las posibilidades de estabilizacion térmica de los derivados de B-galactosidasa,
se seleccionaron aquellos en Eupergit C y Eupergit C 250 L para su aplicacidon en procesos de
lactolisis con lactosueros. Asimismo se seleccionaron estos soportes para la inmovilizacion de L-
arabinosa (D-galactosa) isomerasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa.

Se estudiaron tres estrategias para la estabilizacion térmica y mecanica de los
biocatalizadores obtenidos: tratamiento alcalino post-inmovilizacidon, bloqueo de grupos reactivos

remanentes, y entrampado de los derivados en perlas de alginato de calcio. La reduccion de la
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eficiencia de inmovilizacion como consecuencia de la incubacion alcalina se vio compensada por
una ganancia significativa en estabilidad. El entrampamiento en alginato no generd retardos
difusionales, mostrando los derivados buena estabilidad mecanica en las condiciones de
operacion. El entrampado evita la pérdida que resultaria del entrampamiento de las enzimas libres
directamente en alginato, asi como los inconvenientes relacionados con el reducido tamafio de las
particulas acrilicas utilizadas en su inmovilizacion. La estabilizacion térmica de los derivados
permiti6 trabajar a 50°C, alcanzando mayores niveles de conversion en las reacciones de hidrdlisis
de lactosa e isomerizacion de los productos.

Los sistemas bienzimaticos en base a [-galactosidasa y L-arabinosa (D-galactosa)
isomerasa y B-galactosidasa y D-xilosa (D-glucosa) isomerasa mostraron una reduccion en los
niveles de inhibicién de la actividad lactdsica por galactosa y glucosa, respectivamente. La
coinmovilizacion y estabilizacion de las tres enzimas en una misma particula, permitio obtener
rendimientos y eficiencias de inmovilizacién comparables a los alcanzados para la inmovilizacién
de cada una de las enzimas por separado. Como consecuencia del proceso de inmovilizacion-
estabilizacion se alcanzaron a su vez estabilidades térmicas similares a los derivados
monoenzimaticos de cada una de las enzimas consideradas. Comparativamente, el sistema
trienzimatico coinmovilizado demostr6 ventajas con respecto a la operacion con mezclas de
enzimas solubles o derivados inmovilizados individualmente. Por un lado, los derivados
inmovilizados son térmicamente mas estables que las enzimas libres. Por otra parte el sistema
coinmovilizado llevo a cabo la bioconversion en menor tiempo que el requerido por la mezcla de
derivados individuales. El consumo de galactosa y glucosa por parte de las actividades de las
correspondientes cetoisomerasas llevo a una reduccion en el grado de inhibicidon por producto de
la B-galactosidasa. De esta manera se logrd alcanzar la hidrolisis completa de lactosa en sueros de
queseria y altos valores de conversion en nanofiltrados desmineralizados, permitiendo de este
modo aumentar los niveles de conversion en términos de cetohexosas, demostrando la eficacia del

sistema desarrollado, la cual se evidencia en los niveles de productividad alcanzados.
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1. Introduccion

1.1. Enzimas

Las enzimas son catalizadores bioldgicos caracterizados por su alta especificidad y gran
poder catalitico, capaces de operar en condiciones moderadas. Por ello desde 1970 ha habido un
creciente interés en desarrollos tecnologicos que involucran a las enzimas, y se ha generalizado su
uso en distintos procesos en la industria (Tabla 1.1). Pero a diferencia de otros catalizadores, las
enzimas requieren condiciones suaves de reaccion, las cuales son necesarias debido a su limitada
estabilidad (Klibanov y Ahern, 1987; Thompson et al., 1998). No obstante, el uso de enzimas
presenta ventajas comparado con los procesos quimicos convencionales (Saibi et al., 2012;

Fernandes, 2010), en particular en las industrias de alimentos y farmacéutica (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Algunas aplicaciones industriales de las enzimas (Wiseman, 1995)

Enzima

Fuente

Aplicacién

Alanina deshidrogenasa
Aminoacilasa

Aspartato decarboxilasa
o-Amilasa

Amiloglucosidasa

Catalasa

Celulasa

Ciclodextrin-glucosil transferasa

Epoxisuccinato hidrolasa
a-Galactosidasa

B-Galactosidasa
B-Glucanasa
Glucosa isomerasa
Glucosa oxidasa
Inulinasa
Isomaltulosa sintasa
Penicilanasa

Proteasas

Pululanasa

Bacillus subtilis y Candida boidinii
Escherichia coli

Pseudomonas dacunhae

Numerosas bacterias y hongos
Aspergillus niger, awamori y oryzae
Aspergillus niger

Trichoderma reesei

Bacillus macerans y megaterium
Nocardia tartarices

Aspergillus niger

Aspergillus  spp.,

Spp.
Bacillus subtilis y circulans

Kluyveromyces

Actinoplanes missouriensis

Aspergillus niger

Kluyveromyces fragilis

Erwinia rhaponticii y
Protaminobacter rubrum

Bacillus licheniformis y cereus
Diversas fuentes vegetales, animales
y microbianas

Klebsiella aerogenes

Formacion de alanina a partir de
piruvato

Resolucion de mezclas racémicas de
L-acetil aminoacidos

Produccion de alanina

Tratamiento de almidon
Tratamiento de almidon

Remocion de H,O, en leche, queso y
huevos.

Procesamiento de frutas y vegetales
Formacion de dextrinas ciclicas
Formacion de acido tartarico
Hidrolisis de oligosacaridos durante
el refinado de azucar

Hidrolisis de lactosa en leche y
productos lacteos

Hidrolisis de polisacaridos durante
la extraccion de jugo de fruta
Isomerizacion de glucosa en jarabes
de fructosa

Antioxidante

Produccion de edulcorantes
Formacién de isomaltulosa

Remocion de antibioticos de leche
Produccion de extractos de levadura,
procesamiento de cueros, quesos, y
otros alimentos, detergentes
Procesamiento de almidon

En las ultimas décadas se han desarrollado multiples procesos biocataliticos para la
transformacion de matrices no explotadas tradicionalmente, conteniendo principalmente almidén,

lactosa, celulosa, y en menor medida hemicelulosa y lignina. El desarrollo de estos nuevos procesos
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hizo necesario el disefio de estrategias experimentales adecuadas para llevarlos a cabo de manera
eficaz.
Se considera a los procesos de inmovilizacidon de enzimas como una estrategia muy promisoria para

la implementacion de procesos eficaces de biotransformacion (Mateo et al., 2007a).

1.2. Inmovilizaciéon

Una enzima inmovilizada es un biocatalizador que ha sido confinado en una region definida
del espacio, mediante la unidon a un soporte insoluble, entrampado o entrecruzamiento, con
retencion de su actividad catalitica (Katchalski-Katzir, 1993).

El empleo de enzimas inmovilizadas ofrece algunas ventajas, entre ellas la factibilidad de
utilizarlas repetidamente, en algunos casos mejorar su estabilidad, reducir el tiempo de reaccion
mediante la utilizacion de concentraciones elevadas de enzima, tratar grandes cantidades de
sustrato en instalaciones mas pequefias, y obtener el producto final libre de enzima (Sheldon, 2007;
Wang et al., 2011).

A menudo los cambios que ocurren en las propiedades de una enzima cuando se la
inmoviliza pueden ser ventajosos. La inmovilizacion es una estrategia de gran valor que mejora la
estabilidad y la manipulacién de las enzimas, reduciendo costos en procesos a gran escala debido a
la estabilidad operacional de los derivados, siendo una herramienta fundamental para el disefio de
biotransformaciones, incluso a escala industrial.

Sin embargo, la seleccion de un sistema enzimatico inmovilizado para su aplicacion a
procesos biotecnologicos debe llenar requisitos en términos de actividad, estabilidad y pH 6ptimo.

En muchos procesos industriales las condiciones operativas no son adecuadas para las
enzimas solubles, que pueden desnaturalizarse debido a efectos mecanicos y del solvente. La
recuperacion de las enzimas de la mezcla de reaccion es dificultosa y a menudo imposible
(Sheldon, 2007). La inmovilizacion de enzimas representa la solucion a algunos de estos
problemas. En particular permite el uso del derivado enzimatico por mas de un ciclo, hace posible
detener la reaccion rapidamente por remocion del derivado de la mezcla de reaccion o viceversa,
eliminando la contaminacion del producto con la enzima, y sin requerir inactivacion térmica la que
podria afectar los productos de reaccion. Posibilita el empleo de mayores concentraciones de
catalizador en el medio de reaccion, permitiendo ademas su aplicacion en procesos continuos,
muchas veces mejorando la manipulaciéon y aumentando la estabilidad del biocatalizador

(Fernandez-Lafuente et al., 1999). Asi pues, el uso de procedimientos de inmovilizacion de

18



enzimas y células se revelé como una poderosa herramienta capaz de ser aplicada con éxito a una
gran variedad de situaciones experimentales.

Sin embargo, el costo de la enzima y la estabilidad del biocatalizador, restringen su uso
masivo. A pesar de que la inmovilizacién de enzimas presenta una serie de ventajas, no siempre es
factible trabajar con una enzima inmovilizada. La aplicacion de esta tecnologia depende de
distintos factores, entre los que se incluyen: la naturaleza y el costo del proceso, el método de
inmovilizacidn, el tipo de reactivos, la aparicion de una nueva fase en el reactor, las restricciones
difusionales del sistema, la vida util del catalizador, el cambio de escala y el control del desarrollo
microbiano durante el proceso.

Las propiedades de una enzima inmovilizada pueden diferir de las de la enzima libre
dependiendo del método de inmovilizacion y la naturaleza del soporte. Se puede constatar una
reduccion en la actividad especifica, particularmente si el proceso quimico de inmovilizacion
conduce a cierto grado de inactivacion (Brena y Batista-Viera, 2006).

El soporte también crea un nuevo microentorno para la enzima y éste puede influenciar la
actividad de formas muy variadas. Las caracteristicas de la enzima se pueden ver alteradas si el
sitio activo sufre algiin cambio conformacional como resultado de la interaccion quimica o fisica
entre la enzima y el soporte. También el soporte puede afectar las caracteristicas de la reaccion
catalizada por la enzima, imponiendo impedimentos estéricos, evitando la libre difusion del
sustrato, o produciendo interacciones electrostaticas con moléculas de sustrato o producto
(Sheldon, 2007).

La estabilidad de una enzima frente a la temperatura o bajo condiciones de almacenamiento
puede verse incrementada cuando se la inmoviliza, dependiendo de como el nuevo microambiente
afecta su tendencia a la desnaturalizacion. Otro factor importante en relacion a la estabilidad es la
posibilidad de reducir el ataque por parte de sustancias que degradan o inactivan la enzima. El pH
optimo puede variar hasta 2 unidades (usualmente 0.5-1 unidad) cuando se inmoviliza la enzima,
debido al efecto del nuevo microambiente. La K, aparente es con frecuencia significativamente
mas alta que la de la enzima en solucidn, siendo afectada por factores difusionales (Valencia et al.,
2010; Zavrel et al., 2010). Las restricciones a la difusion de sustrato o productos pueden afectar
también la velocidad de reaccion, particularmente si existe inhibicion por productos. La tasa de
difusion de sustrato tiende a un valor limite cuando la concentracion de sustrato en solucion se
incrementa. Si este valor limite se alcanza, la enzima inmovilizada esta completamente saturada de
sustrato y la velocidad méxima aparente alcanzada es menor que la correspondiente a la enzima en

solucion en iguales condiciones (Sheldon, 2007).
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Existen distintos métodos para la inmovilizacion de enzimas, con o sin participacion de un
soporte solido (Brena y Batista-Viera, 2006; Wilson et al., 2008; Wilson et al., 2009; Roessl et al.,
2010; Bayraktar et al., 2011) (Fig. 1.1). La adsorcion fisica a un soporte inerte es el procedimiento
mas simple. En ¢l se establecen enlaces débiles entre enzima y soporte que tienen poco efecto sobre
la actividad catalitica, permitiendo una facil desorcion del biocatalizador apelando a cambios de pH
o fuerza idnica. El proceso de adsorcion es reversible, pero inespecifico. La adsorcion idnica, por
ejemplo, depende fuertemente del pH y la fuerza idnica.

Otros métodos incluyen el uso de agentes quelantes, entrecruzamiento, entrampado en gel y
microencapsulacion en membranas sintéticas semipermeables o liposomas (Katchalski-Katzir,
1993; Cao, 2005).

La unién covalente de la enzima al soporte es un proceso factible; sin embargo es esencial

que las condiciones empleadas para dicha unidon no provoquen grandes pérdidas de actividad

catalitica.
Ly
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Figura 1.1. Métodos de inmovilizacion de enzimas: métodos quimicos (arriba), métodos fisicos (abajo).

En general, en la mayoria de los procedimientos para la inmovilizacidon covalente, la
capacidad catalitica de la enzima se ve afectada. En particular se generan grandes cambios en los

parametros cinéticos de la reaccion catalizada enzimaticamente y en la termoestabilidad del
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derivado, en dependencia con el método de union covalente. No obstante, la inmovilizacién
covalente presenta algunas ventajas importantes respecto a la adsorcion fisica (Sheldon, 2007). El
desarrollo de nuevos soportes y estrategias de inmovilizacion en los ultimos afios han incrementado
el interés por la inmovilizacion covalente, lograndose por este medio una mejora significativa de
las caracteristicas de las enzimas (Boller et al., 2002; Mateo et al., 2007b; Rocha-Martin et al.,
2012). Mas aun, esta estrategia se ha combinado exitosamente con otras herramientas como la
mutagénesis dirigida, evolucion dirigida y modificacion quimica para mejorar las caracteristicas de
los biocatalizadores como su enantio- y regioselectividad, asi como su termoestabilidad (Wang et
al., 2008a; Wang et al., 2008b; Wang et al., 2009).

Una etapa importante en la inmovilizacion de enzimas es la eleccion de un soporte y de un
método de activaciéon adecuados que permitan obtener una elevada concentracion de grupos

reactivos en la superficie del soporte que puedan interactuar con los grupos reactivos de la enzima.

Se han utilizado una gran variedad de soportes para la inmovilizacion covalente de enzimas
tanto a escala de laboratorio como industrial; entre ellos, soportes inorgéanicos (tales como
cerdmica, silica y vidrio de poro controlado), colageno, agarosa, asi como geles de poliacrilamida y
fibras de acetato de celulosa (Sheldon, 2007; Wang et al., 2008a). Las propiedades de la enzima y
la aplicacion a la que esté destinado el derivado enzimatico influyen en la eleccion del soporte y del
método de inmovilizacion a utilizar.

El uso de soportes de costo accesible, no toxicos, y que se encuentran disponibles
comercialmente para la inmovilizacién covalente de enzimas, es de gran interés en los procesos
alimentarios a los que se aplique. Durante las ultimas décadas han sido evaluados numerosos
soportes, siendo las resinas acrilicas las mas estudiadas (Grazu et al., 2003; Mateo et al., 2007b).
Estos soportes, por su congruencia geométrica, proporcionan condiciones ideales para la
estabilizacion de la enzima, a la vez de permitir su activacidon con varios agentes quimicos. Entre
los agentes activantes, los que despiertan mayor interés, tanto a escala de laboratorio como
industrial, son los que incorporan grupos epdxido porque éstos son muy estables a pH neutro, aun
en condiciones de humectacion, por lo que los soportes epoxi-activados pueden ser almacenados
por largos periodos. Dentro de las matrices que pueden ser epoxi-activadas se pueden encontrar
soportes como la agarosa, polimeros acrilicos, silica, hidrocoloides y glicanos (Saudagar et al.,

2004; Xue et al., 2008).
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1.3. Soportes acrilicos epoxi-activados

Los soportes acrilicos epoxi-activados comerciales son perlas macroporosas de polimeros
acrilicos formados por una matriz levemente hidrofébica y con una alta densidad de grupos epoxido
reactivos (Fig.1.2). Ademads, estos soportes epoxi-activados son capaces de reaccionar en
condiciones suaves (pH cercano al neutro y alta fuerza i6nica) con diferentes grupos nucleofilicos
de la enzima, tales como los grupos amino, hidroxilo y/o tiol, dependiendo del pH del medio, con
una minima modificacién quimica de la proteina (Mateo et al., 2007a). Tienen un bajo factor de
hidratacién, elevada capacidad de union, alta rigidez que permite mantener la morfologia interna
tanto en agua como en solventes organicos (Iyer y Ananthanarayan, 2008) y el procedimiento de
inmovilizacion es sencillo, obteniéndose habitualmente altos rendimientos de inmovilizacion. Entre
matriz y ligando se generan enlaces N-C, S-C 6 O-C muy estables (Mateo et al., 2000a), lo cual
facilita la manipulacién, transporte y almacenamiento de los derivados incluso en condiciones de
humectacion. Dado el alto grado de activacion del soporte, en muchos casos es posible que la unién
se efectue por multiples enlaces. Este tipo de unién multipuntual enzima-soporte deriva en una
rigidificacion de la estructura tridimensional de la proteina, lo cual puede resultar en una gran
estabilizacion frente a agentes fisicos y quimicos (calor, pH, solventes organicos, etc.).
Adicionalmente es posible lograr flujos elevados cuando se opera en columna (Boller et al., 2002).
Las particulas tienen un didmetro medio de 150-300 um y el soporte posee un contenido de grupos

epoxido entre 250-700 umoles por gramo de gel seco (Tabla 1.2).
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Figura 1.2. Estructuras de tres resinas acrilicas epoxi-activadas comerciales.
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Entre este tipo de soportes disponibles comercialmente se encuentran las resinas Eupergit
(R6hm Pharma) y Sepabeads (Resindion). La resina Eupergit C es un polimero acrilico (particulas
esféricas con un diametro promedio de 150 um) que contiene grupos epoxido como componentes
reactivos (minimo 600 pumol de grupos epodxido por gramo de gel seco, unos 170 umol de grupos
epoxido por gramo de gel humedo). El soporte denominado Eupergit C 250 L tiene la misma
estructura quimica que el Eupergit C, pero posee poros de mayor tamafio y un nimero mas
reducido de grupos epoxido (250 umol de grupos epoxido por gramo de gel seco). Por su parte, la
resina Sepabeads EC-EP es un polimero acrilico con grupos epoxido reactivos, con un didmetro
medio de particula de 150 wm, y un contenido minimo de grupos epoxido de 110 umol de grupos
reactivos por gramo de gel himedo (Tabla 2). La inmovilizaciéon de proteinas en estos soportes no
necesita reactivos adicionales para llevarse a cabo, como los requieren, por ejemplo, los soportes
aldehido-agarosa, glioxil-agarosa y muchos otros (Blanco y Guisan, 1989; Mateo et al., 2005;
Mateo et al., 2006a; Mateo et al., 2006b), y prescinde de equipamientos especiales. No hay pérdida
detectable de enzima en la mayoria de los casos, y generalmente se logra incrementar la estabilidad
operacional y la termoestabilidad, como se explicd antes, asi como la estabilidad operativa en
medio orgadnico y la estabilidad de almacenamiento (Fernandez-Lorente et al., 2000). Estos

soportes resultan compatibles con la inmovilizacion de distintos tipos de enzimas.

Tabla 1.2. Caracteristicas generales de tres soportes acrilicos epoxi-activados disponibles comercialmente
(informacion de los fabricantes).

Eupergit  Eupergit C Sepabeads

Caracteristicas Sepabeads EC-HFA

C 250 L EC-EP
Matriz Copolimero acrilico® Polimetacrilato
Grupos reactivos Epdxido Epdxido Epdxido Amino epdxido
Densidad minima de grupos epoxido
(umol/g de gel hidratado) 170 70 110 50
Didmetro medio de particula (Wm) 150300 150300 150-300 150-300

Factor de hinchamiento 35 4.0 35 4.1
Tamaio de poro promedio (nm) 25 250 30 30

a- Copolimero de metacrilamida, alilglicidiléter, glicidilmetacrilato y metilen (bis) metacrilamida.

La inmovilizaciéon en soportes epoxi-activados convencionales (Eupergit C y C250L,
Sepabeads EC-EP) sigue un mecanismo en dos pasos (Fig. 1.3). En el primer paso se promueve la
rapida adsorcion de la proteina al soporte; la mayoria de los soportes acrilicos tienen una naturaleza

débilmente hidrofobica y las condiciones incluyen el uso de alta fuerza ionica para promover la
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adsorcion de proteinas mediada por interacciones hidrofobicas (Mateo et al., 2000a-b; Mateo et al.,
2002). En el segundo paso del mecanismo la proteina previamente adsorbida se une covalentemente
a través de los grupos epoxido presentes en la superficie y poros del soporte (reaccion
unimolecular). Aun cuando se aplican altas cargas proteicas, s6lo se utilizan un pequeio porcentaje
de los grupos epoxido disponible. Esto puede provocar algunos problemas de estabilidad, pero para
evitarlo se lleva a cabo un proceso de bloqueo de los grupos reactivos remanentes en el soporte. El
procedimiento de inmovilizacion en general se efectiia a temperatura ambiente y en medio acuoso.
La inmovilizacion es afectada por la relacion proteina/soporte, el tiempo de incubacion, el pH y la

fuerza i6nica (Katchalski-Katzir y Kramer, 2000).

A/ \ H,N—
4 C o

HS— Inmovilizacion covalente
o HO/ N muy lenta (reaccion
1A\ intermolecular entre enzima
d y soporte)
e

pH 7.0, 4-25°C y alta fuerza idnica

7 N 4
f—A |.|2|{| Adsorcion de la enzima al soporte seguida de
4 / ’ reaccion intramolecular para la union covalente
7/ al mismo
7

Figura 1.3. Mecanismo de inmovilizacion de proteinas, a pH proximos a la neutralidad y temperaturas
moderadas, en soportes acrilicos epoxi-activados (Mateo et al., 2003, con modificaciones).

Mas recientemente, se han desarrollado geles bifuncionales de polimero acrilico con grupos
epoxido y amino (Mateo et al., 2003), que permiten la inmovilizacion de proteinas en condiciones

experimentales muy suaves y a baja fuerza ionica (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. Inmovilizacion covalente de enzimas sobre soportes amino-epéxido con una pequefia proporcion de
grupos amino (Mateo et al., 2003, con modificaciones).

L~

Estos soportes amino-epoxido heterobifuncionales inmovilizan proteinas por un mecanismo
diferente. En tanto los grupos amino son capaces de promover la adsorcion fisica de la proteina en
base a interacciones ionicas, los grupos epoxido forman enlaces covalentes con las proteinas
(Mateo et al., 2003). De este modo, las enzimas son primero adsorbidas fisicamente en un proceso
de intercambio i6nico y luego se produce la unién covalente gracias a los grupos epdxido del
soporte.

Estos geles heterobifuncionales se preparan por modificacion de algunos grupos epoxido del
soporte con compuestos capaces de promover la adsorcion (Mateo et al., 2003) y dentro de los
mismos se distinguen dos clases, de acuerdo al grado de modificacion de los grupos reactivos del
soporte.

En un primer tipo de soportes heterobifuncionales se lleva a cabo so6lo un pequefio grado de
modificacién de la superficie del soporte (aproximadamente 20% de los grupos epdxido). Sin
embargo, otros soportes heterobifuncionales, generados por modificacion de una capa de
etilendiamina covalentemente unida a la superficie del soporte (Fig. 1.2 y Fig. 1.5), presentan una

relacion 1 a 1 entre grupos amino y epdxido (Mateo et al., 2004).
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Figura 1.5. Inmovilizacién en soportes epoxi-amino con una proporcién 1:1 de grupos amino (Mateo et al., 2004,
con modificaciones).

El gel Sepabeads HFA pertenece a esta segunda generacién de soportes bifuncionales y
posee un minimo de 50 umol de grupos epoxido por gramo de gel huimedo (Torres et al., 2003;
Bhattacharjee, 2006).

Los soportes acrilicos epoxi-activados permiten obtener muy buenos rendimientos de
inmovilizacién y una alta recuperacion de actividad, aumentando en muchos casos la estabilidad de
los derivados frente a distintos agentes fisicos y quimicos debido a la generacion de uniones
multiples entre enzima y soporte, que llevan a una rigidificacion de la estructura (Mateo et al.,
2003).

El empleo de la inmovilizacién covalente de enzimas en soportes epoxi-activados aplicada a
procesos biotecnoldgicos presenta grandes posibilidades de desarrollo en los més diversos campos.
Muchas enzimas han sido inmovilizadas con éxito en soportes acrilicos (O 'Féagain, 2003; Goedl et
al., 2007). No obstante, estos soportes no son los mas adecuados para la inmovilizacion de ciertas
enzimas con caracteristicas especiales, como se ha reportado en el caso de la dextranasa de
Chaetomium erraticum (Erhardt y Jordening, 2007) y la epdxido hidrolasa de Solanum tuberosum
(Mateo et al., 2007c).

En este trabajo se desarrollaran biocatalizadores especificos en base a la inmovilizacion

covalente de enzimas en soportes acrilicos epoxi-activados
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1.4. Procesamiento de lactosuero

Como es sabido en Uruguay la industria lactea, y en particular la queseria, tiene un papel
importante en la economia y en las ultimas décadas ha encontrado las condiciones para un
desarrollo notable. No obstante, subsisten ciertas limitaciones que impiden el aprovechamiento
integral de los recursos generados como consecuencia directa o indirecta de esta rama de actividad.

En este trabajo nuestro interés se centr6 en la utilizacion del lactosuero, considerado como
un co-producto en el proceso de manufactura de quesos, que generalmente es descartado generando
pérdida de recursos y problemas ambientales (Hernandez-Ledesma et al., 2011). El lactosuero es un
efluente liquido que se obtiene durante la fabricacién del queso en la etapa de coagulacion de la
leche (Fig. 1.6). El suero se deteriora rapidamente a causa de la accion microbiana y su disposicion

final requiere tratamientos previos que eviten la contaminacion ambiental (Siso, 1996).
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Figura 1.6. Lactosuero, un coproducto de la industria quesera.

Los componentes solubles en su mayoria son proteinas (6-8 g/L), azicares, especialmente
lactosa (44-52 g/L), y sales minerales (4.3-9.5 g/L). El lactosuero contiene un 25% de las proteinas
de la leche, cerca del 8% de la materia grasa y el 95% de la lactosa (Tunick, 2008; Illanes, 2011).

Parte del suero de queseria se ultrafiltra para recuperar las proteinas, generando un
permeado conteniendo 4.5% de lactosa, sales minerales y vitaminas (Giacomini et al., 1998,

Tunick, 2008). La nanofiltracion proporciona un método para la desmineralizacion parcial del
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lactosuero, y permite la recuperacion de proteinas y lactosa (Alkhatim et al., 1998). Sin embargo,
aproximadamente el 47 % de los 115 millones de toneladas anuales de lactosuero producidas en el
mundo se dispone en rios, lagos y otros cuerpos de agua (Prazeres et al., 2012). Esto representa una
significativa pérdida de recursos y causa serios problemas de polucion dado que el suero es un
contaminante orgéanico con altas BOD (40000-60000 ppm) y COD (50000-80000 ppm). Mas del
90% de esta BOD se debe a la lactosa (Smithers y Copleland, 1997; Cristiani-Urbina et al., 2000).

Si bien la lactosa ha sido utilizada durante mucho tiempo como aditivo en la industria de
alimentos, su uso siempre ha estado restringido como consecuencia de su escasa solubilidad,
facilidad de cristalizacion (que dificulta los procesos de produccion de lacteos no fermentados
como helados o leche condensada) y bajo poder edulcorante, ademas de que una buena parte de la
poblacion mundial es intolerante a la lactosa, y no pueden consumir leche y subproductos con alto
contenido en este azlcar. Dificultades similares tiene su empleo en aditivos y medios de
fermentacion. Estudios nutricionales han demostrado que la poblacion intolerante a la lactosa puede
consumir productos lacteos lactosa hidrolizados (Turnbull, 2000).

Los procesos de filtracion para la recuperacion de la lactosa del lactosuero resultan muy
costosos y la mayor parte de las industrias no los llevan a cabo (Alkhatim et. al., 1998). Una
alternativa para la utilizacion del lactosuero es la transformacion quimica (mediante hidrélisis
acida) o enzimatica de la lactosa.

La hidrolisis quimica requiere el uso de altas concentraciones de dacidos y altas
temperaturas. En cambio, las condiciones de la hidrélisis enzimatica, ya sea mediante [-
galactosidasas o B-glicosidasas, son mucho més moderadas (Petzelbauer et al., 1998a-d). Como
consecuencia de la hidrolisis enzimatica especifica no se obtienen productos secundarios, sabores,
aromas o colores indeseados. En nuestro caso, se empleara una 3-galactosidasa para la hidrolisis de
lactosa en sueros de queseria, primer paso en el proceso de biotransformaciéon que se llevara

adelante.

1.5. p-Galactosidasa

La enzima B-galactosidasa (B-D-galactosido galactohidrolasa, EC 3.2.1.23) es uno de los
biocatalizadores de mayor potencial en la industria de alimentos (Grosova et al., 2008). Es una
enzima de la mas amplia distribucidon, producida por animales, plantas y microorganismos (Tabla
1.3), la cual cataliza in vivo la hidrdlisis de lactosa en glucosa y galactosa (Fig. 1.7). Esta actividad

es importante desde el punto de vista nutricional y tecnoldogico (Panesar et al., 2010). Ademas, bajo
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determinadas condiciones experimentales la enzima también cataliza procesos de transglicosilacion

para producir galactosidos y oligosacaridos (Irazoqui et al., 2009; Neri et al., 2011).
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CHs0H OH CHzOH
OoH o, 0 o OH
OH OH QH
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OH CH
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{_'_}H

OH

Gala;ctosa

Figura 1.7. Hidrdlisis de lactosa.

Tabla 1.3. Algunos microorganismos productores de B-galactosidasa (Panesar et al., 2010).

Microorganismos productores de B-galactosidasa

Bacterias Hongos Levaduras

Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. Alternaria alternate, A. palmi Bullera singularis

rittmannii Aspergillus foelidis, A. Candida pseudotropicalis
Arthrobacter sp. fonsecaeus, A. fonsecaeus, A. Saccharomyces anamensis, S.
Bacillus acidocaldarius, B. circulans, B. carbonarius, A. oryzae lactis, S. fragilis

coagulans, B. subtilis, B. megaterum, B. Auerobasidium pullulans Kluyveromyces bulgaricus, K.
stearothermophilus Curvularia inaequalis fragilis, K. lactis, K.
Bacteriodes polypragmatus Fusarium monilliforme, F. marxianus

Bifidobacterium bifidum, B. infantis oxysporum

Clostridium acetobutylicum, C. Mucor meihei, M. pusillus

thermosulfurogens Neurospora crassa

Corynebacterium murisepticum Penicillum canescens, P.

Enterobacter agglomerans, E. cloaceae chrysogenum, P. expansum

Escherichia coli Saccharopolyspora rectivergula

Klebsiella pneumoniae Scopulariapsis sp

Lactobacillus acidophilus, L. Streptomyces violaceus

bulgaricus,L. helviticus, L.
kefiranofaciens, L. lactis, L. sporogenes,
L. themophilus, L. delbrueckii
Leuconostoc citrovorum
Pediococcus acidilacti, P. pento
Propioionibacterium shermanii
Pseudomonas fluorescens
Pseudoalteromonas haloplanktis
Streptococcus cremoris, S. lactis, S.
thermophius

Sulfolobus solfatarius
Thermoanaerobacter sp.

Thermus rubus, T. aquaticus
Trichoderma reesei

Vibrio cholera

Xanthomonas campestris

La estrategia mas simple para la hidrolisis enzimatica de la lactosa se basa en el uso de la
enzima parcialmente purificada, en procesos de tipo batch. No obstante, la inhibicién por productos

aparece como la mayor desventaja de este tipo de tecnologia. Se han desarrollado un gran ntimero
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de modelos matematicos para dar cuenta del comportamiento cinético de ciertas [-galactosidasas

de interés industrial, en forma soluble e inmovilizada en diversos soportes (Bakken et al., 1992;

Santos et al., 1998; Zhou et al., 2001; Zhou et al., 2003). Muchas fuentes microbianas de B-

galactosidasa han despertado interés industrial. Como puede verse en la Tabla 1.4, se han empleado

un gran niamero de soportes para la inmovilizacion de B-galactosidasas (Giacomini et al., 1998,

Giacomini et al., 2001, Pessella et al., 2003, Ovsejevi et al., 1998, Pessella et al., 2004).

Tabla 1.4. Algunos soportes reportados parala inmovilizacion de p-galactosidasas (Panesar et al., 2010).

Método de inmovilizacion

Organismo

Soporte

K. fragilis y K. lactis

Quitosano, perlas de quitosano,
CPC-silica, PEI-Sepabeads,
DEAE-agarosa, perlas de celulosa,
agarosa, Celite y Sephadex G-75
Resina de fenolformaldehido

A. oryzae Membrana de polivinil cloruro y
silica gel
Chromosorb-W
Iy . Polivinil cloruro y silica
Adsorcion fisica E coli Quitosano
B. circulans Monolito ceramico poroso
B. stearothermophilus Perlas de quitosano
A. niger Quitosano
Perlas de quitosano
Thermus sp. T2 Celite, quitosano
Perlas de quitosano
Pisum sativum
K. bulgaricus Alginato, usando BaCl,
E. coli Gel de poliacrilamida
A. oryzae Nylon-6 y zeolita, esponja de
polivinil alcohol Cryogel, perlas de
Entrampado agarosa

Thermus aquaticus YT-1

Penicillium expansum F3
K. lactis
Saccharomyces cerevisiae

Perlas de agarosa

Alginato de calcio

Hidrogel de polivinilalcohol
Hidrogel de polivinilalcohol
Hidrogel de polivinilalcohol

Union covalente

L. bulgaricus
S. anamensis
E. coli

A. oryzae

K. lactis

B. circulans
K. fragilis

Céscara de huevo

Alginato de calico

Clara de huevo, polivinilalcohol,
celulosa activada con cloruro de
ciandgeno, gelatina

Silica, silica gel activada con TiCls
y FeCl;, membrana de nylon,
hidrogel de polivinilalcohol y
particulas magnéticas de Fe;Oy-
quitosano

Perlas de quitosano, algodon,
algodon activado con cloruro de
tosilo, Eugrit, grafito y
tiolsulfinato/tiolsulfonato
Eupergit C

Silica-alimina

Las lactasas de Escherichia coli, Kluyveromyces lactis, y Aspergillus oryzae son los

ejemplos mas destacados en los que se han utilizado procedimientos de inmovilizacion (Matioli et
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al., 2003; Panessar et al., 2010). Asimismo existen reportes sobre la produccion de B-
galactosidasas heterdlogas en cepas recombinantes de S. cerevisiae y E. coli. El clonado, la
mutagénesis, asi como la construccion de diversas proteinas de fusion a partir de las enzimas de K.
lactis, A. niger y diversos microorganismos de interés, incluyendo extremofilos, ha derivado en la
mejora de su potencial en aplicaciones biotecnoldgicas (Sheik y Gunasekaran, 2010).

Las B-galactosidasas se pueden utilizar para procesar co-productos de la manufactura de
quesos (sueros y permeados), eliminando los problemas ambientales relacionados a su disposicion
y permitiendo la revalorizacion del componente lactosa del lactosuero (Panessar et al., 2010).

El suero dulce tiene un pH de 5.5-6.3 (Bakken et al., 1992) y la leche descremada de 6.5-
6.7 (Salaiin et al., 2005). Una lactasa cuyo pH Optimo abarca este rango proviene de Bacillus
circulans y fue seleccionada para nuestros estudios.

La B-galactosidasa de Bacillus circulans (Mozaffar et al., 1984; Vetere y Paoletti, 1998;
Hernaiz y Crout, 2000) es una enzima extracelular, que posee una termoestabilidad
significativamente mayor que la mayoria de las B-galactosidasas de levaduras, y la misma no
requiere cofactores metalicos para su actividad (una ventaja respecto a la mayoria de las enzimas
de Kluyveromyces spp., las cuales ademds son inhibidas por calcio [Demirhan et al., 2008]). Las
propiedades de esta enzima son de interés para su empleo en la hidrolisis de lactosa. La enzima
soluble presenta un 6ptimo de actividad en 40 °C y el pH 6ptimo se ubica en el rango de pH del
suero dulce (Bakken et al., 1992; Salaiin et al., 2005). En condiciones apropiadas, la enzima
cataliza la produccion de oligosacaridos, mostrando una alta regioselectividad con formacion de
enlaces B (1-4) y preferencia por la formacion de oligosacaridos de mas de tres unidades
monoméricas (Boon et al., 2000). En consecuencia, estas propiedades la convierten en una enzima
de interés para la hidrdlisis de lactosa en leche y coproductos de la industria quesera, asi como en
otros procesos biotecnologicos (produccion de galactooligosacaridos con propiedades prebioticas).

La forma soluble de la enzima, parcialmente purificada, estd disponible comercialmente
bajo la denominacion de Biolacta N-5 (Daiwa Kasei, Osaka, Japon). En la preparacion comercial
se ha demostrado la presencia de al menos 4 isoenzimas (siendo la B-galactosidasa I la mas
abundante), las que poseen distintas afinidades por el sustrato natural (lactosa) y el ONPG, un
sustrato alternativo. Dos de las isoenzimas (incluida la B-galactosidasa I) son inhibidas por
galactosa, en tanto que las restantes no presentan inhibicion por producto (Vetere y Paoletti, 1998;
Song et al., 2011a). Varias formas de esta enzima se han clonado en E. coli (Song et al., 2011Db).

Actualmente la B-galactosidasa de Bacillus circulans no cuenta con el estatus GRAS de la
FDA, pero este organismo analiza varias solicitudes tendientes a incorporar algunas de sus

aplicaciones para su empleo en procesos de produccion de alimentos.
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El disefio de bioprocesos para el aprovechamiento de la lactosa como recurso,
especialmente con la generacién de productos de mayor valor agregado, ha sido abordado por
muchos investigadores en las ultimas décadas. En este sentido, la hidrélisis de lactosa suele
establecerse como el primer eslabon para la obtencion de productos de interés. Por su parte, los
productos de la hidrélisis de la lactosa (glucosa y galactosa) pueden ambos ser objeto de
transformaciones posteriores, que ademas de generar nuevos productos, disminuyen la

concentracion de azucares inhibidores de la f-galactosidasa.

1.6. D-Tagatosa

El conocimiento de varios procesos biocataliticos, facilitados por el uso de enzimas
inmovilizadas, ha determinado el desarrollo de estrategias experimentales para la generacion de
productos lacteos con bajo porcentaje de lactosa, utilizacién de los productos de hidrolisis de la
lactosa como edulcorante en diversos alimentos, y produccion de jarabes con poder edulcorante
equivalente al de la sacarosa (por ejemplo produccidén bioldgica de D-tagatosa) a partir de
sustratos alternativos como el lactosuero. La mayoria de estos esfuerzos no han alcanzado atn el
refinamiento requerido para utilizar el proceso a escala industrial (Panesar, 2010). Sin embargo, la
produccion de D-tagatosa y el incremento del poder edulcorante del suero de queseria mediante la
biotransformacion de la lactosa, constituyen procesos con grandes posibilidades de desarrollo a
largo plazo.

Los denominados azticares raros (Izumori, 2002; Ganstrom et al., 2004) son aquellos que
se presentan en bajas cantidades en la naturaleza y han recibido especial atencion a partir de
algunos trabajos de recopilacion de informacion en base a bibliografia y especulaciones teodricas
(Fig. 1.8).

La D-tagatosa es uno de estos azucares, enantidomero de la D-fructosa (inversion en C-4)
que ha sido introducido como agente endulzante bajo en calorias (1,5 kcal/g) (Patra et al., 2009).
En tanto que la D-fructosa posee un poder edulcorante muy superior al de la glucosa y sacarosa
(Bhosale et al., 1996), la D-tagatosa es un monosacarido de poder edulcorante similar a la
sacarosa, y a diferencia de los polioles no presenta retrogusto. La glucosa posee el 74% del poder
edulcorante de la sacarosa, en tanto que fructosa y tagatosa alcanzan 180% y 92%

respectivamente (Tabla 1.5).
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Tabla 1.5. Poder edulcorante relativo de una seleccion de carbohidratos (Zall, 1992).

Carbohidrato Poder edulcorante relativo (%)
Sacarosa 100
Lactosa 16
D-Galactosa 32
D-Glucosa 74
D-Tagatosa 92
D-Fructosa 180
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Figura 1.8. Izumoring: mapa de las transformaciones posibles entre hexosas abundantes y raras (Izumori,

2002).

La D-tagatosa aparece naturalmente en baja cantidad en la goma producida por el arbol
Sterculia setigera (Fig 1.9) como asi también en pequenas cantidades en diversos alimentos
tratados térmicamente como leche de vaca en polvo y esterilizada o cacao caliente, donde es
formada a partir de la D-galactosa por isomerizacion (Cheetham y Wootton, 1993). También se la
encuentra en una variedad de quesos, yogures y otros productos lacteos (Mendoza et al., 2005). La
tagatosa no tiene contribucion neta al valor caldrico de la dieta (Kim et al., 2003b) y en diabéticos
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tipo 2 contribuye al adelgazamiento (Jung et al., 2005). Como consecuencia, este edulcorante
hipocaldrico puede emplearse en una gran variedad de alimentos, bebidas y suplementos dietéticos

(Jung et al., 2005).

Figura 1.9. Sterculia setigera.

Son numerosos sus efectos beneficiosos para la salud, por tratarse de un azlcar
hipocaldrico que promueve la pérdida de peso (Moore, 2006), y cuyo efecto glucémico es nulo
(Donner et al., 1999), ademas de poseer efecto prebidtico reconocido, y de actuar en la prevencion
de la formacion de la placa dentaria y del biofilm de microorganismos (Wong, 2000). Se han
probado a su vez numerosos efectos benéficos, como la reducciéon de sintomas asociados a
diabetes tipo 2, hiperglicemia, anemia y hemofilia (Bir, 2004). Asimismo, posee efecto
antioxidante y crioprotector, por lo que ha sido utilizada como agente estabilizante y de transporte
de organos a ser trasplantados (Paterna et al., 1998). Por ultimo, la D-tagatosa ha sido utilizada
como intermediario en la sintesis de otros compuestos organicos Opticamente activos, siendo
empleada, ademas, como aditivo en detergentes, cosméticos y en formulaciones farmacéuticas
(Kim, 2004). La D-tagatosa ha sido reconocida como una sustancia GRAS por la FAO/WHO
desde 2001 y por lo tanto, puede ser utilizada en la industria de alimentos (Levin, 2002; Oh,
2007).

Por las razones mencionadas, la produccion biologica de D-tagatosa genera creciente
interés, tanto debido a su uso como edulcorante e ingrediente funcional en alimentos, como al
creciente interés clinico y nutricional de la D-tagatosa (Muddada, 2012).

Industrialmente, la D-tagatosa es producida quimicamente a partir de la D-galactosa, la
cual es isomerizada a D-tagatosa bajo condiciones alcalinas (pH 12) usando hidroxido de calcio
como agente complejante (Beadle et al., 1992; Ibrahim y Spradlin, 2000; Muddada, 2012). El
hidroxido de calcio altera el equilibrio de isomerizaciéon entre D-galactosa y D-tagatosa

favoreciendo la formacion de la D-tagatosa, debido a que forma un complejo insoluble con este
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azucar a pH elevados. El tratamiento de la suspension con didxido de carbono libera la D-tagatosa
mediante la neutralizacion de la mezcla y la precipitacion del calcio como carbonato de calcio. La
desventaja que tiene este proceso es que toda isomerizacion quimica es inespecifica y, por ende,
lleva a la formaciéon de subproductos no deseados (sobre todo como consecuencia del pH alcalino
del medio), aromas y desechos quimicos. Ademas, a través de esta via se ha comprobado una
reduccion del poder edulcorante de la D-tagatosa.

Por su parte, el proceso enzimatico de obtencion de cetoazlcares (en particular D-tagatosa)
tiene las ventajas de utilizar condiciones de temperatura y pH mas suaves, ademas de no formar
productos secundarios, demostrando que la reaccién de isomerizacion enzimatica es altamente
especifica (Kim, 2004).

La interconversion de aldosas a cetosas sirve como recurso nutricional en bacterias
saprofiticas que pueden utilizar desechos vegetales (hemicelulosa) o animales (leche) y también
como recurso tecnoldgico, formando parte de ciertos procesos de bioconversion, para producir
etanol, o jarabes de alto contenido en fructosa (HFCS) a partir de granos (en especial maiz)
mediante un proceso multienzimatico que utiliza almidéon como materia prima (Bhosale et al.,
1996).

En este trabajo se emplearda un método enzimatico para la conversion parcial de la D-galactosa

(resultante del proceso de hidrélisis de lactosa) en D-tagatosa.

1.7. L-Arabinosa (D-galactosa) isomerasa

La enzima L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa (L-arabinosa cetoisomerasa, E.C. 5.3.1.4,
LAIJ) es una enzima intracelular que cataliza in vivo la isomerizacion reversible de L-arabinosa a
L-ribulosa e in vitro la de D-galactosa a D-tagatosa, siendo de interés industrial debido a su
potencial aplicacion en la produccion de D-tagatosa (Fig. 1.10). Estas actividades cataliticas de
LAI son posibles en virtud de la configuracion semejante de D-galactosa y L-arabinosa
(Boudebbouze et al., 2011). Algunas fuentes de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa entre las mas
estudiadas son Escherichia coli, Thermoanaerobacter mathrani, Thermotoga neapolitana,

Bacillus subtilis y Bacillus halodurans (Tabla 1.6).
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Tabla 1.6. Algunos microorganismos productores de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa (Hong et al., 2007b;

Kim et al., 2010).

Microorganismos productores de L-arabinosa
(D-galactosa) isomerasa
Arthrobacter spp.

Bacillus halodurans
Enterobacter spp.

Escherichia coli

Geobacillus stearothermophilus
Klebsiella spp.

Lactobacillus spp.
Mycobacterium spp.
Salmonella spp.
Thermoanaerobacter mathranii
Thermotoga maritima
Thermotoga neapolitana
Thermus spp.

La literatura contiene multiples reportes de purificacion, caracterizacion y estudios
cinéticos y quimicos de LAI de diversas fuentes, entre ellas Alicyclobacillus acidocaldarius (Lee
et al., 2005c), Geobacillus stearothermophilus (Kim et al., 2002, 2003b), Thermotoga maritima
(Lee et al., 2004; Kim y Oh, 2005), Thermotoga neapolitana (Patrick y Lee, 1975), Thermus sp.
(Patrick y Lee, 1968), Thermoanaerobacter mathranii (Rhimi y Bejar, 2006), Arthrobacter
globiformis (Izumori et al., 1984) y Geobacillus thermodenitrificans (Patrick y Lee, 1969). La
mayoria de estas LAI provienen de organismos termofilos o hipertermoéfilos excepto los mesoéfilos
Escherichia coli (Wallace et al., 1978), Enterobacter aerogenes (Zhang et al., 2007), Enterobacter
agglomerans (Muniruzzanman et al., 1994), Lactobacillus gayonii (Rhimi et al., 2010a),
Lactobacillus plantarum (Kim, 2004), Lactobacillus sakei (Rhimi et al., 2010b), Mycobacterium
smegmatis (Izumori et al., 1978; Izumori y Tzuzaki, 1988), Mycobacterium phleii (Izumori y
Tsuzaki, 1988) organismos del género Mucor (Yoshihara et al., 2006), Gluconobacter oxidans
(Manzoni y Rollini, 2001; Rollini y Manzoni, 2005) Klebsiella pneumoniae (Shimonishi et al.,
1995) y Bacillus halodurans (Lee et al., 2005a). El mayor interés por estas LAI de extremofilos se
debe a que se pueden alcanzar mayores velocidades y porcentajes de conversion en términos de D-
tagatosa como consecuencia de la operacion a mayores temperaturas. Como contrapartida, estas
enzimas son dificiles de obtener empleando métodos no recombinantes y la mayoria de estos
microorganismos provienen de ambientes no reconocidos como seguros desde el punto de vista de
su empleo en la industria alimentaria.

Otras estrategias de purificacion sin el empleo de tecnologias de biologia molecular se han
empleado sobre todo en bacterias mesofilas como E. coli, L. plantarum, E. aerogenes, E.
agglomerans, L. gayonii, Bacillus lichemiformis y M. smegmatis (Prabhu et al., 2008). Las

mismas involucran multiples pasos incluyendo precipitacion salina, tratamientos térmicos y
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técnicas cromatograficas como intercambio i6nico, gel filtracion, HPLC preparativo y
cromatografia de interaccion hidrofobica. Sin embargo, la mayoria de las LAI tecnoldgicamente
relevantes se obtienen como proteinas de fusion en las cuales se introduce una secuencia que actia
como diana para el reconocimiento por parte de un bioadsorbente no especifico, interacciéon que
permite la purificacion (Lee et al., 2004). Finalmente, otras LAI han sido producidas por medios
recombinantes que no involucran proteinas de fusién, y se han purificado por técnicas
convencionales (Roh et al., 2000).

El mecanismo de accidon de esta enzima es del tipo transferencia protonica (Boudebbouze
et al., 2011), catalizando el intercambio del protén del carbono 2 de la L-arabinosa. La enzima no
requiere cofactores para su actividad, pero ciertos iones divalentes actian como activadores. La
naturaleza del ion depende del origen de la enzima considerada (Tabla 1.7).

La estructura de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa de E. coli se ha resuelto a 2.8 A en
base al analisis por difraccion de rayos X de cristales generados en ausencia y en presencia de
Mn?®" (Manjasetty y Chance 2006; Zhu et al., 2007). La enzima funcional tiene una estructura
hexamérica de 336 kDa (Fig. 1.11). Otros microorganismos producen enzimas con estructuras

cuaternarias diferentes, fundamentalmente dimeros y tetrimeros (Boudebbouze et al., 2011).

OH
OH a O oH OH o H
in vivo
OH H — OH 0
H - H CH,0H
H OH

H H
L-arabinosa L-ribulosa
CH,0H
OH a O oH CHOH CH,OH
OH H — k OH 057‘ in vitro
H H H OH
H OH H H
D-galactosa D- tagatosa

Figura 1.10. Isomerizacion de L-arabinosa y D-galactosa por L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa
(Kim et al., 2001, con modificaciones).

Se ha reportado la inmovilizacion de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa de Escherichia
coli y de otras fuentes por unién covalente en agarosa y entrampamiento en alginato, matrices
poco explotadas a nivel industrial (Yoon et al., 2003). El pH y la temperatura 6ptimos de la L-
arabinosa (D-galactosa) isomerasa de Escherichia coli inmovilizada en alginato son 7-8 y 65-
70°C, en tanto que en la forma soluble son 7.5 y 60°C (Kim et al., 2001; Kim et al., 2003b). Los

derivados insolubles presentan mayor estabilidad que la forma soluble de esta enzima, bajo
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iguales condiciones de operacion. El cociente tagatosa/galactosa depende fuertemente de la
temperatura de operacion (Tabla 8). Los porcentajes de tagatosa obtenidos en el equilibrio se

ubican entre 27.5% y 50% a 30°C y 60°C, respectivamente.
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Figura 1.11. Estructura tridimensional de la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa de E. coli. A. Monémero. B.
Hexamero (Zuh et al., 2007).

Dado que el proceso de isomerizacion de D-galactosa en D-tagatosa es de interés
comercial, la mayor parte de la informacion sobre la L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa ha sido
documentada recientemente en diferentes patentes. Diversos microorganismos han sido patentados
como fuentes de la enzima (Muddada, 2012).

Si bien hay varios grupos de investigacion estudiando extensivamente la produccion de D-
tagatosa a partir de D-galactosa por isomerizacién enzimatica utilizando la enzima LAI, no existe
aun un método enzimatico de produccion industrial de esta cetohexosa, y la enzima no esta

disponible comercialmente.
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Tabla 1.7. Propiedades bioquimicas de algunas L-arabinosa (D-galactosa) isomerasas (Kim et al., 2003a; Rhimi
y Bejar, 2006; Zhang et al., 2009c; Zhang et al., 2011).

Temperatura
Bacteria pH o6ptimo Activadores
optima (°C)
Lactobacillus sakei 30-40 5.0-7.0 Mn®", Mg”"
Alicyclobacillus
g 65 6.0-6.5 Mn**,Co*", Mg**
acidocaldarius
Lactobacillus -
30-40 6.0-7.0 Mn
gayonii
Lactobacillus
50 7.0 Mn’’, Fe*'
plantarum SK-2
Mycobacterium
g 45 7.0-7.5 Mn*",Co*", Mg**
smegmatis
Lactobacillus ot s
60 7.5 Mn“', Co
plantarum NC8
Geobacillus 24 24 2t
70 7.0-7.5 Mn~,Co™", Mg
stearothermophilus
Thermotoga
& 90 7.5 Mn’’, Co®"
maritima
Escherichia coli 30 8.0 FeZ+, Mn**
Thermoanaerobacter -
65 8.0 Mn
mathranii
Thermus sp. IM6501 60 8.5 Mn**
Geobacillus -
70 8.5 Mn
thermodenitrificans
Lactobacillus
fermentum 65 6.5 Mn**, Co*
CGMCC2921

Tabla 1.8. Influencia de la temperatura sobre el equilibrio en la reacciéon de isomerizacién D-galactosa/D-
tagatosa catalizada enzimaticamente.

Temperatura (°C) Concentracion de tagatosa (%)
Enzima libre Enzima inmovilizada
25 20 20.8
30 24.5 27.5
50 30.6 35.9
60 46 50
65 50 52.8
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1.8. D-xilosa (D-glucosa) isomerasa

La D-xilosa (D-glucosa) isomerasa (D-xilosa cetoisomerasa, E.C. 5.3.1.5, GI) es una
enzima intracelular que cataliza in vivo la isomerizacion reversible de D-xilosa en D-xilulosa e in
vitro la de D-glucosa en D-fructosa, teniendo entonces el potencial para la transformacion del otro
producto de la hidrolisis enzimatica de la lactosa (Fig. 1.12). Al igual que en el caso de las
actividades cataliticas de LAI, estas conversiones son posibles en virtud de la configuracion

semejante de xilosa y glucosa.

CHp0H
HOC
HH W 120" in vitro
H -+ HO

HO OH CHOH -

H OH oH H
D-glucosa D-fructosa

H

H — " H HQ i in vivo

Ho
H OH HO H

D-xilosa D-xilulosa

Figura 1.12. Reacciones catalizadas por la D-xilosa (D-glucosa) isomerasa (Bhosale et al., 1996, con
modificaciones).

La D-xilosa (D-glucosa) isomerasa pertenece al mismo grupo de cetoisomerasas que la L-
arabinosa (D-galactosa) isomerasa. Sin embargo, el mecanismo de isomerizacion en este caso es
del tipo transferencia de hidruro (Fabian et al., 1994; Kowalevsky et al., 2010). Esta diferencia
entre D-xilosa (D-glucosa) isomerasa y L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa sugieren que estas
dos enzimas podrian no ser producto de una evolucion convergente (Seeman y Schulz, 1997). La
estructura de enzimas de diversas fuentes se ha resuelto cristalogrdficamente a 2.3-2.9 A, en
presencia de metales, sustratos y analogos estructurales de los mismos (Henrick et al., 1989), y a
su vez ha sido posible estudiar estas interacciones mediante estrategias bioinformaticas, con el
desarrollo de simulaciones de la dindmica molecular de la enzima en estas situaciones (Santa et

al., 2005). En la Figura 1.13 se muestra la estructura tetramérica de la D-xilosa (D-glucosa)
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isomerasa de Bacillus stearothermophilus. Otras estructuras cuaternarias incluyen dimeros y

tetrameros.

Figura 1.13. Estructura de la D-xilosa (D-glucosa) isomerasa de Bacillus stearothermophilus.

La capacidad catalitica de la enzima ha sido empleada como la base de diversos procesos
industriales y biotecnoldgicos (Fig. 1.14). El proceso industrial de produccion de jarabes de alto
contenido en fructosa (HFCS) ha sido extensamente estudiado y progresé hacia una
automatizacion temprana por su alto valor econdémico (Gram et al., 1990; Khalilpour y

Roostaazad, 2008).

Figura 1.14. Procesos industriales en los cuales se emplea la D-xilosa (D-glucosa) isomerasa.
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Los porcentajes de D-fructosa obtenidos en el equilibrio varian con la temperatura de
reaccion y se ubican entre 43.5% y 50% de D-fructosa a 25°C y 55°C, respectivamente (Tabla
1.9).

Tabla 1.9. Influencia de la temperatura sobre el equilibrio de la reaccién de isomerizacion D-glucosa/D-
fructosa catalizada enzimaticamente (Bhosale et al., 1996).

Temperatura (°C) Concentracion de fructosa (%)

25 43.5
45 48.2
55 50
65 51.5
75 53.1
85 54.7

Si bien el porcentaje de conversion aumenta con la temperatura, la operacion a altas
temperaturas plantea algunos problemas de estabilidad del biocatalizador.

La D-xilosa (D-glucosa) isomerasa esta ampliamente distribuida en procariotas (Tabla
1.10). Luego de su descubrimiento en Pseudomonas hydrophila, se encontr6 un gran numero de
bacterias y actinomicetos que la producen. Entre las bacterias heterolécticas, Lactobacillus brevis
produce el mayor volumen de enzima comparativamente (Bor et al., 1992; Lindén y Hahn-
Hégerdal, 1993). Esta enzima es activa a bajo pH pero inestable a alta temperatura y por lo tanto
inadecuada para explotarse con fines comerciales. En la mayoria de los casos se trata de una
enzima intracelular. Las D-xilosa (D-glucosa) isomerasas extracelulares no son comunes. Se han
reportado en el caso de Streptomyces glaucescens y S. flavogriseus, para las que la liberacion de la
enzima desde las células es atribuida a un cambio de permeabilidad de la pared y lisis parcial. Asi
como Streptomyces, muchos Bacillus son buenos productores de D-xilosa (D-glucosa) isomerasas.
También la producen algunas levaduras como Candida utilis y Candida boidinii. Aspergillus
oryzae es el unico hongo con actividad D-xilosa (D-glucosa) isomerasa descubierto hasta el
momento. Asimismo, se ha reportado la existencia de la enzima en germen de trigo.

Entre las fuentes de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa empleadas comercialmente se
destacan Actinoplanes missouriensis, Bacillus coagulans, y especies de Streptomyces 'y
Arthrobacter (Gaikwad y Deshpande, 1992; Bhosale, 1996; Hartley et al., 2000; Dauter et al.,
1989). Las cantidades de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa obtenidas de varios organismos que se

han listado en la Tabla 1.10, rondan entre las 1000 y 35000 U/L.
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Tabla 1.10. Algunas fuentes de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa (Bhosale et al., 1996).

Actinomyces olivocinereus
Actinoplanes missouriensis*
Aerobacter cloacae
Aerobacter levanicum
Bacillus stearothermophilus
Bacillus megaterium
Bacillus coagulans
Cortobacterium helvolum
Escherichia coli
Flavobacterium arborescens
Flavobacterium devorans
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus fermenti
Lactobacillus gayonii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pentosus
Leuconostoc mesenteroides
Pseudomonas hydrophila
Streptomyces olivochromogenes
Streptomyces rubiginosus*

*Fuentes comerciales.

La enzima se produce en fermentadores aerdbicos sumergidos. La mayoria de los
productores de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa requieren D-xilosa para inducir la produccion de
la enzima. Sin embargo la xilosa es cara y su empleo es poco practico a nivel industrial. Como
alternativa se han empleado con mayor o menor éxito, almidon, glucosa, sorbitol o glicerol en
lugar de xilosa. Streptomyces y Bacillus thermoantarcticus son capaces de crecer sobre xilanos y
materiales que los contengan (Calik et al., 2009). Actinoplanes, cepas mutantes de Bacillus
coagulans y Streptomyces olivochromogenes, son capaces de inducir la produccion de la enzima
en presencia de glucosa. Una de las cepas de A. missouriensis produce la enzima de manera
constitutiva.

La fuente de nitrogeno es un factor critico y necesita optimizarse para cada fuente de la
enzima. Fuentes de nitrdgeno complejas se usan con cierto éxito, pero solo en el caso de ciertos
organismos productores. Peptona, extracto de levadura, o sales de amonio pueden usarse con B.
coagulans, pero la urea y el nitrato no son adecuados. Existen fuentes de nitrogeno mas baratas
pero su empleo es limitado por su gran variabilidad lote a lote y efectos estacionales. Las
alternativas al licor de maiz son la harina de soja (50% mas produccién que con dicho licor). La
adicion de determinados aminodcidos mejora la produccion de la enzima en Streptomyces
violaceoruber.

La naturaleza de la fuente de nitrogeno afecta el pH y consecuentemente la produccion de
la enzima. La mayoria de las fermentaciones se realizan entre pH 7.0-8.0 sin control de pH.

Streptomyces, Arthrobacter y A. missouriensis crecen a 30°C, en tanto que los Bacillus termofilos
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lo hacen a 50-60°C. El periodo de fermentacién varia de 6-48 horas dependiendo del tipo de
cultivo.

La produccion requiere la presencia de cationes divalentes en el medio. Sin embargo, los
requerimientos especificos dependen de la fuente. El cobalto es esencial para las cepas de
Streptomyces, en tanto que Bacillus coagulans requiere manganeso o magnesio. En general, las
sales de cobalto son necesarias para los Streptomyces mesofilos pero no para los termofilos.
Asimismo algunos organismos como Arthrobacter y Streptomyces olivaceus no requieren cobalto
para una produccion optima.

Existen reportes de la purificacion de varias D-xilosa (D-glucosa) isomerasa. Dado que es
una enzima intracelular en la mayor parte de los casos, la enzima debe extraerse de las células por
disrupcidon mecénica , o lisis con lisozima, detergentes cationicos, tolueno, etc.. Las D-xilosa (D-
glucosa) isomerasas de especies de Chaina y de Bacillus alcalotermoéfilos se han purificado por
técnicas convencionales como gel filtracion, intercambio i6nico y electroforesis en poliacrilamida
preparativa. La ingenieria de proteinas ha permitido generar proteinas de fusion con senales de
localizacion no citoplasmaticas que facilitan la purificacion (Sariyar et al., 2004). Se ha reportado
la purificacion por métodos convencionales involucrando tratamiento térmico, precipitacion con
sulfato de amonio-acetona-Mg' /Mn'", intercambio iénico y/o gel filtracion. Existe la posibilidad
de emplear cromatografia de afinidad para la purificacion, por ejemplo en el caso de la enzima de
Streptomyces, se ha empleado un adsorbente xilitol-Sepharose. Se han desarrollado otros
bioadsorbentes basados en los ligandos xilitol o manitol inmovilizados en Biogel-P 100 o
silocromo. Finalmente también existen reportes de purificacion a partir de Streptomyces por
técnicas de inmunoafinidad.

Los esfuerzos actuales estan dirigidos fundamentalmente a reemplazar la xilosa por un
inductor mas barato, evaluar el efecto de emplear fuentes de nitrégeno mas baratas y optimizar la
temperatura y el pH para maximizar la produccion, asi como sustituir los iones Co'" por otros
iones divalentes en el medio de fermentacion. No hay un medio tipico para cultivar un productor
de glucosa isomerasa y esto depende grandemente de la cepa. Cada cepa requiere condiciones
distintas de cultivo que le son propias para una produccion eficiente de la enzima. La D-xilosa (D-
glucosa) isomerasa proveniente de diversas fuentes se ha expresado en vectores como E. coli y
Saccharomyces cerevisiae; esta estrategia depende en gran medida del origen de la glucosa
1somerasa. Por ejemplo, las glucosa isomerasas de Thermus thermophilus y Piromyces sp. se han
expresado con relativo éxito en Saccharomyces cerevisiae, y su actividad se ha mejorado
mediante mutagénesis dirigida de residuos situados en la interfase de sus subunidades (Xu et al.,

2009), en tanto que la de Streptomyces rubiginosus expresada en el mismo vector no es activa
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(Gardonyi y Hahn-Héagerdal, 2003). La expresion en levaduras es sin embargo tecnologicamente
importante dado el potencial de las mismas para transformar D-xilulosa (producto de la accion de
la D-glucosa isomerasa sobre xilanos y otros materiales hemiceluldsicos hidrolizados) en etanol
(Roman et al., 1985; Ho et al., 1993).

En la Tabla 1.11 se listan las condiciones sugeridas para la produccion de D-xilosa (D-
glucosa) isomerasa. Datos similares también se proporcionan para la produccion de L-arabinosa
(D-galactosa) isomerasa, si bien no se trata de una enzima que se produzca comercialmente.

Tabla 1.11. Condiciones de cultivo de algunos productores de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa y L-arabinosa (D-
galactosa) isomerasa.

Organismos productores de Requiere iones pH Temperatura Fuente de Inductor
glucosa isomerasa metalicos optimo optima(°C) nitrogeno

Actinoplanes missouriensis Mn?**/Mg** 7.0 30°C CSL Glucosa
Bacillus licheniformis Mn?*/Mg** 7.3 40°C Peptona Xilosa
Streptomyces wedmorensis Co** 7.2 30°C CSL Xilanos
Streptomyces olivochromogenes Co** 7.5 30°C CSL Glucosa

y rubiginosus

Organismos productores de
galactosa isomerasa

Bacillus stearothermophilus Co®'/Mn*" 7.0 50°C Extracto de arabinosa
levadura

Geobacillus stearothermophilus Mn?* 7.0 55°C Peptona arabinosa

Thermotoga neapolitana 'y Co®'/Mn*" 7.0 60°C Peptona arabinosa

maritima

Bacillus halodurans Mn** 7.5 50°C Peptona arabinosa

El pH 6ptimo de las D-xilosa (D-glucosa) isomerasas se sitia entre 7.0 y 9.0 (Tabla 1.12),
si bien existen diferencias entre las formas soluble e inmovilizada de la enzima y en general, se
constata un corrimiento hacia pH mayores en las formas inmovilizadas (Bhosale et al., 1996). La
temperatura Optima por su parte, se encuentra en el rango de 50-80°C (Tabla 1.12) y se
incrementa en presencia de Co?". La actividad catalitica requiere Mngr o Mn**, en tanto que el
Co®" actia como estabilizante en la mayoria de estas enzimas (Bhosale et al., 1996). La mayor
parte de las D-xilosa (D-glucosa) isomerasas son inhibidas por elevadas concentraciones de Ca’",
lo que constituye un obstaculo para su aplicacion sobre suero de queseria lactosa-hidrolizado. Se
han estudiado las causas de la termoestabilidad de la glucosa isomerasa del termofilo
Streptomyces sp. SK (Borgi et al., 2004). Esta actividad ha sido expresada en Streptomyces
violaceoniger (Mezghani et al., 2005) y se ha reportado recientemente la obtencion de una
variante de la enzima que no presenta inhibicién por Ca®’, y que es independiente del ion Co*"

(Hlima et al., 2012).
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Tabla 1.12. Condiciones 6ptimas para algunas D-xilosa (D-glucosa) isomerasas (Bhosale et al., 1996).

Organismo Temperatura éptima(°C) PH éptimo
Actinoplanes missouriensis .
Bacillus licheniformis 70 No establecido
Streptomyces wedmorensis 70 7.2
Streptomyces olivochromogenes 'y rubiginosus 60 7.5

Ciertas D-xilosa (D-glucosa) isomerasas han sido inmovilizadas (Gaikwad y Deshpande, 1992;
Bhosale et al., 1996), lo que representa un avance tecnologico significativo, pues se trata de una
enzima intracelular y de alto costo de produccion (Tabla 1.13). De hecho, las alternativas mas
utilizadas para el incremento de la termoestabilidad de las glucosa isomerasas de interés industrial han
sido clasicamente la inmovilizacion y la modificacion genética, complementarias a la busqueda de
nuevas fuentes de la enzima en microorganismos termofilos (Quax, 1993).

En esta investigacion se ha avanzado en el desarrollo de un proceso multienzimatico
integrado para la transformacion de la lactosa presente en el suero de queseria en un jarabe
enriquecido en azucares de mayor poder edulcorante, tales como fructosa y tagatosa. La fructosa
posee un poder edulcorante superior al de la glucosa y sacarosa, en tanto la tagatosa puede a su
vez utilizarse como sustituto de la sacarosa, como agente edulcorante en alimentos, y no tiene
retrogusto, habiéndose demostrado su efecto prebiotico (Oh, 2007). El producto resultante de esta

biotransformacion podria resultar de interés para diversas aplicaciones en la industria alimentaria.

Tabla 1.13. Métodos empleados para la inmovilizacion industrial de D-xilosa (D-glucosa) isomerasa.

Origen Método de inmovilizacion

Inmovilizacién de enzima libre

Streptomyces olivochromogenes Adsorcion en resina de intercambio anidnico.

Streptomyces olivochromogenes Entrecruzamiento con glutaraldehido en alimina tratada
con polietilenimina.

Streptomyces rubiginosus DEAE-celulosa aglomerado con poliestireno y TiO,,

Adsorcion a particulas de SiO, seguida de
Streptomyces rubiginosus entrecruzamiento con glutaraldehido.

Inmovilizacién de células

Actinoplanes missouriensis Oclusion en gelatina seguida de entrecruzamiento con
glutaraldehido.
Flavobacterium arborescens Células entrecruzadas con glutaraldehido y poliamina,

extrudadas y granuladas.

Streptomyces griseofuscus Quitosano tratado con glutaraldehido como agente de
entrecruzamiento.
Streptomyces phaeochromogenes Células tratadas térmicamente unidas a una resina de

intercambio anidnico.

Streptomyces murinus y Bacillus coagulans Extrudado de células entrecruzadas con glutaraldehido.
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2. Objetivos

Objetivo general

Desarrollo de un sistema trienzimatico en fase solida para la transformacion de la lactosa

presente en el suero de queseria en un jarabe enriquecido en fructosa y tagatosa.

Objetivos especificos
# Desarrollo y caracterizacion de biocatalizadores en base a B-galactosidasa de Bacillus circulans
inmovilizada en soportes acrilicos epoxi-activados.

# Produccion, purificacion y caracterizacion parcial de una L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa.

# Desarrollo y caracterizacion de biocatalizadores en base a D-xilosa (D-glucosa) isomerasa y L-

arabinosa (D-galactosa) isomerasa inmovilizadas en soportes acrilicos epoxi-activados.

# Estabilizacion térmica de estos biocatalizadores a través de estrategias post-inmovilizacion,

combinando procesos de tratamiento alcalino y bloqueo.

# Aplicacion de los derivados estabilizados de B-galactosidasa en procesos de biotransformacion

de lactosa en sueros de queseria.

# Estudios funcionales de sistemas bi- y trienzimaticos en base a f-galactosidasa, L-arabinosa (D-
galactosa) isomerasa y/o D-xilosa (D-glucosa) isomerasa inmovilizadas individualmente, en
procesos mono- y bi-reactor, para obtener jarabes enriquecidos en tagatosa y/o fructosa a partir de

lactosueros.

# Coinmovilizacion y estabilizacion de sistemas bi- y trienzimaticos en base a -galactosidasa, L-

arabinosa (D-galactosa) isomerasa y/o D-xilosa (D-glucosa) isomerasa.

# Aplicacion de sistemas bi- y trienzimaticos coinmovilizados para obtener jarabes enriquecidos en

tagatosa y fructosa a partir de lactosueros y nanofiltrado de sueros.
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# Estabilizacion operativa de los distintos derivados enzimaticos por entrampamiento en perlas de

alginato de calcio.

# Aplicacion de los biocatalizadores estabilizados por entrampamiento en procesos de

biotransformacion de lactosa en sueros de queseria y nanofiltrado de sueros.
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3. Estrategias de investigacion

La hipdtesis de trabajo supone que la aplicaciéon de un sistema de bio-reactores en base a
enzimas en fase solida permitiria realizar una biotransformacion eficiente de la lactosa en productos
de interés, en base al incremento de estabilidad térmica, mecanica y funcional de los
biocatalizadores. Dentro de esta linea se plantea el desarrollo y estabilizacion de biocatalizadores en
base a la B-galactosidasa de Bacillus circulans, una L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa purificada
de Enterococcus faecium y una D-xilosa (D-glucosa) isomerasa comercial de fuente Streptomyces
rubiginosus, las cuales seran inmovilizadas o coinmovilizadas en soportes acrilicos epoxi-activados,
llevandose a cabo la caracterizacion de los derivados en fase solida, y aplicandose los mismos de
modo secuencial o simultdneo en procesos de lactolisis e isomerizacion en sueros de queseria. De
esta forma, la glucosa y galactosa resultantes del proceso de lactolisis se isomerizaran parcialmente
en las respectivas cetohexosas mediante las aldosa-cetosa isomerasas mencionadas, con el objetivo

de obtener un jarabe enriquecido en fructosa y tagatosa, de alto poder edulcorante (Fig. 3.1).

B-Galactosidasa

Galactosa Glucosa
L-Arabinosa !I)-Xilosa
isomerasa isomerasa

Tagatosa Fructosa

Figura 3.1. Esquema general del proceso trienzimatico planteado.

Las tres enzimas mencionadas fueron seleccionadas por presentar condiciones operativas y
requerimientos que resultan compatibles con las caracteristicas del lactosuero como sustrato,
pudiendo ser aplicadas en forma conjunta.

La B-galactosidasa de Bacillus circulans (parcialmente purificada, Daiwa Kasei), se utilizo
para la hidrolisis de la lactosa del lactosuero originando una mezcla de glucosa y galactosa. Esta

enzima se seleccionod en base a su pH oOptimo (5.0-7.0) el cual estd en el rango de pH de los
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lactosueros. Es una enzima extracelular y su estabilidad térmica es mayor que la de gran parte de las
B-galactosidasas de levaduras. Ademas no requiere cofactores metalicos para su actividad.

Para la transformacion parcial de D-glucosa en D-fructosa se emplearon D-xilosa (D-
glucosa) isomerasa soluble de Streptomyces rubiginosus (Hampton Research) o un derivado
inmovilizado comercial de la enzima de la misma fuente microbiana (Gensweet IGI, Genencor) Por
su parte, para la transformacion parcial de D-galactosa en D-tagatosa se utilizo la L-arabinosa (D-
galactosa) isomerasa de E. faecium, la cual ha sido producida y purificada en este trabajo.

Las tres enzimas seleccionadas pueden operar en conjunto, dado que sus requerimientos
cataliticos son compatibles. En el caso de las cetoisomerasas, ambas requieren iguales cofactores
metalicos para su actividad, y la temperatura y pH Optimos son similares, y estan en el rango de
actividad de la lactasa.

La posibilidad de desarrollar las reacciones a mayor temperatura, sumado a la accion
conjunta de multiples enzimas, conduciria a un mayor porcentaje de conversion de sustrato, con
exclusion del crecimiento microbiano, siendo de gran importancia la obtencion de derivados
térmicamente estables y cuyas condiciones de operacion sean compatibles entre si y con el sustrato
a transformar. Dicha termoestabilidad puede alcanzarse y/o mejorarse mediante inmovilizacién y
posterior estabilizacion.

Estas enzimas se inmovilizardn empleando distintos tipos de resinas acrilicas epoxi-
activadas, debido al potencial de dichos soportes en aplicaciones industriales, buscando obtener
derivados mas estables que la enzima en solucion. El uso de resinas acrilicas como alternativa a los
soportes tradicionales (como la agarosa) para la inmovilizacion de estas enzimas permitiria utilizar
los derivados insolubles obtenidos con fines tecnologicos. En nuestro caso se evaluaran tres
estrategias para la estabilizacion de los biocatalizadores en fase solida, a saber: incubacion post-
inmovilizacién en condiciones alcalinas (para favorecer la union multipuntual enzima-soporte),

bloqueo de grupos reactivos remanentes, y entrampamiento en particulas de alginato de calcio (Fig.

3.2).
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s

Figura 3.2. Estrategias de estabilizacion térmica y operacional de biocatalizadores en fase sélida utilizadas en

este trabajo.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Materiales

La enzima p-galactosidasa de B. circulans (Biolacta N-5) fue donada por Daiwa Kasei
(Osaka, Japén), la D-xilosa (D-glucosa) isomerasa de Streptomyces rubiginosus se obtuvo de
Hampton Research (Aliso Viejo, CA) y Genencor (Palo Alto, CA). Los soportes Eupergit C y
Eupergit C 250 L, Sepabeads EC-EP y Sepabeads EC-HFA fueron donados por R6hm Pharma
(Darmstadt, Alemania) y Resindion (Milén, Italia), respectivamente. Los geles QAE-Sephadex,
QAE-Sepharose, agarosa, agarosa epoxi-activada, Sephadex G-25, DEAE-Sepharose y CM-
Sephadex, asi como los geles, marcadores de PM y pl, y demds insumos para electroforesis e
isoelectroenfoque (PhastSystem) fueron adquiridos de GE Healthcare (Uppsala, Suecia). El o-
nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG), todos los azucares empleados en este trabajo, el
clorhidrato de L-cisteina, el carbazol y el B-mercaptoetanol fueron adquiridos de Sigma (San Luis,
MO). El reactivo en base a acido bicinconinico (BCA) fue comprado de Pierce (Rockford, IL).
Todos los demads reactivos y sustancias utilizadas fueron de grado analitico. El kit enzimatico para
la determinacién de glucosa provino de Spinreact S.A. (Sant Esteve de Bas, Espafia). Los
lactosueros fueron una donacion de CONAPROLE (Cooperativa Nacional de Productores de Leche,

Uruguay).

4.2. Cultivo de microorganismos y preparacion de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa

4.2.1. Produccion de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa de Enterococcus faecium

Para la obtencion del cultivo final, a partir del conservado de la cepa del microorganismo
(Enterococcus faecium DBFIQ E36), se realizaron dos resiembras sucesivas en MRS y se inocul6
una alicuota de 180 mL de esta segunda resiembra a 6000 mL de medio MRS modificado con 0,1%
(p/v) de D-glucosa y 0,5% (w/v) de L-arabinosa, de manera de alcanzar una concentracion del
in6culo del 3% (v/v). Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Al final del periodo de
incubacion, el cultivo bacteriano fue centrifugado a 3000 g durante 15 minutos a 4°C, en
condiciones de esterilidad; las células obtenidas fueron lisadas por sonicacion pulsada a 20 W
durante 60 minutos a 4 °C (pulse on, 4s; pulse off, 3 s). La suspension obtenida fue centrifugada a

20000 g por 30 minutos a 4 °C, de modo de eliminar los detritos celulares producidos. Finalmente,
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el homogenato obtenido fue esterilizado por filtracion empleando membranas de 0,22 um de

tamafo de poro (Sartorius), alicuotado y almacenado para su posterior uso (Heckly, 1978).

4.2.2. Purificacion de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa

Al homogenato obtenido se lo someti6 inicialmente a una precipitacion salina con sulfato de
amonio 80-85% de saturacion. La precipitacion se llevd a cabo durante 24 horas a 4 °C con
agitacion. La suspension resultante fue sometida a una centrifugacion a 12000 g durante 30 minutos
a 4 °C, descartandose el sobrenadante. El precipitado obtenido fue disuelto en 100 mL de
amortiguador fosfato 50 mM pH 7.0 (amortiguador de actividad para esta enzima). Dicha solucion
proteica se sometid a gel filtracion en una columna de Sephadex G-25, equilibrada en amortiguador
de actividad. La fraccion eluida en el volumen muerto se utilizé como muestra de partida para todos

los ensayos de purificacion posteriores, analizando la eficiencia de distintas estrategias.

Cromatografia HIC

Con el objetivo de estudiar el comportamiento del extracto proteico y, en particular, de la
enzima, frente a una resina hidrofobica, se realizaron dos cromatografias de interaccion hidrofobica
(HIC) en modo batch empleando dos resinas diferentes (Phenyl-Sepharose Fast-Flow y Octyl-
Sepharose CL-4B).

Se incubaron 2.50 g de Phenyl-Sepharose o 2.75 g de Octyl-Sepharose con 4 mL de extracto
sin gel filtrar en amortiguador de actividad durante 45 minutos. La elucion se efectué con un
gradiente escalonado de NaCl. La concentracion de proteinas en las distintas fracciones se
monitored midiendo la absorbancia a 280 nm. A su vez se determind la actividad enzimatica en
todas las fracciones utilizando D-galactosa como sustrato. La concentracion de proteinas en las

fracciones activas se determind mediante el método de BCA.

Intercambio i6nico

Este ensayo consistid en la aplicacion secuencial de dos procesos cromatograficos de
intercambio anidnico: cromatografia con DEAE-Sepharose en modos continuo o batch, seguida de

cromatografia con QAE-Sephadex en modo batch.

Se efectud una cromatografia de intercambio i6nico en la resina DEAE-Sepharose en modo
batch, incubando 2 g de intercambiador previamente equilibrado en el amortiguador de actividad

con 3.5 mL de extracto gel filtrado con agitacion. La elucion se realizoé con un gradiente escalonado
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con concentraciones crecientes de NaCl entre 0.1 M y 1.0 M. La concentracion de proteinas y la

actividad enzimatica en las fracciones, se determinaron como se explic6 en el apartado anterior.

A su vez se evalud la eficiencia de una cromatografia de intercambio en la resina DEAE-
Sepharose en modo continuo. Para ello se utilizd una columna (1,4 cm de didmetro por 3,9 cm de
altura), equilibrada en el amortiguador de actividad. Se aplicaron 31,5 mL de muestra gel filtrada y
se recircularon por la columna durante dos horas. El flujo utilizado durante la cromatografia fue de
0,40-0.50 mL min'l, manteniéndose constante durante todo el desarrollo de la misma. Luego de la
recoleccion del percolado, se procedid a la elucién de las proteinas adsorbidas aplicando un

gradiente lineal de 0-1 M de NaCl en amortiguador de actividad.

La fracciéon con mayor actividad se sometid a una cromatografia en modo batch incubando
durante 45 minutos, 7 g del gel QAE-Sephadex con 6 mL de muestra desalinizada en amortiguador

de actividad. La elucidn se realizo en batch empleando un gradiente de 0.1-0.9 M de NacCl.

Cromatografia de afinidad

Se ensayo el comportamiento de la muestra conteniendo la actividad de la enzima LAI frente
a los siguientes bioadsorbentes: D-arabinosa-agarosa, L-ribitol-agarosa y L-arabitol-agarosa,
basados en la union covalente de ligandos que tienen similitud estructural con el sustrato de la
enzima o son inhibidores conocidos de otras L-arabinosa (D-galactosa) isomerasas.

A 2,0 mL de bioadsorbente empacado en una columna NAP-5 equilibrada en amortiguador
fosfato 100 mM pH 7.5, se le aplico con la ayuda de una bomba peristéltica el pellet redisuelto y gel
filtrado de la precipitacion salina con sulfato de amonio al 85%, el cual fue recirculado durante dos
horas a 25°C. Tras separar el percolado, la columna se lavdo con 2 volimenes del mismo
amortiguador. La elucién se realizd6 con una solucién 30-35 mM del ligando correspondiente.
Finalmente, las muestras se gel filtraron para eliminar el mismo. Todas las muestras fueron
monitoreadas por medida de la Ajgp y se determind actividad y concentracion de proteinas en

aquellas fracciones mas relevantes.

Preparacion de bioadsorbentes

Para la preparacion de los bioadsorbentes se sigui6 el método descrito por Sundberg y Porath
(1974), modificado en atencion a los ligandos particulares a inmovilizarse. Se lavaron 6 g de
agarosa epoxi-activada con 100 mL de agua desmineralizada seguido por un lavado con 100 mL de
NaOH 0,5 M (pH 13-14). Dicho gel se suspendié en 6 mL de una solucion de D-arabinosa, L-
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ribulosa o L-arabitol al 10 o 20 %, y las suspensiones fueron incubadas a 25°C bajo agitacion
constante durante 16 horas. Posteriormente, los geles fueron filtrados filtraron y lavados con 150
mL de una solucién 0,5M de NaOH. Luego, se procedi6 al bloqueo de grupos epoxido remanentes
en los geles con B-mercaptoetanol 150 mM (60 pL en 6 mL de NaOH 0.5M) a temperatura
ambiente durante 1 hora. Por ultimo, cada bioadsorbente fue lavado exhaustivamente con agua

destilada y equilibrado con amortiguador fosfato 50 mM, pH 7.0 (amortiguador de actividad para

esta enzima).

La Figura 4.1 describe en detalle las dos tltimas estrategias de purificacion mencionadas.
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[ [
Prciptzen selna e Preciptacion saina
Incubacion de A ::g;::t:r:ﬂg:do:pas Incubacitn de Purificacién en dos etapas
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Figura 4.1. Procedimientos para la purificacion de L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa. A. Intercambio
ionico; B. Cromatografia de afinidad.

4.3. Acondicionamiento de enzimas solubles

4.3.1. B-Galactosidasa

Alicuotas de 0.5 g de la preparacion comercial (Biolacta N-5, Daiwa Kasei) se disolvieron
en 5 mL de amortiguador fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0, y se incubaron durante 1 hora a 25°C con
agitacion. Posteriormente la enzima fue parcialmente purificada mediante un tinico paso de gel
filtracion en una columna comercial de Sephadex G-25, para remover aditivos e impurezas de bajo

peso molecular.
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4.3.2. D-Xilosa isomerasa

D-Xilosa (D-glucosa) isomerasa Hampton

La preparacion comercial se diluyd 1/10 en fosfato de potasio 0.1 M pH 7.5 y se gel filtr6 en

Sephadex G-25 para remover el sulfato de amonio y otros aditivos de bajo peso molecular.

D-Xilosa (D-glucosa) isomerasa Genencor

El derivado comercial IGI (Genencor) fue hidratado, lavado y equilibrado en amortiguador
fosfato de sodio 0.1M pH 7.5 a temperatura ambiente con agitacion, durante una hora.

Con la finalidad de extraer parcialmente esta enzima, el derivado comercial IGI (Genencor)
se sometid a un pH de 5.0 durante 90 minutos con agitacion, separandose la fraccion soluble por

centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos.

4.3.3. L-Arabinosa (D-galactosa) isomerasa

El extracto de partida fue el generado en la etapa de purificacion correspondiente. Tanto la
fraccion redisuelta de la precipitacién con sulfato de amonio, como aquellas provenientes de la
purificacion parcial por intercambio i6nico y la purificacion por cromatografia de afinidad en L-
arabitol-agarosa fueron gel filtradas en Sephadex G-25 y empleadas para los correspondientes

ensayos de inmovilizacion.

4.4. Inmovilizacion

La preparacion de derivados se realizd por inmovilizacion en los soportes epoxi-activados
Eupergit C, Eupergit C 250 L, Sepabeads EP y Sepabeads HFA. La optimizacion de las condiciones
de inmovilizacion incluyd estudios con diferentes amortiguadores (fosfato, citrato, citrato-fosfato y
Tris-HCI), fuerzas i6nicas (en el rango 0.75-1.4 M), pH (en el rango 4-9), periodos de incubacién y
cargas enzimaticas aplicadas (3-120 mg de proteina/g de gel). Los protocolos optimizados se

describen a continuacion.

4.4.1. Eupergit C y Eupergit C 250 L

La inmovilizacién en Eupergit C o Eupergit C 250 L se llevé a cabo a 25°C con agitacion en
amortiguador fosfato de potasio 1 M pH 7.5 durante 24 h. Los derivados se colectaron en un filtro

de vidrio sinterizado y se lavaron con amortiguador fosfato de potasio 1 M pH 7.5, amortiguador
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fosfato de sodio 0.1 M pH 7.5 (para remover aquellas proteinas no unidas covalentemente) y
amortiguador fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0, pH 7.0pH 7.5 (amortiguadores de actividad que
corresponden a [-galactosidasa, L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa y D-xilosa isomerasa,
respectivamente). Los grupos epoxido remanentes se bloquearon con [-mercaptoetanol 0.2 M

durante 4 h a 4°C o glicina 3 M pH 8.5 durante 24 h a 25°C.

4.4.2. Sepabeads EC-EP

La inmovilizacion de B-galactosidasa en Sepabeads EC-EP se realiz6 a 25°C durante 48
horas en amortiguador fosfato de potasio 1.4 M pH 8.5, con agitacion. El derivado se filtr6 y lavo
con amortiguador fosfato de potasio 1.4 M pH 8.5, amortiguador fosfato de sodio 0.1 M pH 8.5 y
finalmente con el amortiguador de actividad correspondiente. Los grupos reactivos remanentes se

bloquearon como se describe en el apartado anterior.

4.4.3. Sepabeads EC-HFA

La B-galactosidasa se inmovilizé en Sepabeads HFA a 25°C con agitacion en amortiguador
fosfato de potasio 20 mM pH 7.5 (protocolo 1a) o 8.5 (protocolo 1b) durante 24 h. Se disenid un
protocolo alternativo (protocolo 2) incubando la enzima con el soporte a pH 7.5 durante 6 h y a pH
8.5 por un periodo adicional de 18 h. El derivado obtenido se filtré y lavé con amortiguador fosfato
de potasio 20 mM pH 7.5 (protocolo 1a) o 8.5 (protocolos 1b y 2), amortiguador fosfato de sodio 1
M pH 7.5 (protocolo 1) o 8.5 (protocolos 1b y 2) y finalmente con el amortiguador de actividad
correspondiente. Los grupos reactivos remanentes se bloquearon como se describe para los soportes

Eupergit C y Eupergit C 250 L.

4.4.4. Parametros de inmovilizacion

El rendimiento de inmovilizacion en términos de proteinas se definié como el porcentaje de

proteinas halladas en el gel respecto a la cantidad de proteinas aplicada.

P= (Pgel/Paplicada) x 100 (EC 1)

El rendimiento en actividad enzimadtica (eficiencia de inmovilizacion) se definié como el

porcentaje de actividad expresada en el derivado respecto a la cantidad de enzima total ligada al gel.

A1 = [Agel/ (Aaplicada— Asobrenadante — Alavados)] x 100 (EC 2)
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El rendimiento en términos de actividad inmovilizada se defini6 como el porcentaje de

actividad expresada en el derivado respecto a la actividad total aplicada.

Ay = [Agel/ Aaplicada] x 100 (EC 3)

4.4.5. Estabilizacion térmica

Estabilizacién por tratamiento alcalino

La inmovilizacion de las enzimas en Eupergit C o Eupergit C 250 L se realiz6 durante 24 h
en amortiguador fosfato de potasio 1 M pH 7.5. El pH de la suspension se increment6 a 8.5, y los
derivados se incubaron en estas condiciones por periodos adicionales de 8 o 24 h previo al bloqueo.

La inmovilizacién en Sepabeads EP (o Sepabeads HFA) se llevé a cabo durante 48 h (24 h
en el caso del Sepabeads HFA) en amortiguador fosfato de potasio 1.4 M pH 8.5 (fosfato de potasio
0.2 M pH 7.5 o 8.5 durante 6 y 18 horas, respectivamente, para Sepabeads HFA). Para su
estabilizacion, los derivados fueron incubados a pH 8.5 por periodos adicionales de 8 o 24 horas

previo al bloqueo.

Estabilizacién por entrampado

Los derivados enzimaticos fueron entrampados de dos formas, a saber: encerrandolos en una
membrana tubular de dialisis de tamafio molecular de corte nominal de 1000 Da (fijandose en el
reactor sobre las paletas de agitacion mecdnica), o encapsulandolos en esferas de alginato de calcio,
de acuerdo al procedimiento reportado por Yadav y Jadhav (2005) para entrampar enzimas solubles
preinmovilizadas en silica mesoporosa hexagonal, con modificaciones. Se prepararon diversas
soluciones acuosas de alginato de sodio al 4% (p/v), a la que se incorporaron bajo agitacion
vigorosa, cantidades preestablecidas del derivado de manera de formar una serie de suspensiones
uniformes. Usando una bomba peristéltica, a cada una de esas suspensiones se las hizo gotear, a
través de una aguja hipodérmica, sobre una solucion 0,1 M de CaCl2. El calibre de la aguja
hipodérmica y la regulacion del caudal de goteo permiten variar el tamafo final de la particula de
biocatalizador entre 2 y 4 mm. A medida que se produce la gelificacion, las esferas van perdiendo
su apariencia traslicida para tornarse semiopacas. Las esferas de biocatalizadores, fueron extraidas
del bafio gelificante después de 1 hora, lavadas con agua destilada y colocadas en agua destilada en
la heladera (aproximadamente a 4 °C). La efectividad del proceso de entrampado se verificd por

microscopia Optica y microscopia electronica de barrido. Se realiz6 un analisis comparativo del
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cambio operado en el biocatalizador, cuando es mantenido en condiciones similares a las de
reaccion, contrapuesto al de un control mantenido en agua a 4°C, en relacion a apariencia y
liberacion de calcio. La pérdida de calcio al medio de reaccién fue seguida a través de un kit

colorimétrico para la determinacion directa de calcio sérico y urinario (Gindler y King, 1972).
4.5. Propiedades de los derivados insolubles

4.5.1. pH optimo y estabilidad frente al pH

La influencia del pH sobre la actividad de las enzimas nativas y sus derivados se estudié en
el rango de pH 4-9 a 25°C, usando el sustrato correspondiente.

El efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima y sus derivados se determind en el mismo
rango por medida de la actividad residual luego de la incubacion de los biocatalizadores al pH
seleccionado y 25°C por periodos de 1-24 h. Para estos ensayos se utilizaron cantidades de 20-50

mg del derivado escurrido correspondiente.

4.5.2. Efecto de la temperatura sobre la actividad

La influencia de la temperatura sobre la actividad de las formas solubles y los derivados
inmovilizados de las enzimas se determin6 en el rango 20-60°C en el correspondiente amortiguador

de actividad y con el sustrato respectivo.

4.5.3. Estabilidad térmica

Los ensayos de termoestabilidad se realizaron a diferentes temperaturas en el rango 20-60°C
en amortiguador de actividad, incubando las enzimas solubles o los derivados obtenidos en un bafio
termostatizado y con agitacién por periodos de 1-55 h. Se monitore6 la cinética de inactivacion
térmica de los biocatalizadores y se determinaron las vidas medias correspondientes de acuerdo al

modelo de Sadana y Henley (Sadana y Henley, 1987).

4.5.4. Efecto de cationes sobre la actividad enzimatica

Para evaluar el efecto (activador, inhibidor o neutro) sobre la actividad enzimatica que
produce el agregado de distintos cationes, se analizaron las preparaciones solubles gel filtradas y las

inmovilizadas. En el caso de la L-arabinosa isomerasa soluble la preparacion purificada debi6 ser
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previamente dializado contra amortiguador fosfato 50 mM, pH 7,0 conteniendo 10 mM de EDTA,
durante un periodo de 48 horas a 4 °C empleando una membrana de dialisis de 10 KDa de MWCO.
A continuacion, dicho precipitado se redializé por 24 horas contra amortiguador fosfato 50 mM, pH
7,0, de manera de eliminar el EDTA incluido en el tratamiento previo. Se efecturaron ensayos
enzimaticos en presencia de 1-25 mM de las siguientes sales: MgCl,, MnCl,, CoCl,, ZnCl,, CuCl,,
BaCl,, CaCl,, PdCl,, SnCl, y NH4CI. La actividad enzimatica obtenida se comparé con la actividad

de las mismas muestras en ausencia de estas sales.

4.5.5. Determinacion de parametros cinéticos

Los parametros cinéticos (Km y Vmax) de las enzimas [-galactosidasa, D-xilosa (D-glucosa)
isomerasa y L-arabinosa (D-galactosa) isomerasa libre e inmovilizada se determinaron con lactosa,
glucosa o galactosa (0-1500 mM), respectivamente, como sustrato en el correspondiente
amortiguador de actividad a temperaturas en el rango 30-50°C. Para realizar el calculo, se asumi6
una cinética de Michaelis-Menten para las enzimas y se empled la técnica de linealizacion de Eadie-

Hofstee.

4.6. Aplicaciones.

4.6.1. Desmineralizacion de lactosuero

Para algunas aplicaciones, el lactosuero debi6 acondicionarse, eliminando parcialmente el
Ca*" debido al efecto inhibitorio de éste sobre la actividad D-xilosa (D-glucosa) isomerasa.
La desmineralizacion se llevd a cabo utilizando una resina de intercambio CM-Sephadex
equilibrada en amortiguador fosfato de sodio 0.02 M pH 6.0 (Hoppe y Higgins, 1992) o un gel
carboximetil-aspartico (CM-Asp-agarosa) en amortiguador fosfato de sodio 0.02 M pH 6.5. La
regeneracion de la columna se efectué empleando el mismo amortiguador suplementado con 1M
NaCl. La concentracion inicial y final de calcio (que permitan evaluar el grado de

desmineralizacion) se determinaron por reaccion con azul de metiltimol (Gindler y King, 1972).

4.6.2. Lactolisis

La enzima [-galactosidasa nativa y sus derivados se utilizaron en procesos de lactolisis en
reactores en batch y columna, y se determind el efecto del empleo de diferentes sustratos,

condiciones operativas y configuraciones de bio-reactor. La actividad hidrolitica de los derivados
60



inmovilizados se determiné bajo diferentes condiciones de pH y temperatura. Los sustratos
utilizados fueron los siguientes: lactosa 4.6 % en amortiguador de actividad, leche descremada
bactofugada, lactosueros de queso Mozzarella, Danbo, Pratto, Manchego, Goya, asi como
permeados y nanofiltrados de lactosueros ajustados a pH 6.0 y sin ajuste de pH. Se separaron
alicuotas durante cada proceso, en cada alicuota se detuvo la reaccion mediante desnaturalizacion
de la enzima por tratamiento térmico a 100°C durante 5 minutos (biocatalizador soluble) o filtracion
(biocatalizador en fase solida), y se analizd su contenido de glucosa. Se verifico que las fracciones

solubles no presentaban actividad enzimatica.

Procesos en batch

La enzima libre o inmovilizada (20-30 U) se incubo a temperaturas en el rango de 30-60°C
con los sustratos mencionados. Los volimenes de sustrato empleados fueron 10-300 mL y las
relaciones enzima-sustrato de 1/10 o 1/100 (v/v).

Procesos en columna

Derivado acrilico

Las columnas se empacaron con derivado (2-4 U) y se utilizaron los mismos sustratos
descritos mas arriba, los cuales se recircularon a flujos de 0.3 mL/min. Se tomaron muestras a la
entrada y salida del reactor durante el proceso de lactolisis. Se determind la actividad residual del

derivado al final del ensayo.

Derivado acrilico entrampado

Lecho fijo

Los biocatalizadores se empacaron en un reactor tubular de 60 mL de volumen total y una
relacion L/D de 340/14, equipado con camisa calefactora y bafio de recirculacion. El reactor fue
alimentado empleando una bomba peristéltica, en reciclo total con 300 mL de permeado (50 g/L de
lactosa) ajustado a pH 6,0, manteniendo un caudal constante de alimentacion de 0.5 mL/min y una

temperatura de operacion de 50 °C.

Lecho expandido

La enzima inmovilizada se empaco en un reactor en columna de volumen total 57.8 mL y
relacion L/D 340/14, con camisa calefactora y bafio de recirculacion. El sustrato empleado (lactosa
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y permeado) fue termostatizado a 50°C, y bombeado desde un reservorio en la columna a flujos

superiores a los 450 mL/h con la ayuda de una bomba peristaltica.

Lecho fluidizado

La enzima inmovilizada se empac6 en un reactor en columna de volumen total 120 mL y
relacion L/D 600/14, con camisa calefactora y bafio de recirculacion, donde el sustrato
termostatizado era bombeado desde un reservorio en la columna con ayuda de una bomba

peristaltica.

Reuso

Los derivados aplicados a la hidrolisis de lactosa se lavaron con amortiguador de actividad y
se reutilizaron en repetidos ciclos de lactolisis hasta que la actividad residual se redujo por debajo

de 50%.

4.6.3. Isomerizacion de sueros lactosa- hidrolizados (procesos secuenciales)

Los sustratos empleados fueron sueros de queso lactosa-hidrolizados por la accién de -
galactosidasa libre e inmovilizada. Los sueros se trataron con D-xilosa (D-glucosa) isomerasa, L-
arabinosa (D-galactosa) isomerasa, y una combinacién de ambas enzimas.

Las reacciones de isomerizacion se llevaron a cabo a 30-50°C empleando sueros de queseria
(con y sin ajuste de pH a 7.0), en un volumen de reaccion de 10-300 mL. Se tomaron alicuotas
durante el proceso, separando el derivado por filtracién o inactivando la enzima soluble en las
mismas mediante tratamiento térmico a 100°C durante 5 minutos.

Se determind el efecto del pH y la temperatura sobre la isomerizacioén de distintos sustratos

lactosa-hidrolizados en estas condiciones.

4.6.4. Lactolisis e isomerizacion conjuntas (procesos simultaneos)

Los sustratos empleados fueron sueros de queso y nanofiltrados de sueros. Los sueros se
trataron con [3-galactosidasa, D-xilosa (D-glucosa) isomerasa y L-arabinosa (D-galactosa) operando
en un Unico reactor y empleando las formas solubles de estas enzimas, o sus derivados insolubles

obtenidos por inmovilizacion de los biocatalizadores individualmente o por coinmovilizacion.
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Las reacciones de isomerizacion se llevaron a cabo a 30-50°C empleando sueros de queseria
(con y sin ajuste de pH a 7.0), en un volumen de reaccion de 10-300 mL. Se tomaron alicuotas
durante el proceso, separando el derivado por filtraciéon o inactivando las enzimas solubles en las
mismas mediante tratamiento térmico a 100°C durante 5 minutos.

Se determind el efecto del pH y la temperatura sobre la isomerizacién de distintos sustratos

lactosa-hidrolizados en estas condiciones.

4.7. Métodos analiticos

La Fig. 4.2 muestra una perspectiva de los métodos analiticos utilizados en este trabajo para

la determinacion de azucares, actividades enzimaticas y contenido de calcio.

Lactosa . L . :
: T - R Método enzimatico (Glucosa oxidasa/peroxidasa)

Galactosa
Tagatosa—
Fructosa —

Calcio —_—

Método de determinacion con azul de metiltimol

- _

- _

-—' Jarabes de glucosa o
galactosa

Figura 4.2. Métodos analiticos empleados en este trabajo.

4.7.1. Determinacion de calcio

El reactivo azul de metiltimol (MTB) reacciona con el i6n calcio presente en la muestra en
medio alcalino, dando un complejo coloreado que se determina espectrofotométricamente a 610 nm.
La presencia de hidroxiquinoleina en el reactivo evita la interferencia de Mg (Gindler y King,

1972).
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4.7.2. Determinacion de glucosa

Se utilizo un kit de diagnostico clinico para determinacion de glucosa, que posee dos

enzimas, glucosa oxidasa y peroxidasa (Trinder, 1969), que catalizan las siguientes reacciones:

Glucosa + % O, + HjO——» acido gluconico + H,0,

2 H,O, + Fenol + 4-amino-antipirina ———» Quinona-imina + 4 H,O

Para cuantificar la glucosa formada durante la hidrélisis de lactosa se empled este método,
agregando 1 mL del reactivo de trabajo del kit a 0.1 mL de muestra e incubando la mezcla reactiva
durante 30 minutos a temperatura ambiente, midiéndose luego la absorbancia del rojo quinona
(quinona-imina formada) a 500 nm.

Se expreso la glucosa formada como porcentaje de hidrolisis con respecto a la cantidad de

glucosa formada si se hubiese dado un 100% de hidrdlisis.

4.7.3. Determinacion de cetohexosas totales (fructosa, tagatosa)

Para la determinacion de la cantidad de fructosa y/o tagatosa formadas se emple6 el método
de Dische (Dische y Borenfreund, 1951): A 1 mL de muestra, se agregan 2 mL de acido sulfurico
70% (v/v), 0.2 mL de clorhidrato de cisteina (1.5%), y 0.2 mL de carbazol en etanol (0.12 %),
midiendo la absorbancia a 560 nm luego de un periodo de incubacion para el desarrollo de color de
15 minutos.

La produccion relativa de fructosa, tagatosa o cetohexosas totales se definid en relacion a la

conversion maxima teorica del sustrato respectivo.

4.7.4. Analisis de carbohidratos por HPLC

Se utilizé un sistema cromatografico de Waters-Millipore (Burlington, USA) con bomba 510,
inyector Reodyne 7125 con loop de 20ul, detector de variacion de indice de refraccion R401 y
controlador de temperatura, con el objetivo de determinar los carbohidratos presentes en las distintas
etapas del procesamiento enzimatico de lactosuero. La separacion se realizo en una columna Rezex
RCM-carbohidratos (300 x 7.80 mm) con precolumna Rezex 4 mm x 3 mm (Phenomenex, Manchester,
UK), utilizando agua bidestilada como fase movil a velocidad de flujo 0.6 mL/min, y a una temperatura

de 80°C. La seleccion de estas condiciones tomo como base aquellas empleadas por Givry et al. (2007)
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para la separacion de glucosa, fructosa, ribulosa, xilulosa, arabinosa y xilosa, y se realizaron
modificaciones en base a la resolucidon obtenida para los carbohidratos considerados en este trabajo
(lactosa, glucosa, galactosa, fructosa y tagatosa). Previo a ser inyectadas, las muestras conteniendo
calcio fueron desmineralizadas empleando una columna de carboximetil-aspartico-agarosa, y en
aquellas conteniendo proteinas las mismas se precipitaron con acetonitrilo y se separaron por

centrifugacion y posterior filtracion.

4.7.5. Calculo de productividad

La productividad se expreso en términos de carbohidratos (cetohexosas totales, fructosa,

tagatosa, glucosa y galactosa) en g/Lh.

4.7.6. Determinacion de proteinas.

La concentracion proteica en las muestras solubles se determin6 utilizando el reactivo BCA
de Pierce. El método combina la reduccion de Cu®™ a Cu” por las proteinas en medio alcalino, con la
deteccion colorimétrica de Cu” mediante el acido bicinconinico (Smith et al., 1985; Walker, 2002).
La interaccion de dos moléculas de BCA con un ion Cu' genera un producto purpura hidrosoluble
que absorbe fuertemente a 562 nm (Bainor et al., 2011). La determinacion directa de la proteina
unida presente en los derivados enzimaticos en fase s6lida también se realizo por este método (Stich

et al., 1990).

4.7.7. Ensayos de actividad

B-Galactosidasa y lactasa

La actividad de la B-galactosidasa soluble se determind en amortiguador fosfato de sodio 0.1 M pH
6.0 a 25°C utilizando ONPG 10 mM como sustrato, en una cubeta de 1 cm de paso Optico. La
velocidad inicial de liberacion de ONP se determind espectrofotométricamente a 405 nm,
expresandose como ONP formado por minuto y por mL. La actividad de la enzima inmovilizada se
determind por el mismo método, incubando 100 pL de suspension de derivado con 3 mL de ONPG
22 mM en el correspondiente amortiguador de actividad, con agitacion magnética. Una unidad de
enzima (U) se defini6 como la cantidad de enzima que cataliza la hidrélisis de 1 pmol de ONPG por
minuto en las condiciones antes descritas. La actividad especifica se definié como las unidades de

enzima por miligramo de proteina (U/mg).
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El ensayo de actividad lactésica se realiz6 incubando la enzima con lactosa 4.6 % en amortiguador
de actividad a 25°C. La cantidad de glucosa formada se determind por el método de Trinder

utilizando un kit de diagnoéstico clinico.

L-Arabinosa (D-galactosa) isomerasa

El ensayo de actividad se realiz6 con D-galactosa (10 g/L) como sustrato, a 40°C, en
amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.0 suplementado con MnCl, 0.025 mg/mL y
determinando la cantidad de tagatosa formada mediante el método de Dische (Dische y
Borenfreund, 1951).

La actividad de la enzima inmovilizada se determind por el mismo método, empleando
galactosa 50 g/LL como sustrato (Yamanaka, 1966a). Una unidad de enzima (U) se define como la
cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1pumol de tagatosa por minuto bajo las condiciones
del ensayo. La actividad especifica se definid6 como las unidades de enzima por miligramo de

proteina (U/mg).

D-Xilosa (D-glucosa) isomerasa

El ensayo se realizd con jarabe de glucosa 40% suplementado con MgCl, 0.025 mg/mL
como sustrato, a 25°C en amortiguador fosfato de sodio 0.1M pH 7.5 (Yamanaka, 1969). Se emplea
el mismo método para la enzima nativa y sus derivados en fase solida. La desaparicion de glucosa
y la aparicion de fructosa se determinan espectrofotométricamente como se ha descrito
previamente. La actividad especifica se definié como las unidades de enzima por miligramo de

proteina (U/mg).

4.7.8. Determinacion del contenido de grupos epoxido

La reaccién entre los grupos epoxido y el tiosulfato de sodio libera iones OH', que pueden
valorarse con HCI. Para determinar el contenido de grupos epoxido del gel, 4 g de soporte epoxi-
activado se suspendieron en 10 mL de agua desionizada y el pH se ajusté a 7.0 con HCI 60 mM.
Luego, se agregaron 15 mL de Na,S;03 1 M y se incubd la mezcla durante 1 h con agitacion
continua. Esta suspension se tituld6 con HCI 60 mM empleando fenolftaleina como indicador.
Tomando en cuenta el gasto de valorante, se calcul6 el contenido de grupos oxirano por gramo de

gel seco.
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4.7.9. Electroforesis

PAGE

Se utilizaron Phast Gels (GE Healthcare) de poliacrilamida 12.5 % en un equipo
PhastSystem (Pharmacia LKB, Uppsala, Suecia).

SDS PAGE

El tratamiento de las muestras previo a la electroforesis en condiciones desnaturalizantes, se
realiz6é en amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8.8 conteniendo SDS 2% (p/v), glicerol 30% (p/v) y
B-mercaptoetanol 1.0% (p/v), con tratamiento térmico de 15 minutos a 100°C. La electroforesis se
corri6 en Phast Gels 12.5 % (GE Healthcare) de poliacrilamida 12.5% usando el equipo
PhastSystem. El procedimiento de revelado fue por tincidon con plata (Rabilloud, 1990).

IEF

El isoelectroenfoque se realizdé en Phast Gels de poliacrilamida de gradiente de pH 3-10

(GE Healthcare) utilizando el equipo PhastSystem.

4.7.10. Espectrometria de masas

El espectro de la molécula entera se obtuvo en un equipo 4800 MALDI TOF/TOF (Abi
Sciex) en el modo de adquisicion lineal (lineal High), utilizando 4cido sinapinico como matriz. Se
midi6 la muestra en un rango de m/z= 10000 a 150000.

El mapeo peptidico se realizd por un tratamiento con tripsina in-gel (Sequencing-grade
Promega) durante 10 horas a 37°C. Los péptidos se extrajeron del gel usando acetonitrilo 60% en
TFA 0.2%, se concentraron por filtracion bajo vacio y se desalinizaron usando microcolumnas C18
de fase reversa (OMIX Pippete tips, Varian). La elucion de los péptidos de la microcolumna se
llevé adelante directamente en la placa del espectrometro de masas con 3 UL de solucidon matriz
(acido a-ciano-4-hidroxicinamico en acetonitrilo/agua 60:40 conteniendo 0.2 % TFA.

El espectro de masas en este caso se obtuvo en el mismo equipo en modo reflectivo y la
calibracion se realiz6 usando una mezcla de péptidos estandar (Applied Biosystems). El analisis se

realizéd empleando la disociacion inducida por colisiones en experimentos MS/MS. El perfil se
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analizo utilizando la base de datos NCBInr y el programa MASCOT y usando una tolerancia de
masa monoisotopica de 0.05 Da, una tolerancia para la masa de los fragmentos de 0.25 Da y
teniendo en cuenta la posibilidad de la oxidacion de metioninas como posible causa que puede
llevar a la pérdida de algunos fragmentos.

La Figura 4.3 muestra una perspectiva de las actividades especificas desarrolladas en el

marco de esta Tesis.

p-Galactosidasa

> Galactosa Glucosa
- isomerasa isomerasa
v l
4
I, Derivados enzimaticos en fase
Estabilizacién 4—{ e Caracterizacién

Tratamiento Entrapamiento
alcalino en alginato

Bloqueo Cinética Actividad Estabilidad || Funcional

A\ 4

v

| Lactosuero |

|

[ Jarabe con propiedades I
edulcorantes

Figura 4.3. Actividades especificas en el marco de este trabajo.
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5. Resultados y Discusion

Durante la primera fase de este trabajo de Tesis se realizo la caracterizacion de la enzima 3-
galactosidasa de Bacillus circulans, se desarrolld su inmovilizacion covalente en Eupergit C,
Eupergit C 250 L, Sepabeads EP (soportes epdxido) y Sepabeads HFA (soporte epoxi-amino). Se
estudiaron algunos de los puntos criticos en el proceso de inmovilizacién y se caracterizaron los
derivados obtenidos. Asimismo se recurrid a estrategias de estabilizacion post-inmovilizacion,
basadas en incubacion a pH 8.5 (para favorecer la formacion de uniones multipuntuales enzima-
soporte), bloqueo de los grupos epdxido remanentes y entrampamiento en particulas de alginato de
calcio. Estos derivados fueron aplicados a la hidrolisis de lactosa en diversos lactosueros y en
distintas configuraciones de reactor.

En primer lugar se caracteriz6 la preparacion de B-galactosidasa soluble (Biolacta N-5) con la
que se trabajo. Se determind el contenido de proteinas y las actividades [-galactosidasa y lactasa de
la enzima. La actividad especifica de la preparacion fue de 3.2 U/mg cuando se trabajo con el
sustrato artificial ONPG. A su vez, se determinaron las constantes cinéticas a distintas
temperaturas, el rango de pH optimo (la maxima actividad se obtuvo a pH 6.0) y la estabilidad en
funciéon del pH (la enzima resultd6 muy estable en el rango 5.5-7.0). Se ensayaron varios
amortiguadores, a saber: fosfato 0.1M pH 6.0, citrato 0.1M pH 6.0, citrato-fosfato 0.05 M pH 5.0,
Tris-HC1 0.1 M pH 7.5 y pH 6.5, los tres primeros reportados en la literatura (Bakken et al., 1990;
Bakken et al., 1992; Mozaffar et al., 1984; Hernaiz y Crout, 2000). Los ensayos se llevaron a cabo
empleando enzima soluble y lactosa 4.6% como sustrato, siguiendo la reaccion durante 3.5 horas.
El amortiguador que mostré mejor resultado fue el fosfato, siguiéndole el citrato y citrato-fosfato.

En relacion al efecto de la temperatura sobre la actividad enzimaética, la enzima mostr6 mayores
actividades en el rango de 45-55°C. La enzima expuesta a temperaturas en el rango de 20-50°C
durante 2 horas mantuvo una actividad residual superior al 60%. El tiempo de vida media
calculado de acuerdo a la ecuacidon de Arrhenius se redujo 4 veces al comparar una incubaciéon a
40°C con una a 30°C. La actividad se redujo al 50% en presencia de 25 mM de galactosa, en tanto
que una incubacion durante 4h a 4°C con 0.2 M de 2-mercaptoetanol o DTT (agentes reductores)

provoco una caida de la actividad al 88% y 64%, respectivamente.

69



5.1. Inmovilizacion/estabilizacion de B-galactosidasa

5.1.1. Inmovilizacion de B-galactosidasa

Se estudid la inmovilizacion de B-galactosidasa en las resinas acrilicas comerciales Eupergit
C, Eupergit C 250 L, Sepabeads EP y Sepabeads HFA, analizando el efecto de distintos
parametros. Se selecciond para la inmovilizacion el amortiguador fosfato, que mostré mejores
resultados en los estudios previos con la enzima soluble. Se evaluaron los efectos de pH, fuerza
ionica y el tiempo de incubacion a 25°C. Esta temperatura se seleccioné porque estudios
preliminares indicaron que la enzima soluble y los derivados sin bloquear eran inestables cuando se
incubaban a temperaturas entre 35-60°C durante 24 horas. Las temperaturas mas bajas se evitaron
porque algunos de los componentes del amortiguador de inmovilizacién presentan problemas de
solubilidad cuando se requieren fuerzas ionicas altas, ademas de que el proceso insumiria mas
tiempo en estas condiciones. La Tabla 5.1 muestra el efecto combinado de pH y fuerza idnica sobre
el proceso de inmovilizacion en Eupergit C y Sepabeads EP, cuando se aplican cargas de 30 mg/ g
de gel. Los resultados se analizaron teniendo en cuenta el valor de los pardmetros rendimiento de
inmovilizacidn (porcentaje de proteina hallada en el gel respecto a la cantidad de proteina aplicada)
y eficiencia de inmovilizacion (porcentaje de actividad expresada en el derivado respecto a la
cantidad de enzima total ligada al gel).
Las condiciones optimas de pH para la inmovilizacion varian de acuerdo al tipo de matriz (pH
7.5 para Eupergit C y 8.5 para Sepabeads EP). Sepabeads EP y Eupergit C son soportes epoxi-
activados convencionales y requieren condiciones de alta fuerza idnica para llevar a cabo el proceso
de inmovilizacion de proteinas. Multiples estudios previos reportan que la inmovilizacion de
proteinas en soportes acrilicos epoxi-activados convencionales se ve favorecida a alta fuerza idnica
(Mateo et al., 2002; Mateo et al., 2007a; Mateo et al., 2007b). No obstante, el optimo de fuerza
i6nica para ambos resultd diferente (1.0 M para Eupergit C y 1.4 M para Sepabeads EP). La Tabla
5.2 muestra en forma comparativa el efecto de pH y fuerza ionica a distintas cargas. Se observa que
la carga que hemos denominado media (30 mg de proteina/ g de gel) es la que permite obtener los

mejores resultados en términos de rendimiento y eficiencia de inmovilizacion.
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Tabla 5.1. Influencia del pH y la fuerza iénica sobre la inmovilizacién de B-galactosidasa a carga aplicada de 30
mg/g de gel.

I Rendimiento de Eficiencia de
Soporte pH Fuerza iénica (M) inmovilizacion (%) inmovilizacién (%)

6.0 0.75 18+3 92+1
1.0 31+2 78 +1
1.2 23+3 81=+1
14 24+3 91+1
6.5 0.75 12+3 95+1
1.0 261 861
1.2 28+1 87+1
14 27+3 83+1
7.0 0.75 20+2 98 +1
1.0 47+3 89+1
1.2 60+1 83+1
14 83+3 85+1
7.5 0.75 40+3 82+1
. 1.0 100+ 1 91+1
Eupergit C 1.2 100+1 80+1
14 100+ 1 69+1
8.0 0.75 51+1 88+1
1.0 100+ 1 76 +1
1.2 100+ 1 73+1
14 100 +1 71+1
8.5 0.75 91 +1 73+1
1.0 100+ 1 29+1
1.2 100+ 1 40+1
14 100+ 1 42+1
9.0 0.75 100 +1 13+1
1.0 100+1 8+1
1.2 100 +1 3+1
14 100+ 1 1+1
6.0 0.75 9+1 93+3
1.0 13+1 73+3
1.2 102 85+3
14 18+3 88+3
6.5 0.75 9+3 971
1.0 16+3 87+3
1.2 17+3 96+3
14 19+3 91+3
7.0 0.75 17+3 911
1.0 14+3 82+3
1.2 16+1 97+3
14 17+2 80+3
7.5 0.75 15+6 77 +£1
1.0 13+6 89+1
Sepabeads EP 12 14£3 84+3
14 18+3 79+6
8.0 0.75 58+3 81+3
1.0 61+3 70+3
1.2 85+3 75+3
14 100+ 3 74+3
8.5 0.75 606 72+3
1.0 69+1 78+ 6
1.2 90+ 1 80+3
14 98+ 6 95+7
9.0 0.75 5+£3 15+3
1.0 10+3 5+3
1.2 6+3 3+3
1.4 2+3 4+3

La incubacién se llevo a cabo en amortiguador fosfato de potasio a 25°C por 24 horas (Eupergit C)
0 48 horas (Sepabeads EP). Los resultados son la media de triplicados + SD.
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Tabla 5.2. Influencia del pH y la fuerza idnica sobre la inmovilizacién de B-galactosidasa a distintas cargas
aplicadas.

Soporte Carga* pH Fuerza iénica Rendimiento de Eficiencia de
(M) inmovilizacion (%) inmovilizacion (%)
1.0 100+3 88+1
7.5
14 100+3 79+1
Baja
1.0 100+1 781
8.5
14 100+ 1 66 =1
1.0 100+ 1 96+1
7.5
Eupergit C 14 100+ 1 69+1
Media
1.0 100+ 1 29+1
8.5
14 100£1 42+1
1.0 311 89+1
7.5
14 39+2 79+1
Alta
1.0 39+1 69+1
8.5
14 49+1 59+1
1.0 100+ 1 79+1
7.5
14 100+ 1 76 +1
Baja
1.0 100£5 71+1
8.5
14 100£1 93+1
1.0 13+1 89+1
7.5
14 18+1 79+1
Sepabeads EP Media
1.0 79+1 68+1
8.5
14 100+ 1 98 +1
1.0 1+1 89+1
7.5
14 9+1 71+1
Alta
1.0 12+1 69+1
8.5
14 18+1 81+1

* Las cargas aplicadas fueron 3 mg/g de gel (baja), 30 mg/g de gel (media) y 120 mg/g de gel (alta).
Los resultados son la media de triplicados = SD.

Por su parte, el soporte heterobifuncional epoxi-amino, Sepabeads HFA, requiere fuerzas
ionicas bajas para el proceso de inmovilizacion (con 6ptimo en 0.02 M) y un pH de 8.5 (Tabla 5.3).
Los rendimientos de inmovilizacion alcanzaron un 52% con eficiencias de inmovilizacion en el

orden del 90% en estas condiciones.
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Tabla 5.3. Influencia del pH y la fuerza idnica sobre la inmovilizacion de B-galactosidasa en Sepabeads HFA a
carga aplicada de 15 mg/g de gel.

A Rendimiento de Eficiencia de
Fuerza idonica . ere e . ere ez
pH (mM) inmovilizacion inmovilizacion
(%) (%)

S 9+3 69+1
70 20 9+1 89+1

S0 9+3 89+1

5

9+1 69 6

75 20 111 89 +7

50 12 1 88 16

S 9+1 71+1
8.0 20 218 92 +1

50 29+1 89+1

5

106 70 £8

8.5 20 523 91 +6

S0 49 £ 6 85 %6

S 19+1 25+1
20 20 59 +1 301

50 51+1 211

La incubacion se llevo a cabo en amortiguador fosfato de potasio a 25°C por 24 h.
Los resultados son la media de triplicados + SD.

Los tiempos de inmovilizacidon necesarios para una union cuantitativa de la enzima son de
24 h para Eupergit C y Sepabeads HFA, y 48 h para Sepabeads EP. Los resultados obtenidos
con Eupergit C 250 L para el caso de esta enzima son similares a los obtenidos con Eupergit C

(Tabla 5.4).
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Tabla 5.4. Influencia del pH y la fuerza iénica sobre la inmovilizacion de B-galactosidasa en Eupergit C 250 L a
carga aplicada de 30 mg/g de gel.

. Rendimiento de Eficiencia de
pH Fuerzz\l/ll)omca inmovilizacion inmovilizacion
(%) (%)

0.75 19+3 99+3
7.0 1.0 39+3 92+3
12 59+3 89+1
0.75 341 89 +3
7.5 1.0 100 +3 92 +3
1.2 100 £3 89+3
0.75 49+1 91+3
8.0 1.0 99+3 79+1
12 99 +3 79+3
0.75 90+ 1 79 +3
8.5 1.0 99+ 3 31+3
1.2 99+ 3 42+3
0.75 99 +3 19+3
20 1.0 101£1 9+3
12 100 =3 9+3

La incubacién se realizé en amortiguador fosfato de potasio a 25°C
por 24 h. Los resultados son la media de triplicados = SD.

El anélisis del rendimiento en actividad inmovilizada (eficiencia de inmovilizacidon) mostrd
que mas del 69% de la actividad aplicada se mantuvo en el gel cuando el proceso de inmovilizacion
se realiz6 a pH 7.5-8.0 y fuerza idnica entre 1.0-1.4 M (Eupergit C), y mas del 74% a pH 8.0-8.5 y
1.2-1.4 M (Sepabeads EP). Este pardmetro de inmovilizacion refleja la eficiencia del proceso de
inmovilizacidon en términos de actividad enzimética expresada con respecto a la actividad aplicada.
Para el soporte Eupergit C 250 L los valores de eficiencia de inmovilizacién son superiores a los
obtenidos con Eupergit C, reflejando probablemente el menor nivel de activacion de este soporte,
que genera una menor distorsion de la estructura tridimensional de la enzima como resultado de la
union covalente. Resultados similares han sido reportados para el caso de esta enzima inmovilizada

en Eupergit C y Eupergit C 250 L (Hernaiz y Crout, 2000).
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Para el caso de estas resinas, el rendimiento de inmovilizacidon se incrementa con la
concentracion del amortiguador (Tabla 5.1). No obstante, la actividad inmovilizada se incrementa
hasta un valor maximo (91% a 1.0 M y pH 7.5 para Eupergit C y a 1.4 M y pH 8.5 para Sepabeads
EP). Por lo tanto, para alcanzar los méximos valores en ambos pardmetros de inmovilizacion, se
requiere una combinacion adecuada de fuerza ionica y pH.

En el caso de Sepabeads EP, el rendimiento de inmovilizacién fue inferior en todos los ensayos,
a pesar de estar sometido a condiciones mas drasticas en lo que refiere a fuerza idnica y pH, y
requerir tiempos de incubacion mayores (Tabla 5.1). Por otra parte, la principal ventaja de la matriz
heterobifuncional es, en teoria, que se puede inmovilizar covalentemente empleando bajas
concentraciones salinas en el amortiguador de inmovilizacion, pues la presencia de grupos amino
facilita una primera interaccion de tipo ionica entre gel y proteina (Mateo et al., 2003). La presencia
de este primer paso de atraccion idnica es una caracteristica comun entre este tipo de soporte y los
soportes activados con glutaraldehido, como el glutaraldehido-agarosa (Mielgo et al., 2003). El
empleo de bajas fuerzas ionicas es de fundamental importancia teniendo en cuenta la labilidad de
muchas enzimas frente a condiciones extremas, que genera gran pérdida de la actividad aplicada en
el proceso de unién (Torres y Batista-Viera, 2012a). Adicionalmente es posible pensar que la uniéon
no covalente entre enzima y soporte pueda proteger a la proteina de procesos adversos estando en
cierta forma aislada del entorno (Mateo et al., 2003; Rodrigues et al., 2008; Miranda et al., 2011).
Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado se intent6 realizar la inmovilizacion covalente de
la enzima empleando Sepabeads HFA. Los resultados empleando un protocolo similar al usado con
los otros soportes epdxido monofuncionales (protocolo 1), revelaron que so6lo el 12% de la proteina

aplicada se ligd covalentemente al gel. No obstante, a pH 8.5 el rendimiento se incrementa a 58%.

Carga aplicada

La Tabla 5.5 muestra la incidencia de la carga enzimatica aplicada sobre el proceso de
inmovilizacidn en las condiciones 6ptimas de pH y fuerza idnica determinadas para cada soporte.

El maximo rendimiento (100%) se obtuvo a cargas proteicas de 3-30 mg/g de gel. La
eficiencia de inmovilizacion alcanz6 un maximo en 30 mg/g de gel en los soportes convencionales,
en tanto que para Sepabeads HFA (soporte heterofuncional epoxi-amino) el maximo se alcanzo en
el rango 1.5-15 mg/g de gel. La eficiencia de inmovilizacion se mantiene en su maximo por encima

de 15 mg/g de gel para este caso.
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Tabla 5.5. Influencia de la carga enzimatica sobre la inmovilizacion de B-galactosidasa.

Soporte (mgc?iig;r?)lt)ilifi\(/ig de . Ren(!i.m ie1'1,t0 de . Eﬁ.ci.e ndﬁ de
gel) inmovilizaciéon (%) inmovilizacion (%)
3 100+1 653
15 98 +1 85+2
Sepabeads EP 30 100 +1 91+3
60 70 +1 79+3
120 40 +1 64 +3
1.5 58+1 612
6 53+1 776
Se‘;“l‘gfds 15 58+1 95+1
30 53+1 93 +2
60 20+1 97 +7
0.5 99 +1 14+8
3 98+1 56+1
. 15 96 + 1 833
Eupergit C 30 99 +1 94+3
60 743 88+3
120 35+1 75+3

La masa de gel utilizada fue de 300 mg en un volumen total de 10 mL de amortiguador
fosfato de potasio 1.0 M pH 7.5 (Eupergit C), 1.4 M pH 8.5 (Sepabeads EP) o 0.02 M
pH 8.5 (Sepabeads HFA). Los resultados son la media de triplicados = SD.

El descenso en los rendimientos de inmovilizacién a mayores cargas aplicadas evidencia
que los derivados se aproximan a niveles de saturacion. El maximo de eficiencia de inmovilizacion
se obtiene a 30 mg/g de gel (Sepabeads EP y Eupergit C). Cargas proteicas mayores o menores dan
como resultado un descenso de la eficiencia de inmovilizacion. De esto se desprende que la
relaciéon enzima/soporte Optima es de 1:30 (mg de proteina:mg de soporte) en los soportes
convencionales. La eficiencia de inmovilizaciéon es menor a baja carga para los derivados en
Sepabeads HFA. Sin embargo, este parametro se incrementa cuando se aplican mayores cargas. El
Sepabeads HFA posee un contenido de grupos epéxido menor que los demds soportes (50 pumol de
grupos epodxido/g de gel humedo), y esto puede reducir la probabilidad de formacién de enlaces
covalentes adicionales entre la enzima y el soporte cuando se aplican mayores cargas. El medio de
inmovilizacion (fosfato de potasio 1.4 M) resulto el principal responsable de la inactivacion de la
enzima a alta carga aplicada en aquellos derivados obtenidos en soportes convencionales, mientras
que las pérdidas de actividad no son significativas en el caso de emplearse condiciones mas
moderadas (fosfato de potasio 0.02 M), como las empleadas para la inmovilizacion en Sepabeads
HFA. El efecto del amortiguador no puede entonces dar cuenta de la inactivacion observada a baja
carga, un fendmeno que ocurre en ambos tipos de soportes. La generacion de uniones multiples
entre enzima y soporte (conocida como unién multipuntual) usualmente provoca pérdidas de
actividad al distorsionar la estructura tridimensional de la enzima. Este fendémeno es mas
pronunciado a baja carga aplicada. Hernaiz y Crout (2000) analizaron la inmovilizacion de esta
enzima en Eupergit C y Eupergit C 250 L, reportando para los derivados en Eupergit C, que un

incremento en la cantidad de gel ofrecido (que baja la relacion proteina/gel) determina un descenso

76



en la eficiencia de inmovilizacion. La eficiencia de inmovilizacion también desciende para el caso
de Eupergit C 250 L, aunque en menor grado, posiblemente como reflejo de su menor contenido de
grupos reactivos (600 umol/g de gel seco en Eupergit C y 250 umol/g de gel seco en Eupergit C
250 L). Wang et al. (2008) reportan resultados similares con una hidrolasa termoestable de
Klebsiella oxytoca (SNSM-87).

La cinética de la inmovilizacion en Sepabeads EP a baja y alta carga aplicada revela la
existencia de dos modos distintos de inactivacion durante el proceso (Fig. 5.1).

A baja carga (Fig 5.1A), la inactivaciéon ocurre mayoritariamente en el gel y se hace
evidente luego de las primeras 10 horas de incubacion (posiblemente debido a la distorsion de la
estructura de la proteina como resultado de la formacidon de uniones covalentes multiples con el
soporte, hipotesis que es reforzada por la observacion de que la inactivacion tiene lugar a
velocidades moderadas). La inactivacion a alta carga aplicada (Fig. 5.1B) ocurre principalmente en
las fracciones solubles (sobre todo en el sobrenadante). A baja carga aplicada, existe muy poca
cantidad de proteina expuesta a los efectos inactivantes del medio de inmovilizacién. Bajo estas
condiciones, la union covalente multipuntual estd favorecida. Por el contrario, una alta carga
aplicada disminuye la probabilidad de union multipuntual, pero la mayor parte de la proteina
aplicada no se encuentra protegida de los efectos inactivantes del medio. Durante la preparacion de
los derivados en Sepabeads EP a baja carga enzimatica, a partir de las 10 h de incubacién se
observan importantes pérdidas en la eficiencia de inmovilizacion, lo cual es consistente con la

ocurrencia de inactivacion debida a unidén covalente multipuntual (Tabla 5.6).
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Actividad (U/g de gel)

Tiempo (h)

Actividad (U/g de gel)

50

Tiempo (h)

Fig. 5.1. Cinética de inmovilizacion en Sepabeads EP a carga aplicada de 3 mg/g de gel (A), y 120 mg/g de gel (B).
¢ Actividad en las fracciones solubles (sobrenadante y lavados); ® Actividad en el gel luego de los lavados; A
Actividad en el sobrenadante; A Actividad tedrica en el sobrenadante (suponiendo que el 100% de la proteina
de la fraccién se mantiene activa); [1 Actividad tedrica en el gel (suponiendo que el 100% de la proteina de la
fraccion se mantiene activa).
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Tabla 5.6. Cinética de inmovilizacién de B-galactosidasa en funcién de la carga enzimatica aplicada.

Carga
Soporte aplicada Incubacion Rendimiento de Eficiencia de
(mg/g de (h) inmovilizacion (%) inmovilizacion (%)

gel)
3 8+3 100 £2
6 25+ 6 90+ 6
3 10 50+3 78 +£3
24 751 69+3
48 100 +1 57+8
3 8+1 100+ 6
6 23+3 95+3
Sepabeads 30 8 41+3 94 +3
EP 10 58+6 876
24 77+6 89+3
48 100 +7 85+1
3 3+1 100+3
6 9+3 83+3
120 10 18+1 78 +3
24 27+3 60+3
48 40+ 1 63 +8
3 10+3 96 £1
3 10 51+6 76 £9
24 100+ 6 615
48 100 +7 51+4
3 8x1 97 +7
6 15+1 96 + 6
. 8 23+6 92+3
Eupergit C 30 10 617 85+8
24 98 £5 95+1
48 100 +5 90 +3
3 7+5 100 £ 1
10 25+1 69+7
120 24 45+7 59+5
48 49+5 13+5
3 9+5 92+5
3 10 13+7 89+3
24 96 + 1 79 +1
48 96 + 1 79 +1
3 6+1 99+3
6 7+3 98 +3
Sepabeads 30 8 12+3 96 £3
HFA 10 25+7 98 +3
24 53+5 93+3
48 54 +1 89+1
3 2+1 99 +2
10 9+3 98 + 6
120 24 52+3 97+6
48 54 +1 89+1

La masa de gel utilizada fue 300 mg en un volumen total de 10 mL de amortiguador fosfato de
potasio 1.4 M o 1.0 M pH 8.5 (Sepabeads EP y Sepabeads HFA, respectivamente) o 1.0 M pH 7.5
(Eupergit C). Los resultados son la media de triplicados £ SD.

Por el contrario, a alta carga aplicada, se puede apreciar un descenso gradual en la actividad
expresada en el gel, consistente con la inactivacion debida al medio de inmovilizaciéon y la union

covalente de una cantidad moderada de moléculas inactivas. Por su parte, a carga media (30 mg/g
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de gel) la inactivacion se reduce al minimo. En estas condiciones la mayor parte de la proteina se
adsorbio al soporte en un proceso rapido, y por otra parte, la unién covalente multipuntual no fue
tan intensa, lo cual se refleja en una menor inactivacion en las fracciones solubles asi como en el
gel. Un analisis cinético similar se llevé a cabo para el caso de Sepabeads HFA. En este caso, la
cinética de inmovilizacion reveld que la inactivacion ocurre mayormente a causa de la union
covalente. Esto indica claramente que las condiciones de inmovilizacion en cuanto a pH y fuerza
ionica fueron menos agresivas en este caso, no generandose grandes pérdidas de actividad en las
fracciones solubles para ninguna de las cargas consideradas. Las mayores pérdidas de actividad se
registran entre las 10 y 24 horas (Tabla 5.6). A carga media y alta, las actividades en el gel y en las
fracciones solubles fueron muy similares a las esperadas tedéricamente. Ademas, para estas cargas el
gel y el sobrenadante mostraron niveles similares de inactivacion. Por el contrario, el nivel de

inactivacion en el gel aumenta cuando la carga aplicada disminuye (Tabla 5.7).

Tabla 5.7. Influencia de la carga enzimatica aplicada sobre la inmovilizacién de B-galactosidasa en Sepabeads
HFA.

Carga Proteina -~ Actividad S Actividad
enzimatica unida Rendimiento de expresada Eficiencia de especifica
(mg/g de gel) (mg) inmovilizacion (%) (Ulg de gel) inmovilizacion (%) (U/mg)
1.5 0.3 58 1.8 61 2.0
6 1.1 53 8.4 77 2.5
15 2.8 55 26.3 95 3.1
30 3.5 35 32.2 93 31
60 4.0 20 38.4 97 3.2

La inmovilizacién se llevé a cabo por incubacion de la enzima con el soporte durante 24 horas en
todos los casos. La masa de gel utilizada fue 300 mg en un volumen total de 10 mL de amortiguador
fosfato de potasio 0.02M pH 8.5.

Mejoras en el proceso de inmovilizacion en Sepabeads HF A

La B-galactosidasa de Bacillus circulans tiene un pl de 4.5 y esta negativamente cargada en
el rango de pH utilizado para su inmovilizacion (7.5-8.5), lo que lleva a una interaccion idnica con
el soporte. La fraccion de grupos amino cargados en el soporte disminuye a pH mas altos. Los
estudios cinéticos de la interaccion entre la enzima y el soporte revelaron que la unién no covalente
tiene lugar mas rapido a pH 7.5 que a pH 8.5, en tanto que la union covalente es mas lenta a pH 7.5,
como resultado de la menor reactividad de los grupos involucrados en la unidon bajo estas

condiciones (Fig. 5.2).
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