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Resumen

Las enzimas catalizan un importante nimero de reacciones, a menudo con regio o estero
selectividad muy precisa, hacienda posible una variedad de procesos cataliticos que no
serian posibles o son impracticables por sintesis convencional. ElI uso aplicado de
enzimas en biocatalisis se afianza afio a afio con la aparicién de nuevos y mejores
biocatalizadores que facilitan la produccion de moléculas de interés biotecnolégico.
Cada vez son mas comunes los procesos en los que se combinan varias enzimas
actuando secuencialmente. El uso de sistemas enzimaticos acoplados puede mejorar la
cinética de las reacciones, disminuir la pérdida de intermediarios o evitar la inactivacion
0 inhibicion de una de las enzimas del sistema por eliminacion rapida de algin
intermediario inactivante. Sin embargo, la naturaleza soluble de las enzimas presenta
restricciones especificas para su uso aplicado: pobre estabilidad, dificultad de
separacion, contaminacion de productos y reuso limitado. La inmovilizacion de enzimas
es usada comunmente para mejorar estas limitaciones ya que muchas veces provee
efectos estabilizantes, facilita su separacion del medio de reaccidn y su reuso. En este
trabajo de Maestria hemos abordado el estudio de sistemas enzimaticos que acoplados
funcionan para producir moléculas de interés industrial. Nuestros estudios incluyeron la
inmovilizacion de todas las enzimas de las vias sintéticas seleccionadas, caracterizacion
y utilizacién in vitro. Muchos de los biocatalizadores utilizados debieron ser expresados
de manera recombinante y purificados parcialmente previamente a su utilizacion. Las
estrategias de inmovilizacion utilizadas incluyeron interaccion covalente y atrapamiento
fisico. Ademas de utilizar agarosa como soporte de inmovilizacion se plante6 el uso de
un nuevo soporte para la unién de enzimas: las nanoparticulas de silica biomimética.
Para mejorar las propiedades de este soporte para la unién de proteinas hemos propuesto
una estrategia de sintesis novedosa que incluye moldes proteicos y genera
nanoparticulas mas pequefias y mas homogeéneas en tamario. Para todas las enzimas con
las que se trabajé se lograron preparar inmovilizados activos, en algunos casos muy
estables, alcanzandose factores de estabilizacién sin precedentes en la literatura.
Nuestros estudios permitieron el acoplamiento de 5 enzimas que en una secuencia no
natural funcionaron en la produccion enantioselectiva del L-acido lactico a partir de
mezclas racémicas de Alanina. Ademas, la co-inmovilizacion en un mismo soporte de
dos enzimas que en la naturaleza funcionan secuencialmente en la via de sintesis del

antibiotico butirosina B, permitio la produccion del antibiotico in vitro a partir de un
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sustrato alternativo que debimos sintetizar quimicamente. Asimismo, hemos sentado las
bases para la inmovilizacion de uno de los sistemas enzimaticos mas complejos de la
naturaleza, las poliquétido sintasas demostrando mediante el seguimiento de actividades
parciales su estabilizacion frente al complejo no inmovilizado. En todos estos sistemas
hemos demostrado que un disefio adecuado de los procesos de inmovilizacion facilita el
acoplamiento de multiples enzimas trabajando en tdndem para la sintesis in vitro de

moléculas de interés biotecnologico.
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Introduccion general

Enzimas en biocatalisis

La biocatalisis comprende el uso de microorganismos o enzimas para acelerar
conversiones quimicas. Tales procesos han sido utilizados por cientos de afios en la
elaboracion de la cerveza o el pan, sin embargo, en las Ultimas décadas los aportes de la
ciencia en este campo han aumentado notoriamente la disponibilidad de aplicaciones
biocataliticas®. En particular las enzimas han ganado el interés de las industrias quimica
y farmacéutica debido a sus caracteristicas como biocatalizadores en relacion a los
catalizadores quimicos convencionales. Las enzimas son proteinas cataliticas reciclables
que frecuentemente muestran regio, quimio Yy enantioselectividad y operan en
condiciones suaves de reaccion. En general actian en medios acuosos, a temperaturas
moderadas, pH cercanos a la neutralidad y a presion atmosférica. Son muy especificas
en relacién al sustrato con el que interaccionan y al producto que generan. Son ademas
muy selectivas (capaces de catalizar una Unica modificacién en un sustrato con varios
grupos funcionales similares) lo que reduce la formacion de subproductos por
reacciones colaterales. Estas caracteristicas hacen de las enzimas -catalizadores
sostenibles y econémicos para una variedad de transformaciones quimicas®. Sin
embargo, las condiciones de uso aplicado de las enzimas son muchas veces
incompatibles con su naturaleza bioldgica y por esta razon deben ser mejoradas.

Las herramientas modernas de ingenieria, produccion y descubrimiento de proteinas asi
como los avances en biologia molecular y estructural, facilitan el desarrollo de

catalizadores y su disefio a medida para integrarlos en procesos industriales?.

Sistemas multi-enzimaticos

La sintesis enzimatica puede implicar mas de una enzima que operan secuencialmente o
en paralelo para la sintesis de compuestos a menudo méas complejos (Figura 1) **. En la
naturaleza, se pueden encontrar un gran numero de cascadas de enzimas endiferentes
vias metabdlicas dentro de las células. El paradigma del uso tecnoldgico de estas
cascadas involucra la utilizacion de microorganismos a nivel industrial en la produccion
de compuestos tales como antibidticos, esteroides y aminoacidos. Sin embargo, el uso
de tecnologico de ceélulas acarrea algunas limitaciones ya que puede implicar un

incremento de reacciones colaterales y de formacién de productos no deseados.
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Ademas, el transporte del sustrato y el producto a través de la membrana celular puede
ser limitante®.

La utilizacion de sistemas multi-enzimaticos in vitro presenta diferentes objetivos como
la regeneracion de cofactores, el desplazamiento del equilibrio de la reaccion hacia la
formacion de productos, la simplificacion del proceso evitando pasos de recuperacion y
o purificacion de compuestos intermediarios, entre otros. Cuanto mas larga sea la
cascada de reaccion enzimatica, se deben invertir mas esfuerzos en aislar las enzimas,
reciclar cofactores y optimizar la reaccion, lo que tiende a hacer el proceso desfavorable

econdmicamente.

Reaccion en paralelo

Eneyme |

Enayme 2

Reaccion secuencial

Enayme | Enzyme 2
S Femmrmrrm et | s==————=— -2 P SI+82 ®ommm=----

Enzyme 2

. t
Enapyme | Enryme 2 _," \_;
= P - E oy R~y LT LU )

Enazyme | Enzyme 2

Figura0.1: Esquema de diferentes reacciones con sistemas multienziméticos. S: sustrato, I:
intermediario, P: producto. Tomado de Xue y Woodley, 2012,

Actualmente muchas de las reacciones reportadas in vitro con sistemas enzimaticos son
Ilevadas a cabo en solucion y a escala de laboratorio. En este caso la complejidad del
sistema se reduce. Sin embargo, desarrollar, optimizar y controlar un proceso de este
tipo es un desafio significativo®. Es importante resaltar que la reaccion puede ser
optimizada, mediante la variacion de concentraciones de sustratos y/o enzimas, 0
variando factores tales como temperatura y pH de la reaccion’. Ademas, rara vez se
producen reacciones secundarias y por lo tanto la concentracion y pureza del producto

final puede ser mayor que las obtenidas utilizando microorganismos®®.
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Las reacciones multi-enzimaticas pueden llevarse a cabo ya sea en un solo reactor o en
varios. La sintesis en one pot utiliza mas de una enzima en un solo reactor. Por lo tanto,
los intermedios pueden participar en otras reacciones catalizadas por otros catalizadores
simultaneamente. Las concentraciones de intermediarios de reaccion se mantienen por
lo general a un nivel bajo y de esta manera la posibilidad de inhibicién porproducto de
una enzima o inhibicion por sustrato de la siguiente puede ser reducida. Ademas, se
eliminan los pasos de separacion y purificacion de intermediarios. Sin embargo, la
limitacién de un proceso one pot es que las condiciones en cada reaccion (tales como
medios, temperatura, pH, y la estabilidad del catalizador) deben estar bien equilibrados
y optimizados para una productividad méxima®.En este caso las enzimas utilizadas
deben ser compatibles con el medio de reaccion, es decir deben mantener su actividad
catalitica y ser estables en las mismas condiciones de pH y temperatura.

En una sintesis en varios reactores se divide la cascada en grupos lo que puede ser
ventajoso y necesario cuando las enzimas no comparten temperaturas Optimas, pH
Optimos y otras condiciones similares. Este puede ser el caso de cascadas artificiales en
las que la combinacion de enzimas puede provenir de diferentes origenes y para el cual
no existe un precedente biolégico. Hoy en dia, las sintesis con sistemas enzimaticos no
se limitan al uso de cascadas de una via metabdlica existente o conocida y cada vez con
mas frecuencia se proponen secuencias no naturales de enzimas para la sintesis de

productos de alto valor agregado™.

Inmovilizacion de enzimas y sistemas multi-enzimaticos

En general uso de biocatalizadores en solucién presenta una serie de restricciones para
su uso en la industria. Especificamente la baja estabilidad, dificultad de separacion del
catalizador, contaminacién de los productos y su reuso limitado.

En particular, cuando se trabaja con sistemas multi-enziméticos debe tenerse en cuenta
la estabilidad operativa de las diferentes enzimas utilizadas. Dado que el coste de las
enzimas es una fraccion significativa del coste total de la produccion, es ventajoso poder
reciclar y reutilizar las mismas.

En este contexto, la inmovilizacion de enzimas es una estrategia comunmente utilizada
para evitar algunas de las limitaciones mencionadas ya que puede proveer estabilidad
frente a la temperatura, solventes organicos y o cambios de pH. Ademas, las enzimas

inmovilizadas pueden ser reusadas, a menudo durante muchos ciclos, minimizando
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costos y en ciertas aplicaciones, facilitando el uso continuo del catalizador'*2. La
estabilizacion puede también mejorar las propiedades enzimaticas, fijando
conformaciones proteicas que mejoren la especificidad de sustrato y reduzcan el efecto
de inhibidores™**,

La inmovilizacion también tiene algunas desventajas. Durante la inmovilizacion, las
enzimas pueden perder su actividad y cambiar algunas otras caracteristicas, tales como
pH o temperatura 6ptima y/o la constante de Michaelis®.

Sin embargo, hoy en dia existen numerosas estrategias para lograr una inmovilizacién
exitosa que minimice los impactos negativos en las propiedades de las enzimas y mejore
aquellas propiedades deseables para su uso aplicado.

Cuando se utilizan varias enzimas involucradas en un proceso, se puede recurrir a la co-
inmovilizacion. La cinética de reacciones en one pot puede ser sustancialmente
mejorada mediante esta estrategia ya que aumenta la proximidad entre los diferentes
catalizadores, imitando los complejos multi-enzimaticos celulares.

La co-inmovilizacion permite ademas eliminar productos o intermediarios toxicos para
algunos catalizadores del sistema. Asi por ejemplo, la inactivacion por peroxido de
hidrogeno es un problema frecuente en las enzimas en las que este compuesto es
sustrato o producto de las mismas (oxidasas, peroxidasas, catalasas, etc). La
acumulacion de este compuesto en el medio de reaccion lleva en muchos casos, a la
inactivacion irreversible de las oxidasas™® y puede promover oxidaciones no deseadas de
algunos sustratos o productos'’. La catalasa convierte rapidamente el H,O, en
subproductos inocuos que no atentan contra la estabilidad de la oxidasa o generan
subproductos no deseados.

A su vez, la estrategia de co-inmovilizacion ha demostrado ser eficiente para la creacién
de un microambiente que previene la difusion de intermediarios de reaccion ya que la
proximidad fisica de los sitios activos puede promover una transferencia de

intermediarios mas eficiente®®,

Estrategias para la inmovilizacion de enzimas

Existen en la bibliografia una amplia diversidad de estrategias de inmovilizacion
(Figura 2). Estas pueden involucrar el uso de soportes en donde las enzimas son unidas
a traves de diferentes tipos de interacciones o meramente por atrapamiento fisico. Las

estrategias de interaccion enzima-soporte pueden ser covalentes, idnicas, hidrofébicas,
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por afinidad o incluso mixtas. Cada una de ellas presenta ventajas y desventajas que
deben ser consideradas de cara a la aplicacion y al biocatalizador implicado.

La inmovilizacion no necesariamente involucra el uso de soportes. Tal es el caso de los
CLEAS (o agregados enzimaticos entrecruzados) en donde aglomerados de enzimas o
incluso cristales enzimaticos (CLECS) se entrecruzan con agentes quimicos que

insolubilizan el biocatalizador.

A) Lo\ . B)

@ A D) E) At
Y o
AN 5 E; -_Z. "\\3/‘& T4 f -
T & S e
A z" ~\¢ M 4 Q'f‘@ —+ * \+ T
:};& z" <5 \\ — ‘f- A

Figura0.2: Esquema de estrategias de inmovilizacion de proteinas. A) atrapamiento, B) agregados
enzimaticos entrecruzados, C) adsorcidn fisica, D) union covalente al soporte y E) interacciones
electroestaticas. Tomado de Betancor y cols. 2013 *°.

Cada caso debe ser estudiado acorde a las caracteristicas de las enzimas en estudio ya
que no existe actualmente un método universal de inmovilizacion que permita asegurar
de antemano la retencién de actividad luego de la unién al soporte o la mejora de las
propiedades deseadas. En este trabajo se manejaran estrategias de inmovilizacion por
unién covalente y atrapamiento y es por ello que nos detendremos a analizarlas en

mayor detalle.

Inmovilizacion de enzimas por union covalente

Los biocatalizadores pueden ser covalentemente unidos a un soporte insoluble. Esta
estrategia es particularmente Gtil para evitar la pérdida de la enzima al medio de
reaccion dada la estabilidad del enlace enzima-soporte. Preferentemente, la union
covalente debe afectar a grupos funcionales dela enzima que no intervengan en el
proceso catalitico o promuevan su desestabilizacion. En este sentido el uso de soportes
activados con grupos aldehidos (glioxil) es especialmente ventajoso. Estos soportes
presentan una estabilidad de almacenamiento muy buena dada la estabilidad de sus
grupos funcionales %°. Los soportes glioxil unen a las enzimas a través de Lys
superficiales que son abundantes en la mayoria de las proteinas y en general no

participan en la catélisis. Esta estrategia idealmente requiere temperaturas moderadas
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(20-25°C) y pH alcalinos (10-11) para tener la maxima reactividad de las enzimas y del
soporte ya que los grupos aminos de las Lys superficiales poseen un pKa en el entorno
de 10,6 #'.La reaccion entre aldehidos del soporte y aminos de la enzima produce
enlaces reversibles del tipo Bases de Schiff. Una reduccion posterior con borohidruro de
sodio transforma las bases de Schiff debiles en enlaces covalentes muy estables y los
aldehidos libres en grupos hidroxi inertes? (Figura 3). Ya que generalmente se
encuentran varios residuos de lisinas presentes en la superficie proteica, puede verse
facilitada una unién multipuntual entre la enzimay el soporte.Un gran nimero de brazos
espaciadores cortos entre enzima y soporte permiten fijar posiciones relativas de los
grupos implicados en la inmovilizacién aumentando la rigidificacion de la proteina®®.La
rigidificacion de la enzima en general aumenta la estabilidad de la misma aunque en

algunos casos la actividad enzimética puede ser afectada negativamente®*,

4% Incubacion —
* i H=N

pH 10
Base de Schiff

Inmovilizacion

Glioxil-agarosa  Enzima (aminos en CH—NH covalente
amarillo) Enlace covalente multipuntual
muy estable

Figura0.3: Inmovilizacion de proteinas en agarosa-glioxil.

Otra estrategia de inmovilizacion covalente ampliamente utilizada es mediante la union
a soportes funcionalizados con glutaraldehido.

En el caso de la inmovilizacion en soportes glutaraldehido se utilizan los grupos amino
terminal de los biocatalizadores para la union al soporte ya que son los mas reactivos a
pH neutros 2°. Esta estrategia idealmente requiere temperaturas moderadas (20-25°C) y
pH neutros, estas condicionas suaves pueden ser menos perjudiciales para la actividad
enzimatica. La actividad y estabilidad de proteinas inmovilizadas en este tipo de
soportes depende del protocolo utilizado ya que puede estar unido a un brazo espaciador
corto (mondémero de glutaraldehido) o largo (dimero)®, esta estrategia presenta algunas
ventajas frente a la inmovilizacion con glioxil-agarosa como la sencillez de la

funcionalizacion del soporte con glutaraldehido y el uso de pH neutro.
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Inmovilizacion de enzimas por atrapamiento

La inmovilizacion por atrapamiento involucra la confinacion fisica de la proteina dentro
de la estructura del soporte. Esta estrategia puede proteger a la enzima de su ambiente
operativo aungue la transferencia de masa de sustratos y productos podria ser limitada
comparada con enzimas no atrapadas. El atrapamiento en estructuras nanométricas
puede mejorar los problemas de reparto de reactivos dentro y fuera del inmovilizado ya
que se confina el biocatalizador en soportes nanoparticulados preparados con materiales
semi permeables tales como polimeros (por ej. Polietileneimina) o materiales
inorganicos (SiO,). En este sentido la encapsulacion de biomoléculas dentro de
nanoparticulas de silica biomimética (inspirada en la naturaleza) ha sido investigada
para un gran nimero de enzimas®?®. La deposicién de silica con esta metodologia
resulta de las interacciones especificas entre biomoléculas aminadas y derivados de
acido silicico. La precipitacion de silica es guiada por poliaminas de cadena larga y la
presencia de aniones fosfato que sirven como crosslinkers i6nicos induciendo la
formacion de microgotas enriquecidas en poliamina-fosfato que se solidifican con la
adicion de 4cido silicico®. Hasta el presente, la encapsulacion de sistemas enzimaticos
en silica ha encontrado limitadas aplicaciones. Betancor y cols describe la co-
encapsulacion de nitrobenceno nitroreductasa y glucosa-6-fosfato-deshidorgenasa en
nanoparticulas de silica lo que permitié la continua conversion de nitrobenceno a
hidroxil aminobenzeno regenerando el cofactor NADH consumido en el proceso’. En
este ejemplo las enzimas fueron encapsuladas en simultaneo.

La sencillez del protocolo de sintesis y las condiciones suaves de precipitacion de la
silica, hacen de esta estrategia una alternativa ventajosa para la inmovilizacion de

enzimas.
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Objetivo general

Tal como se ha comentado en la introduccion, las enzimas presentan algunas
importantes limitaciones para su uso industrial (p.ej., falta de estabilidad) a pesar de ser
capaces de catalizar los procesos quimicos mas complejos en las condiciones
experimentales y medioambientales mas suaves. Estas limitaciones se acenttan si lo que
se propone es utilizar sistemas enzimaticos acoplados in vitro para la sintesis de
productos de su accion concertada. Por este motivo, el disefio de biotransformaciones
enzimaticas in vitro estd muy condicionada por una muy buena ingenieria de

biocatalizadores: p.ej., inmovilizacion y estabilizacidn de enzimas.

En este trabajo se utilizaran tres sistemas enzimaticos modelo implicados en la sintesis

de alfa-hidroxiacidos, butirosina B y poliquétidos.

Los alfa-hidroxiacidos encuentran aplicaciones en la industria alimentaria, quimica,
farmacéutica, entre otras®**!. Actualmente, a nivel industrial predomina su sintesis
mediante quimica fina y procesos fermentativos. Estos procesos no siempre son
eficientes en términos de enantioselectividad o rendimiento, ademas de ser poco
amigables con el medio ambiente ya que muchas veces generan residuos toxicos y

tienen altos requerimientos energéticos.

La butirosina es un aminoglucésido con propiedades antibidticas que actua a través de
la inhibicion de la sintesis de proteinas mediante la union especifica al ribosoma
bacteriano®’. La butirosina es producida por B. circulans como una mezcla de dos
epimeros, A 'y B que son estructuralmente idénticos a xilostastina y ribostamicina
respectivamente, pero que poseen ademas una cadena lateral (S)-2-hidroxibutiril -4-
amino (AHBA). La biosintesis de la cadena lateral AHBA, Unica de la butirosina, ha
sido completamente dilucidada y es muy importante clinicamente ya que impide

algunos mecanismos de resistencia a aminoglucésidos®.

Los poliquétidos son moléculas estructuralmente muy diversas, producidas por
poliquétido sintasas®*. Las poliquétido sintasas modulares (PKS) de actinomicetes han
atraido un intenso interés tanto por si mismas como por el valor medicinal de muchos de
sus productos®. Las PKS del Tipo 1 combinan varias actividades enziméticas
individuales en mddulos y actian a modo de linea de ensamblaje molecular. En

particular, la 6 deoxieritronolida B sintasa (DEBS), es la sintasa responsable de la
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sintesis de la eritromicina y esta formada por tres grandes proteinas homodimeéricas,
DEBS1, DEBS2 y DEBS3. El estudio in vitro de sistemas mini PKS como DEBS3
constituye una forma de produccion de pequefios poliquétidos que sirvieran como

unidades estructurales para la preparacion de moléculas mas complejas.

Los biocatalizadores implicados en estos tres sistemas enzimaticos presentan diversidad
en su complejidad estructural y propiedades cataliticas. Sin embargo, su naturaleza
inherentemente 1&bil, comun a todas las proteinas, justifica los esfuerzos por

estabilizarlas para ser utilizadas fuera de su ambiente celular natural.

El objetivo de este trabajo es la obtencion de preparaciones inmovilizadas activas y
estables de sistemas enziméticos capaces de catalizar in vitro reacciones para la

preparacion de productos de interés biotecnolégico.

Obijetivos especificos

Para la realizacion del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

1. Inmovilizacion de los sistemas enzimaticos previamente presentados. La misma
sera llevada a cabo en soportes basados en agarosa y/o en nanoparticulas de
silica biomimética. Apuntando a una mejora de la estabilidad de los
biocatalizadores.

2. Caracterizacién de los inmovilizados y comparacion de las enzimas en solucion.

3. Aproximacion a la sintesis in vitro de los compuestos de interés.

11
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Metodologia

Materiales

Los plasmidos conteniendo genes de biosintesis de butirosina fueron donados por el
Prof. Peter Leadley del Departamento de Bioguimica de la Universidad de Cambridge.
Las enzimas de sintesis de hidroxiacidos y reactivos en general, salvo excepciones
aclaradas a continuacion, fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). La
racemasa (RAC) de Vibrio colerae obtenida de forma recombinante en E. coli fue
obtenida en colaboracién con el grupo de investigacion del Dr. Cava del Centro de
Biologia Molecular Severo Ochoa, Universidad Auténoma de Madrid (Madrid-Espafia).
El tetrametil orto-silicato (TMOS) fue obtenido de MERCK (Whitehouse Station, NJ).
Las sales: fosfato de sodio, acetato de sodio y potasio, bicarbonato de sodio y el HEPES
fueron obtenidos de Biopack (Buenos Aires, Argentina). EI SDS y el Triton X-100
fueron de AppliChem (Darmstadt, Germany). EI EDTA fue obtenido de J.T Baker
(México).La solucion de BSA de grado molecular fue de New EnglandBiolabs
(Ipswich, MA). Las columnas de gel filtracion PD10 fueron de GE Healthcare
(Buckinghamshire, UK). Las columnas utilizas en el HPLC fueron de Phenomenex
(Torrance, CA, USA). Los solventes utilizados fueron de calidad HPLC o ACS. Los
demaés reactivos fueron degrado analitico.

Métodos

Preparacion de células competentes
Se crecieron 5mL de cultivo de E. coliBL21-CodonPlus (DE3)-RP durante 16 horas en

medio Luria Broth (LB) (1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 1% cloruro de sodio)
suplementado con cloranfenicol (30pug/mL). Se inocularon 50 mL de LB conteniendo
cloranfenicol conlmL del precultivo en y se crecieron a 37°C en agitacion a 250 rpm
hasta observar una OD600= 0,3 ~ 0,6. Se centrifugaron las células a 4000 g, durante 10
minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante. Se resuspendieron las células en 50 mL de
buffer A a 4°C(50 mM CaCl2, 10 mMCH3;CO:K, pH 6.2). Se incubaron en hielo 60
minutos y se centrifugaron a 4000 g por 10 minutos a 4°C.Se descart6 el sobrenadante.
El pellet de células se resuspendio en 50 mL de buffer B a 4°C (50 mM CaCl2, 10 mM
CH3CO:K, 20% glicerol,pH 6.2,).

12



Uso in vitro de sistemas enzimaticos inmovilizados

Transformacion de E. coli

Se contaba con plasmidos conteniendo el gen de interés con colas de His terminales
para las proteinas involucradas en la via de sintesis de butirosina y para DEBS3. Se
colocaron las células competentes preparadas en hielo. A 50uL de células se le
agregaron 0,5uL de plasmido. La suspension se dejé en hielo durante 30 minutos. La
transformacion se llevd a cabo por heat shock a 42°C por 45 segundos y hielo durante 5
minutos. Las células transformadas se suspendieron en 1 mL de medio SOC (20 g/L
triptona, 5 g/L extracto de levadura, 0.5 g/L NaCl, 20 mMglucosa,pH 7.0) y se
incubaron a 37 °C por una hora. El cultivo se sembr6 en LB agar Kn (LB agar
suplmenetado con 50 pg/mL de kanamicina y 100 pg/mL en el caso de DEBS3) y se
incubaron 16 horas a 37°C.

Expresion y purificacion de proteinas

Se tomaron colonias aisladas de E. coli BL21 Codon plus conteniendo el plasmido
deseado en cada caso y se crecieron en 5mL de medio LB con kanamicina. En el caso
de DEBS3 se suplement6 ademas con ampicilina para seleccionar las que contuvieran
también un segundo plasmido de expresién de chaperonas *.El cultivo fue incubado 16
horas a 37 °C con agitacion a 220 rpm. Se tomaron 0,5 mL de cada cultivo y se
inocularon 500 mL del LB suplementado con los correspondientes antibiéticos.Se
incub6 a 37 °C con agitacion a 220 hasta observar que la OD600 alcanzara valores de
absorbancia de entre 0.6 y 1.0. La induccion de la expresion proteica se llevd a cabo
mediante el agregado de 0,2mM IPTG para enzimas de la via de butirosina y 0,1mM

para DEBS3 en ambos casos incubandose 16 h a 18°C en agitacién a 190 rpm.

Se colectaron las células mediante centrifugacion a 4000g a 4°C durante 15 min.Se
resuspendieron en 15mL de tampén de lisis (Tris-HCI 20mM conteniendo 0,5M de
NaCl, 5mM deimidazol y 10% de glicerol) y se lisaron por sonicado en hielo durante 3
minutos (15 segon, 15 seg off). El detrito celular y proteinas insolubles fueron
removidos por centrifugacion a 17000g 4°C durante 30 min. El clarificado celular se
aplico a una columna de afinidad por quelatos metalicos conteniendo 1 mL de agarosa-
IDA previamente lavada con 10mL de agua destilada y cargada con 10mL de una
solucion 50mM de NiSO, y equilibrada con 15 mL de tampon de lisis. Las proteinas

adsorbidas fueron lavadas con 10 mL de tampdn de lisis y con 5mL de tampén de
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lavado (Tampon de lisis conteniendo 60mM de imidazol) y finalmente eluidas con 4 mL
de tampdn de elucion (tampon de lisis conteniendo 250mM de imidazol). Las proteinas
eluidas fueron concentradas mediante ultrafiltracion con Amicon Ultra-4 concentrator
(Millipore)con corte de membrana de 3KDa, las mismas fueron rediluidas en su
correspondiente tampon de almacenamiento (Tampon de almacenado de BtrG y H: 50
mM HEPES, 50% glicerol, pH 7,0; Btrl: 50 mM HEPES, 50 mMNacCl, 0.1 mM EDTA,
2 mM DTT, pH 7,0; Sfp: 50 mM HEPES, 200 mMNacCl, 50% glicerol, pH 7,6). En el
caso de las proteinas de la via de sintesis de butirosina, las mismas fueron almacenadas

a -20 °C a excepcion de Btrl, la cual fue almacenada a 4 °C.

Para DEBS3 se llevd a cabo ademas un segundo paso cromatografico de intercambio
anionico en columna HiTrap Q HP (5 mL, GE Healthcare). Se tomaron los eluidos de 6
cromatografias de afinidad por quelatos metélicos y se aplicaron 24 mL a una columna
previamente equilibrada con 50 mL de tampdn A (fosfato de sodio 50 mMconteniendol
mM DTT, 1 mM EDTA, 10 % glicerol y 0.05% Triton X-100, pH 7.0). Las proteinas
adsorbidas fueron lavadas con 10 mL de tamp6on A con 150 mM de NaCl, 10 mL de
tampén A con 300mM de NaCl y se eluyeron con 10mL de tampdén A con 600mM de
NaCl. Se culminé con una gel filtracion en matriz G-25 mediante el agregado de 2,5 mL

de muestra y elucién con 3,5 mL de tampdn fosfato de sodio 25mM pH 7.

Electroforesis de poliacrilamida con Sodio dodecilsulfato (SDS-
PAGE)

Las proteinas fueron analizadas mediante SDS-PAGE 18% para las enzimas de la via de
sintesis de butirosina y 8% para DEBS3. Las muestras de proteinas fueron preparadas
con tampon de carga (50 mM Tris-HCI, 100 mM DTT, 2% SDS, 0,1% azul de
bromofenol, 10% glicerol, pH 6,8) y calentadas 5 minutos a 100°C.

Los geles fueron corridos en tampon de corrida Tris-glicina (25 mM Tris, 250 mM
glicina, 0,1% SDS, pH 8,3) a 120 V durante 90 minutos, en el caso de DEBS3 se corrid
a 140V durante 90 minutos. Se utilizaron marcadores de peso molecular PageRuler

prestained protein ladder 26616 y Novex Sharp pre-stained protein standard.

Los geles fueron tefiidos durante 16 horas a temperatura ambiente con solucion de

coomasie (2,5 g/L CoomassieBrilliant Blue en MeOH:H,0:4cido acético 4,5:4,5:1) y se
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decoloraron con solucion decolorante (MeOH:H,0:4cido acético 4.5:4.5:1) agua

destilada. Fueron documentados utilizando un E-Gel® Imager (Life Techonologies).

Determinacion de la concentracion proteica

La concentracion de proteina fue cuantificada mediante el método de BCA®". Para el
mismo se agregaron 25 pL de muestra a 200 pL de solucion de BCA (50:1 de
BicinchoninicAcidSolution: Cupper (1) Sulfate Solution), se incubd 30 minutos a 37°C
y se midi6 la absorbancia a 562 nm. Los resultados obtenidos fueron interpolados en

una curva de calibracién realizada en las mismas condiciones con seroalbimina bovina.

Ensayos de actividad

Fosfopateteneilasa Sfp de Bacillus subtilis

La actividad se llevd a cabo en un ensayo de 0,02 mL conteniendo 1mM de
MgCl;,5mM de DTT, 1mM de coenzima A (CoA), 35,2 pg de apoBtrlentampon
HEPES 50mM pH 6,5. Se inicio6 la reaccion mediante el agregado de 3 pg de Sfp. Se
incubd 30 minutos a 37 °C. Se precipitaron las proteinas con acetona y se analizo la
muestra por LC-ESI-MS.

Ligasa ATP-dependiente BtrJ

El consumo de ATP por parte de BtrJ se detectomediante un ensayo acoplado a L-LDH
y piruvato quinasa. Se realizéen un ensayo conteniendo 0,02mL de la reaccion
previamente descrita en 1.3.1 y 1 mL de una solucion conteniendo 0,1mM de L-
Glutamato, 5mM de MgCl,, 5mM de MnCl,, 2mM de ATP, 20mM de KCI, 500mM de
PEP, 0,15mM de NADH, 10 U de piruvato quinasa y 10 U de L-LDHen
tampOnHEPES50mM pH7,5. Se inicio la reaccion mediante el agregado de 250 g de

BtrJ y se midié durante 4 minutos a 340nm (gy= 6220 M cm™).

Oxidoreductasa BtrV

La actividad se midié en un ensayo de 1mL conteniendo 0,2mM de NADH, 0,01mM de
FAD en tampdn fosfato de sodio 25mM pH 7,0. Se inici6 la reaccion mediante el

agregado de 18pg de BtrV y se midié durante 120 segundos a 340nm (em= 6220 M™cm™
1
).
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Aciltransferasa BtrH

La actividad se midi6 en un ensayo de 108uL conteniendo 0.1mM ribostamicina,
0.5mM ¥-Glu-AHBA-SNAC y 0,2mM de DTNB en tampén HEPES 50mM pH 7,0. Se
inicid la reaccion mediante el agregado de 0.2mg de BtrH y se siguid la liberacion de
SNAC durante 10 minutos a 412nm(em= 14150 M cm™).

D-Aminoéacido oxidasa (DAAO)

La actividad semidié en un ensayo de 2,2mL conteniendo 9,1mM de aminoacido, 0,09
mg/mL de ortofenilendiamina (OFDA), peroxidasa de rdbano (HRP) (SIGMA Aldrich)
0,045 mg/mL en tampon fosfato de sodio 25mM pH 7,5. Se inicid la reaccion mediante
el agregado de una solucién 0.15 mg/mL de DAAQ y se midi6 durante 120 segundos a
450nm (em= 1100M*ecm™).

Catalasa (CAT)

La actividad se midié en un ensayo de 2,9mL conteniendo 35mM de perdéxido de
hidrégeno en tampon fosfato de sodio 25 mM pH 7,0. Se inicio la reaccion mediante el
agregado de una solucion 0,1 mg/mL de CAT y se midié durante 120 segundos a
240nm (em= 39.4 M*cm™).

Racemasa (RAC)

La actividad se midi6 acoplando esta enzima a la reaccion de DAAO (3.1) en presencia

de L-aminodcido.

L-Lactato deshidrogenasa (L-LDH)

La actividad se midi6 en un ensayo de 2,5mL conteniendo 0,8mM de piruvato, 0,2 mM
de NADH en tampon fosfato de sodio 25mM pH 7,0. Se inicio la reaccion mediante el
agregado de una solucion 0,015 mg/mL de L-LDH y se midio durante 120 segundos a
340nm (em= 6220 M™*cm™).

Formiato deshidrogenasa (FDH)

La actividad se midi6 en un ensayo de 2mL conteniendo 100mM de &cido férmico y

5mM de NAD" en tampon fosfato de sodio 25mM pH 7,0. Se inici6 la reaccion
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mediante el agregado de una solucién dializada de 0,26 Ul/mL de FDH y se midid
durante 120 segundos a 340nm (ey= 6220 Mem™).

En todos los casos las unidades de enzima (Ul) se definieron como la cantidad de

enzima que convierte 1 pumol de sustrato en un minuto en las condiciones del ensayo.

DEBS3

La actividad quetoreductasa de DEBS3 se midié en un ensayo conteniendo 50mM
trans-1-decalona, 1,2mM de NADPH y 150mM de NaCl en tampdn fosfato de sodio
400mM pH 7,5. Se inici6 la reaccion mediante el agregado de una solucion DEBS3 y se
midié durante 20 min a 340nm (gy= 6220 M-1cm-1).

Sintesis de nanoparticulas de silica biomimética

La sintesis se llevd a cabo mediante el agregado de 0,25mL de
tetrametilortosilicato0,9M(previamente hidrolizado con HCI 1mM) a 0.25 mL de
polietilenimina (PEI) 10% pH 8,0 en 1mL de tampon fosfato de sodio 100mM pH 8,0.

Se centrifugd el precipitado y se lavé con fosfato de sodio 25mM pH 7,0.

El mismo protocolo se llevo a cabo en presencia de 1mg/mL de Seroalbimina bovina
(BSA) en el tampdn de reaccion. De este modo se obtuvieron nanoparticulas de silica-
BSA®,

La sintesis de nanoparticulas de silica-glutaraldehido se llevéd a cabo tomando 0.5 g de
nanoparticulas de silica-BSA previamente sintetizadas y se incubaron con 1 mL de una
solucion de glutaraldehido al 15% en tampon fosfato de sodio 200mM pH 7. Las

mismas se dejaron 16 h a 25°C en agitacion.

Caracterizacion de nanoparticulas de silicabiomimética

Se llevo a cabo la caracterizacion de las nanoparticulas cuya sintesis fue realizada en
presencia (Si-PEI-BSA) y ausencia (Si-PEI) de una proteina modelo (Sero albumina
Bovina). Los resultados de estos estudios se obtuvieron por colaboracion con la Dra

Valeria Grazu del Instituto de Nanociencia de Aragébn (INA), Universidad de Zaragoza,

Espana.
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Morfologia y distribucion de tamafio

La morfologia y distribucion de tamafio se caracterizd por SEM.La distribucion del
tamafio de particula fue evaluada a partir de una serie de micrografias utilizando
unanalizador de imagenes automatico. Se seleccionaron aproximadamente 100

particulas para realizar el histograma de distribucién de tamafio.

Reproducibilidad del método de sintesis

Se prepararon 4 lotesindependientes de nanoparticulas las cuales fueron analizadas por

SEM como se describe en el apartado 1.5.1.1.
Sintesis de glioxil-agarosa

Se preparé seglin Guisan y cols1988%.La activacion de agarosa se realizé sobre 10,5 g
de agarosa 6BCL en 3mL de agua destilada a los que se les agregd 0,34g de NaOH en 5
mL de agua destilada a 4°C, 0,145 g de BH4Na y 3,6mL de glicidol gota a gota. Se dejo
la mezcla 16 horas a 24°C y se lavo con exceso de agua. La oxidacion a grupos aldehido
se obtuvo mediante el agregado de 150 mL de una solucién 10mM de NalO,4 durante 2

horas. Se finaliz6 con 3 lavados de 50 mLde agua destilada.

Inmovilizacién de enzimas en nanoparticulas de
silicabiomimética

La inmovilizacion en nanoparticulas por atrapamiento se llevo a cabo incluyendo las
enzimas de interés en el tampén fosfato de sodio 100mM pH 8,0 y siguiendo el
protocolo de sintesis de nanoparticulas. Las enzimas resultaron asi atrapadas en las

esferas de silica generadas en la misma reaccion de sintesis del soporte.

Para BtrH se llevo a cabo en presencia de 0,2mg de proteina, para BtrG 0.4mg, DAAO 0,3 y
0,6Ul, DEBS3 10 mg por mL de tampon.

La co-inmovilziacion de BtrH y BtrG se llevd a cabo la inmovilizacion como se
describe previamente en presencia de 0,2mg de BtrH y 0,4mg de BtrG por mL de

tampon.
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La co-Inmovilizacion de Sfp, Btrl, BtrJ, BtrK, BtrV, BtrO, BtrH y BtrG se llevo a cabo
en presencia de 2 nmol de Sfp, 2nmol de Btrl, 4 nmol de BtrJ, 2 nmol de BtrK, 8 nmol
de BtrV, 2 nmol de BtrO, 4 nmol de BtrH y 4 nmol de BtrG por mL de tampon.

En todos los casos de analizo el atrapamiento por SDS-PAGE 8-18% donde se observa

el patron de bandas antes y después del atrapamiento.

La inmovilizacion de BtrH y BtrG en superficie de nanoparticulas de silica
funcionalizadas con glutaraldehido se llevé a cabo incubando 0.1 g se nanoparticulas de
silica-BSA-glutardehido con 1 mL de tampdn fosfato de sodio 25 mM pH 7.0
conteniendo 0,2 mg de BtrH y 0,4 mg de BtrG por 16 h a 25 °C. Se colectan las
nanoparticulas por centrifugacion 4000 g 1 min y se lavan dos veces con tampén fosfato
de sodio 25 mM pH 7.0.

Inmovilizacién en glioxil-agarosa

Se realiz6 segln el protocolo descrito en Mateo y cols 2005%°. En general, las
inmovilizaciones fueron realizadas ofreciendo una solucion enzimatica en tampén 0,1M
bicarbonato de sodio pH 10,0 a glioxil-agarosa (en relacion 10:1) previamente
equilibrada en dicho tampdn. Una vez culminado el tiempo de incubacion, se procedio a
incubar con 1 mg/mL de borohidruro de sodio en hielo para reducir las bases de Schiff
generadas entre aminas y los grupos glioxil del soporte de manera de generar enlaces
covalentes. En todos los casos, luego de terminada la inmovilizacion, se removié el
sobrenadante mediante filtracion y se lavo el soporte con tampon fosfato de sodio
25mM pH 7.0.

Para DAAO, la incubacion se realizé durante 16 h a 24°C. Para CAT, 3 h a 24°C., para
RAC 30 minutos a 24°C, para FDH una 1,5 h a4°C y luego 1 h a 24°C.

Inmovilizacion de LDH en glioxil-agarosa

Se incubo la enzima 15 minutos a 24 °C, 16 horas a 24 °C, 15 minutos a 4°C o0 16 horas
a 4°C previo a la reduccion con 1 mg/mL de borohidruro de sodio. En el caso del
derivado incubado 15 minutos a 24 °C se realiz6 ademas la incubacion con 0,1 mg/mL

de borohidruro de sodio en un volumen 10 veces mayor, en hielo.

19



Tesis de Maestria en Quimica Lic. Erienne Jackson

Co-inmovilizacion de DAAO y CAT

La co-inmovilizacién se llevé a cabo como se describe previamente, en presencia de
0,03 Ul de DAAO y 0,1 0 0,18 Ul de CAT por gramo de glioxil-agarosa. Se incubé por
3 horas a 24 °C. La reduccion se llevo a cabo con 1 mg/mL de borohidruro de sodio en
hielo.

Co-inmovilizacion de L-LDH:FDH

La co-inmovilizacién de llevo a cabo en presencia de 0,25 Ul de LDH y 1 Ul de FDH
por gramo de glioxil-agarosa con 300mM de trehalosa. Se incub6 la FDH por 1,5 h 4°C
y luego 45 minutos a 24°C, se agrego la L-LDH y se dejé 15 minutos. La reduccion se
llevé a cabo con 0.1 mg/mL de borohidruro de sodio en hielo en volumen 10 veces

mayor.

Caracterizacion de preparados inmovilizados.
Porcentaje de inmovilizacion y rendimiento

El porcentaje de inmovilizacion (% 1) se definio como el porcentaje de la diferencia
entre la enzima ofrecida y el sobrenadante, con respecto a la enzima ofrecida. EI mismo
se calculé utilizando la medida de actividad de las enzimas o de concentracion de

proteinas segun la siguiente ecuacion:

(Enzimaofrecida — Enzimaensobrenadante) * 100

05] =
% Enzimaofrecida

Para el rendimiento se resuspendi6 el derivado en tampon fosfato de sodio 25mM pH
7,0 y se midié su actividad. El rendimiento se definié como el porcentaje de actividad
recuperada en el derivado con respecto a la diferencia de la enzima ofrecida y el
sobrenadante. EI mismo se calculd utilizando la medida de actividad de las enzimas

segun la siguiente ecuacién:

B (Actividad en suspencién) * 100
~ Actividad de enzimaofrecida — Actividad de enzimaensobrenadante

%R

Estabilidad de DAAO, FDH y L-LDH frente a peroxido de hidrogeno

Se tomaron derivados de DAAO, FDH y LDH en glioxil-agarosa. Se llevo a cabo la
incubacidon de los mismos en tampon fosfato de sodio 25mM pH 7,0conteniendo 10 mM

de peroxido de hidrogeno. Se midio actividad residual a distintos tiempos.
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Se midié de forma independiente la actividad de los derivados en presencia de peroxido

en la mezcla de reaccion para corroborar que el mismo no interfiriera con el ensayo.

Estabilidad térmicade L-LDH en glioxil-agarosa

Se llevo a cabo la incubacion de la enzima en solucion y su correspondiente derivado
enzimatico en tampon fosfato de sodio 25mM pH 7 a 50 y 55°C. Se midio actividad

residual a distintos tiempos.

Estabilidad de LDH en solucién a pH 10

Una solucién de LDH soluble (0,015mg/mL) fue incubada durante 15 minutos en buffer
0.1M bicarbonato de sodio pH 10 a 4°C. Se llevd a cabo este ensayo en presencia de 75,
150 y 300 mM de trehalosa, 0,1mM de NADH, 10mM de piruvato, 5% de PEG.

Estabilidad de L-LDH con elpH

Se llevo a cabo la incubacion de la enzima en solucion y su correspondiente derivado
enzimatico a 24°C,en tampdn acetato de sodio 25mM pH 3,0, 4,0 y 5,0, fosfato de sodio
25mM pH 6,0, 7,0 y 8,0 y bicarbonato de sodio 25mM pH 9,0, 10,0 y 11,0. Se midié
actividad residual a distintos tiempos.

Temperatura éptima de L-LDH

Se prepararon soluciones con enzima en solucion y su correspondiente derivado
enzimatico en tampon fosfato de sodio 25mM pH 7,0.Se midié actividad como se

describe previamente variando la temperatura del ensayo entre 25°C y90°C.

pH optimo de L-LDH

Se prepararon soluciones con enzima en solucion y su correspondiente derivado
enzimatico en tampén fosfato de sodio 25mM pH 7,0. Se midié actividad en tampo6n
acetato de sodio 25mM para pH 3,0, 4,0 y 5,0, en tampon fosfato de sodio 25mM pH
6,0, 7,0 y 8,0 y bicarbonato de sodio 25mM pH 9,0, 10,0 y 11,0. El ensayo se realizé

mediante el agregado de 0,04 mL enzima a 2,65 mL de mezcla de reaccion.

Determinacion de parametros cinéticos de L-LDH

Se prepararon soluciones con enzima en solucion y su correspondiente derivado

enzimético en tampon fosfato de sodio 25 mM pH 7,0. Se midié actividad de los
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mismos en presencia de diferentes concentraciones de piruvato (0,025-0,75mM).Se
ajustaron los datos obtenidos a una hipérbola de Michaelis—Menten utilizando el
programa GraphPrism (GraphPad Software, Inc.) y se obtuvieron los parametros Ky y
Vméx.

Inhibicion por sustratode L-LDH

Se llevo a cabo el ensayo de actividad en presencia de concentraciones de sustrato de
0,025 a 6,0 mM. Se ajustaron los datos obtenidos a una curva de inhibicidn por sustrato
utilizando el programa GraphPrism (GraphPad Software, Inc.) y se obtuvo el parametro
K.

Inhibicién de DAAO por NADH y NAD+

Se llevo a cabo la incubacion de DAAO:CAT en relaciéon 1:10 en presencia y ausencia
de 0,2 y 2 mM de NADH. Se analiz6 por HPLC la sintesis de acido fenilglicolico a
partir de D-Phg al cabo de 2 h. Se teste6 ademas la actividad de DAAO por
espectrofotometria como se describe en presencia de 0,2 y 2 mM de NADH.

La inhibicion de DAAO por NAD+ se teste6 midiendo la actividad de DAAO por

espectrofotometria en presencia de 2 mM de NAD+.

Uso in vitro de enzimas en solucion y derivados de RAC, DAAO,
CAT, LDHy FDH.

Sintesis de alfa cetoacidoscon enzimas en solucion

El acoplamiento de DAAQO y CAT se llevo a cabo en relaciones de 1:3 y 1:6. La sintesis
se llevo a cabo incubando las enzimas solubles, inmovilizadas y co-inmovilizadas con 2
mM de D/L Phg en tampodn fosfato de sodio 25 mM pH 7,5. Se tomaron alicuotas a las

2,5,16y 24 hy se analizaron por HPLC segun se describe posteriormente.

Estudio de formacién de acido benzoico con enzimas en solucion,
inmovilizadas y co-inmovilizadas

El estudio de formacion de acido benzoico se llevo a cabo mediante el analisis por
HPLC con un método especialmente desarrollado para la deteccion de &cido benzoico y

comparando los resultados obtenidos en ausencia de CAT en la reaccion.
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Sintesis de acido mandélicocon enzimas en solucién

El acoplamiento del sistema enzimatico para la sintesis de &cido mandélico se realiz6 en
iguales relaciones de unidades de enzima de RAC, DAAO y LDH y con 3 veces méas
CAT y 5 veces mas FDH. La sintesis se llevo a cabo incubando las enzimas con 2 mM
de D/L Phg, 0,2mM NADH o NAD", 0,1M de 4cido formico en tampdn fosfato de
sodio 25 mM pH 7,5. Se tomaron alicuotas a las 2, 5, 16 y 24 h y se analiz6 la presencia
de aminoécido y alfa hidroxiacido por HPLC.

Sintesis de acido lacticocon enzimas en solucion

El acoplamiento para la sintesis de &cido lactico se realizd en relaciones
RAC:DAAO:CAT:LDH:FDH 1:1:3:1:5. La sintesis se llevdo a cabo incubando las
enzimas con 2 mM de D/L alanina, 0,2mM NADH o NAD", 0,1M de &cido formico en
buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7,5. Se tomaron alicuotas a las 2, 5, 16 y 24 h y se
analizé la presencia de aminoacido y alfa hidroxiacido por HPLC.

Sintesis de acido lactico en dos etapas con enzimas inmovilizadas en
glioxil-agarosa

Se tomaron derivados glioxil-agarosa y se incubaron 0,025Ul de RAC, 0,025U1 de
DAAO, 0,075 Ul de CAT en relacion 1:10 soporte: volumen con una solucion 5mM
alanina D/L en tampdn Tris-HCI 25 mM pH 7,0. Se dejo6 16 horas a 24 °C y se filtré. El
filtrado se agregd a un derivado LDH: FDH con 0,025Ul: 0,1 U1,0,2mM NADH, 0,2M
acido formico e tampdn Tris-HCI 25 mM pH 7,0y se dej6 16 horas a 24°C y se filtro. Se
analizo la presencia de aminoacido y alfa hidroxiacido por HPLC como se describe en

el apartado.

Sintesis de acido lactico en onepot con enzimas inmovilizadas en glioxil-
agarosa

Se tomaron derivados glioxil-agarosa y se incubaron 0,025Ul de RAC, 0,025U1 de
DAAO, 0,075 Ul de CAT 0,025 Ul de LDH y 0.1 Ul de FDH en relacion 1:10 soporte:
volumen con una solucién 5mM alanina D/L, 0,2mM NADH, 0,2M &cido férmico en
tampon Tris-HCI 25 mM pH 7,0. Se dej6 16 horas a 24 °C y se filtrd. Se analiz6 la
presencia de aminoacido y alfa hidroxiacido por HPLC como se describe en el apartado

posteriormente.
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Analisis por HPLC.

El andlisis por HPLC de fenilglicina,&cido fenilglicolico y acido mandélicose llevo a
cabo en columna C18 (5um, 250 x 4,6mm), fase movil de 98:2 acetato de amonio 10
mM: acetonitrilo pH 2,3, 0,02% TFA, flujo ImL/minydeteccién a 254 nm.El analisis de
acido benzoico se llevé a cabo en columna C18 (5um, 250 x 4,6mm), fase mdvil70:30
acetato de amonio 10 mM: acetonitrilo pH 2,3, flujo 1 mL/min deteccion a 254 nm.EI
andlisis de alanina y &cido lactico se llevd a cabo en columna Chirex ® 3126 (D)-
penicillamina (50 x 4,6mm), fase movil 1mM sulfato de cobre, flujo 1mL/min,

deteccién a 254nm.

Uso in vitro de enzimas de la via de sintesis de Butirosina

Sintesis de butirosina con Sfp, Btrl, BtrJ, BtrK, BtrV, BtrO, BtrH y BtrG
acopladas en solucion

El acoplamiento para la sintesis de butirosina B se realizé en relaciones equimolares, a
excepcion de Btr]J que se agregd el doble de moles. La sintesis se llevd a cabo
incubando las enzimas con L-Glu 100 mM, DTT 5 mM, MgCl, 0,5 mM, CoA 1 mM,
ATP 5 mM, KCI 50 mM, PLP 20uM, FAD 10puM, NADH 1mM, MnCl,5mM, NaCl
50mM Yy ribostamicina 1mM en tamp6n HEPES 50 mM pH 7,0 30°C durante 2 h. Se
precipitaron las proteinas con acetona y se analiz6 la muestra por TLC.

Sintesis con Sfp, Btrl, BtrJ, BtrK, BtrV, BtrO, BtrH y BtrG co-
inmovilizadas

La sintesis se llevo a cabo incubando 0,1g de silica con las enzimas atrapadas en 1mL
de una solucion conteniendo L-Glu 100 mM, DTT 5 mM, MgCl; 0,5 mM, CoA 1 mM,
ATP 5 mM, KCI 50 mM, PLP 20uM, FAD 10uM, NADH 1mM, MnCl,5mM, NaCl
50mM Yy ribostamicina 1mM en tampén HEPES 50 mM pH 7,0 30°C durante 2 horas en
agitacion. Se centrifugo durante 1 minuto a 4000 g y se analizé la muestra por TLC
(15% de NaCl y etanol en relacion 5:3. Revelado con ninhidrina 0,2% en etanol).
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Sintesis de N-acetilcisteamina (SNAC)

(0]
0 o)
/\/SH ® )J\ )J\ - /LN/\/SH
"H3N 0 H

La sintesis se llevé a cabo mediante el protocolo segin Klopries et al 2013
modificado como se describe a continuacion:Se disolvieron en 877mL de agua, 40g de
hidrocloruro de cisteamina, 88,429 de bicarbonato de sodio y 19,65 g de hidréxido de
potasio. Se agregaron33,3 mL de anhidrido acético gota a gota a 0°C. Se dejé 24 h
a24°C. Se ajustd el pH de la solucion a 1,0 y se extrajo 3 veces con 150 mL de Acetato
de etilo. Las capas organicas se combinaron y se secaron con Na2SO, para obtener la N-

acetilsiteamina.

Sintesis de ¥-Glu-AHBA-SNAC

NH, NHBoc NHBoc
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1-MeOH, trimetilsilil cloruro, 2- 1,4-dioxano, Boc20, NaHCO3, 3- CH.Cl,, DCC,
DMAP, tert-butil alcohol, 4- THF, LiOH, 5- trietilamina, p-nitrofenilchloroformato, 4-
dimetilaminopiridina, 6- acido (S)-4-amino-2-hidroxibutirico, trietilamina 7- N,N'-
dicyclohexylcarbodiimida, 8- N-acetilcysteamina, 9- TFA, H20, TIPS
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Se parti6 de la sintesis de a-tert-butil éster de acido N-Boc-L-glutamico (C). La misma
se llevo a cabo segin Cui et al., 2013*.Se parti6 de una suspensién de 0.2mol de L-
Glutamato (A) en metanol seco (600mL), se agregd gota a gota bajo argdn, trimetilsilil
cloruro (0,44 mol) y se dejé 10 minutos a 24 °C. La solucion fue evaporada para
obtener un sélido blanco. EI mismo fue disuelto en agua (200mL) a 0 °C y se agregaron
200 mL de 1,4-dioxano luego de lo cual se dejo 5 minutos a 24 °C. A esta solucién se le
agregd Boc20 (0,24 mol) a 0°C y NaHCO3 (0,5 mol) y se dej6 16 h a 24 °C. Se seco la
mezcla y el residuo fue disuelto en una solucién al 10% de NaHCO3 y se lavé con dietil
éter. La fase acuosa fue llevada a pH 4,0 con acido citrico sélido y B fue extraido con
Acetato de etilo. EI miso fue lavado con agua y NaCl saturado y se sec6 con MgSQ, y
se removio el disolvente por evaporacion.

A 600 mL de una solucién friade CHClIy, se le agregé DCC (152mmol), DMAP (12,69
mol) y tert-butil alcohol (1,27 mol). A la misma se le agregd gota a gota una solucion de
CH2CI2 (100 mL) con B (0.127 mol) y se dejo 1 hora a 0 °C y 4 horas a 24 °C. La
mezcla fue concentrada in vacuo y el residuo fue disuelto en Acetato de etilo. La
suspension fue filtrada con Celite® para remover la DCU. Se corrobor6 por TLC que no
quedara compuesto retenido en el Celite® (TLC: 9:1 diclorometano:metanol, revelado:
1% KMnO4, 6.6% K2CO3, 1% NaOH en agua).

El filtrado fue lavado con una solucién al 10 % de &cido citrico saturado, NaHCO3,NaCl
saturado y fue secado con MgSO4.

La solucién se concentrd in vacuo y el residuo obtenido fue purificado por
cromatografia en matriz de silica (fase movil: éter de petroleo: acetato de etilo 5:5). El
eluido se sigui6 por TLC para identificar las sefiales de producto purificado (TLC: éter
de petroleo: acetato de etilo 9:1, revelado: 1% KMnO4, 6.6% K2CO3, 1% NaOH en
agua). Las fracciones de eluido colectadas fueron concentradas in vacuo y se agregd
THF (500 mL) y LiOH (0.23 mol). La mezcla se dejé 1 h a 24 °C. Se corrobord por
TLC (PetroEter:Acetato de etilo, 9:1) la ausencia de compuesto B. Se removi6 entonces
el THF por evaporacion y el compuesto resultante se particiond entre dietil éter y agua.
La fase acuosa se llevé a pH 4,0 con acido citrico. El precipitado se diluyo en acetato de
etilo. Se repitio este proceso dos veces. Las fases organicas fueron combinadas, lavadas
con agua, NaCl saturado, secado con MgSQO, y evaporado in vacuo. Se ccompararon los
spots por TLC (Eter de petroleo: etil acetato, 5:1, revelado: 1% KMnO4, 6.6% K2CO3,
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1% NaOH en agua) de antes y después del tratamiento con THF. El producto fue
purificado por cromatografia en matriz de silica (fase moévil: Hexano: Acetato de etilo
2:1 1% acido acético).

Una vez obtenido el 1.1.1.1 o-tert-butil éster de acido N-Boc-L-glutdmico se prosiguid
con la sintesis de N-Boc-a-tert-butil-y-L-Glu-AHBA (D). Pa ra esto se llevd a cabo un
protocolo modificado de Llewellynet al 2007 *. Se partié del a-tert-butil éster de 4cido
N-Boc-L-glutdmico sintetizado previamente y se disolvié (1,65 mmol) en 35 mL de
acetonitrilo bajo argon. La solucién fue enfriada en bafio de hielo y se agrego
trietilamina(4,0  mmol),  p-nitrofenilchloroformato (20 mmol) vy  4-
dimetilaminopiridina(0,02 mmol). Luego de 1 h se agreg6 gota a gota una solucion de
acido (S)-4-amino-2-hidroxibutirico (6,7mmol) y trietilamina (7,9 mmol) en 20mL de
agua. Se dejo durante 3 ha 24 °C y se removi6 el acetonitrilo por evaporacion. El
residuo se disolvio en 25 mL de agua, se agregaron 25 mL de Acetato de etilo y se llevd
a pH 2,0 con HCI 1M. Se separd la fase organica de la acuosa y se lavo la fase acuosa
dos veces con Acetato de etilo. Se juntaron las fases orgénicas y se secaron con MgSQ,,
se filtro y se evaporo el Acetato de etilo. Se diluyo el residuo en 20 mL de acetato de
etilo y se precipit6 mediante el agregado de 40 mL de éter de petréleo. El precipitado
fue colectado por centrifugacion, se lavd dos veces con éter de petrdleo y se disolvi6 en
MeOH. Se evaporo el metanol. Una vez obtenido el N-Boc-a-tert-butil-y-L-Glu-AHBA
se prosiguio con la sintesis de de ¥-Glu-AHBA-SNAC. Para esto se disolvié N-Boc-o-
tert-butyl-y-L-Glu-AHBA (D) (126 pumol) en 5 mL de acetonotrilo bajo argbén en
agitacion y calor. Se prepard una solucion de N,N'-dicyclohexilcarbodiimida (132umol)
y 1-hidroxibenzotriazol hidrato (131 umol) en 5 mLde acetonitrilo y se agreg6 a la
mezcla anterior a 24°Cgota a gota. Se agregd finalmente N-acetylcysteamina (137
umol) previamente preparada. La reaccion se dejo en agitacion durante una hora, se
agreg6 carbonato de potasio (65umol) y se dejo3 h. Se removio el acetonitrilo por
evaporacion y el residuo obtenido se diluyo en etil acetato y se extrajo 3 veces con
10mL de bicarbonato de sodio saturado. La capa organica se secO con sulfato de
magnesio, se filtrd y evapord el solvente.El residuo obtenido (E) se disolvié en 1mL de
TFA:H20:TIPS(95:2.5:2.5) bajo argdn y se dejé a temperatura ambiente por 1,5 h.

El producto fue precipitado por adicion de 10 mL de dietileter frio y se colectd por
centrifugacion. El precipitado se disolvio en agua y se secd por evaporacion para dar el
producto final (F). Se corroboré su identidad por RMN.
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Sintesis de butirosina con BtrH y BtrG y ¥-Glu-AHBA-SNAC en solucién

La sintesis se llevd a cabo incubando con 0,2 mg de cada enzima en 1mL de una
solucion con 0.5 mM ¥-Glu-AHBA-SNAC y ribostomicina 1mM en tampon HEPES 50
mM pH 7,0 30°C durante 20 minutos en agitacion. Se centirfugdé durante 1 minuto a
4000 g vy se analizo la muestra por TLC (15% de NaCl en agua y etanol puro en relacién

5:3. Revelado con ninhidrina 0,2% en etanol).

Sintesis de Butirosinacon BtrH y BtrG co-inmovilizadas e inmovilizadas

La sintesis se llevo a cabo incubando 0,1g de silica con las enzimas co-inmovilizadas en
superficie y co-atrapadas en 1mL de una solucién conteniendo 0.5 mMx-Glu-AHBA.-
SNAC vy ribostamicina 1mM en tampon HEPES 50 mM pH 7,0 a 30°C durante 20
minutos en agitacion. En el caso de las enzimas inmovilizadas separadamente tanto en
superficie como por atrapamiento, se tomaron 0,1g de cada derivado y se incubaron en
2mL de mezcla de reaccién. Se centrifugd durante 1 minuto a 4000 g y se analizo la
muestra por TLC (15% de NaCl y etanol en relacion 5:3. Revelado con ninhidrina 0,2%

en etanol).
Analisis de aminoglicésidos por LC-ESI-MS

Los aminoglicésidos fueron analizados por LC-ESI-MS utilizando un espectrometro de
masas con trampa de iones Finnigan LCQ (Thermo Electron) acoplado a un sistema de
UPLC-BEH (Waters). Los aminoglicésidos fueron separados en una columna C18 1.7
um, 2.1x100 mm (Waters) con un flujo de 0.3 mL/min a 40 °C mediante un gradiente de
fases de 0 — 5 min, 10% B; 5 — 25 min, 10% — 50% B; 25 — 26 min, 50% — 10%B; 26 —
30 min, 10% B (Fase A 0.1% de Acido Férmico en agua nanopura, Fase B

Acetonitrilo). El espectro de masas fue adquirido entre 300 y 1000 Da.
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Capitulo 1

Uso in vitro de sistemas enzimaticos para la sintesis de
Butirosina B.

1.1 Introduccidn

La Butirosina es un antibiotico aminoglucosido producido originalmente por B.
circulans***.
Los antibidticos aminoglucdsidos se utilizan para el tratamiento de una amplia variedad

de infecciones®®. El

tratamiento sisttmico con aminoglucésidos debe ser
cuidadosamente monitoreado, ya que estos medicamentos conllevan el riesgo de
nefrotoxicidad reversible y ototoxicicidad irreversible*. Sin embargo, los
aminoglucosidos bactericidas siguen siendo una herramienta importante para el
tratamiento de enfermedades, ya sea solo o en combinacién con otros antibi6ticos*. Los
aminoglucoésidos actdan interfiriendo con la maquinaria de sintesis de proteinas
bacteriana. Este efecto se ejerce a través de la asociacion de la molécula de
aminoglucosido con el ARNr 16S de la subunidad ribosomal 30S.Durante la sintesis
proteica en bacterias, la subunidad 30S es responsable de la traduccion de ARN
mensajero (ARNm) mediante el apareamiento de los codones de ARNm con sus
correspondientes anticodones de ARN de transferencia (ARNt). Los aminoglucosidos
interfieren con esta funcion mediante la union al sitio A del 16S donde se reconocen y
se unen las moléculas de ARNt*’.En presencia de una molécula de aminoglucésido
unida, los ARNt se unen con més fuerza al sitio A, esto aumenta la afinidad de ARNt no
especificos lo que compromete la habilidad del ribosoma de discriminar entre ARNt
complementarios y no complementarios, llevando a la produccion de proteinas dafiadas,
mal traducidas y, en Gltima instancia, la muerte celular®®.

En la naturaleza, la butirosina se produce como un complejo de dos epimeros, butirosina
Ay butirosina B, los cuales son estructuralmenteidénticos a la xylostacina y la
ribostamicina respectivamente a excepcion de una cadena lateral (S)-4-amino- 2-
hydroxibutiril (AHBA) (Figura 1.1).Esta cadena es unica entre los aminoglucdsidos
naturales y es capaz de mejorar la actividad del antibiético hacia un namero de
patdgenos resistentes a aminoglucésidos®. La cadena lateral AHBA protege el

antibiotico de los efectos de desactivacion de varias enzimas de resistencia bacteriana.
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Figura 1.1: Estructura de la butirosina Ay B.

La biosintesis de la cadena lateral AHBA ha sido completamente dilucidada (Figura
1.2). El proceso comienza con la fosfopanteteinilacion de la proteina portadora de acilo
Btrl por una fosfopanteteinil transferasa, Sfp, de modo de obtener holo Btrl. Se
continta con la union de una molécula de L-glutamato a Btrl por la ligasa dependiente
de ATP BtrJ. Este paso es seguido por la descarboxilacion del producto, y-L-glutamil-
S-Btrl mediante una decarboxilasa PLP-dependiente, BtrK. EI intermediario
descarboxilado es inmediatamente y-L-glutamilado en el amino terminal nuevamente
por BtrJ. El intermedio resultante, y-L-glutamil-GABA-S-Btrl es a-hidroxilado por un
sistema de dos componentes que consta de una monooxigenasa dependiente de FMN,
BtrO y una oxidorreductasa depeniente de NADH: FMN BtrV, El grupo y-glutamil-
AHBA se transfiere entonces a la Ribostomicina por un aciltransferasa, BtrH.
Finalmente BtrG escinde el grupo protector L-glutamato para dar butirosina B.

La sintesis ex vivo de la butirosina, no tiene precedentes. En este capitulose abordara el
acoplamiento de las enzimas involucradas en la via de sintesis, en solucién e
inmovilizadas, para la produccion in vitro del aminoglucésido. Para lograr nuestro

objetivo se plantearon dos estrategias alternativas.

Por un lado, se planted el estudio de expresion heter6loga, purificaciony ensayos de
actividad parcial de enzimas clonadas en plasmidos de expresion gracias a la
colaboracion con el grupo del Prof. Peter Leadlay (Universidad de Cambridge), Nuestro
trabajo por tanto involucray se extiende a la evaluacion de la sintesis global con enzimas
solubles e inmovilizadas, partiendo de los sustratos naturales.Por otro lado, y dado el
riesgo en el acoplamiento de siete enzimas diferentes para las que no hay trabajos
previos reportados de utilizacionin vitro mas que evidencias de su actividad en forma

aislada®®°

, hos planteamos abordar la sintesis partiendo de sustratos no naturales con
BtrG y BtrH.Estas dos ultimas enzimas de la via son las encargadas de transferir la

cadena lateral a la ribostamicina (BtrH) y remover el grupo glutamato protector (BtrG).
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Existen evidencias previas de que BtrH es capaz de tomar sustratos sintéticos derivados
de N-acetilcisteamina (SNAC)>. De esta forma se podria simplificar la sintesis

enzimética in vitro de Butirosina B, utilizando solamente dos enzimas acopladas.
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Figura 1.2: Esquema de sintesis de butirosinapartiendo de Holo Btrl.

1.1 Resultados y discusion

1.1.1 Expresion y purificacion de enzimas del sistema

Las proteinas involucradas en la via de sintesis de butirosina B fueron expresadas de
forma heterdloga enE. coli BL-21 (DE3) con una cola deHistidina N-terminal (6x His-
tag) lo que facilité su purificacion por cromatografia de afinidad con niquel. Las
muestras se concentraron por centrifugacion en concentradores con membrana de corte
de 3KDa y se re-diluyeron en tampo6n de almacenado para reducir la concentracién final

de imidazol a 1mM.

En la Figura 1.3 se observa el analisis por SDS-PAGE de las proteinas expresadas y
purificadas. Con el protocolo estandar, el analisis mostré que BtrH, 1, J, V' y Sfp fueron
correctamente sobreexpresadas. Sin embargo, para BtrG, K y O los rendimientos de
purificacion no fueron satisfactorios por lo que se evaluaron diferentes condiciones de

elucién de la cromatografia. Los andlisis por SDS-PAGE de las figuras 1.4, 1.5y 1.6
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muestran una mejor recuperacion de las proteinas diana con eluciones a 250 y 400 mM
de imidazol.
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Figura 1.3:SDS-PAGE 18% de las proteinas de la via de sintesis de butirosina expresadas y
purificadas.Carril 1, BtrG, Carril 2, BtrH, Carril 3, Btrl, Carril 4, BtrJ, Carril 5, BtrK, Carril 6, BtrO,
Carril 7, BtrV, Carril 8, Sfp, marcador de peso molecular.

12 345

KDa

Figura 1.4: Purificacién de BtrG, Carrill, lavado 40mM imidazol, Carril 2, lavado 60 mM deimidazol,
Carril 3 eluido 250 mM de imidazol, Carril 4, eluido 400 mM imidazol,Carril 5: marcador de peso
molecular
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Figura 1.5: Purificacion de BtrK, Carril 1 marcador de peso molecular, Carril 2, lisado celular sin
inducir, Carril 3, fraccion insoluble, Carril 4, lavado 40 mM imidazol, Carril 5 lavado 60 mM
deimidazol, Carril 6, eluido 250 mM de imidazol, Carril 7 eluido 400 mM imidazol,

12 3 KDa

70
55
w 35
w 25

tu
(§ 1]

|

—

Figura 1.6: Purificacion de BtrO, Carril 1, eluido 250 mM de imidazol, Carril 2 eluido 400 mM imidazol,
Carril 3 marcador de peso molecular.

En la Tabla 1.1se observa la cantidad de proteina obtenida luego de la expresion y
purificacion parcial por litro de cultivo bacteriano, el rango de cantidad de proteinas

obtenido varia entre los 17mg para BtrJ y los 29 mg para BtrH.
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Tabla 1.1: Proteinas purificadas, pesos moleculares y concentracion obtenida por litro de cultivo celular.

Proteina Peso Molecular Proteina obtenida
(Da) (mg/L cultivo)
apoBtrl 11812 32
Sfp 28133 16
BtrJ 50962 17
BtrK 47800 22
BtrO 38700 18
Btrv 26100 26
BtrG 18100 15
BtrH 37916 29

1.1.2 Uso in vitro de las enzimas de la via de la butirosina B en solucién

Una vez obtenidas todas las enzimas de forma soluble se estudid la actividad de las
preparaciones obtenidas para Sfp, BtrJ y BtrV. Para las deméas enzimas no se contaban
con ensayos de actividad previamente descritos en la literatura por lo que no fue posible

evaluar su actividad parcial.

1.1.2.1 Fosfopateteneilacion de apo Btrl con Sfp de Bacillus subtilis

El primer ensayo realizado con enzimas en solucion fue el estudio de la

fosfopanteteinilacion de apo-Btrl por Sfp (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Fosfopanteteinilacion de apo-Btrl por Sfp

Este ensayo se llevo a cabo mediante la incubacion de Sfp con la forma apo de Btrl en
condiciones previamente descritas® y se analizé por LC-MS la aparicion de la forma
holo de Btrl. En la figura 1.8 se observa la aparicion de holo Btrl (m/z 12149) aunque se
ve también que la reaccién no es completa en las condiciones planteadas ya que se

observa la masa de 11889 correspondiente a apo Btrl luego de 30 min de reaccion.
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Figura 1.8: Analisis por LC-MS del ensayo de fosfopanteteinilacion de apo-Btrl por Sfp

En vista de este resultado se procedié a ensayar la fosfopanteteinilacion de apoBtrl in
vivo considerando reportes previos exitosos para esta estrategia con otras enzimas®®.
Esto se llevo a cabo mediante la co-expresion de apoBtrl con Sfp. Se llevo a cabo la
purificacion de Btrl y se analizé por SDS PAGE y LC-MS.

En la figura 1.9 puede observarse el analisis por electroforesis dela co-expresion de Btrl
y Sfp. En el mismo se observa una banda de sobreexpresion a la altura aproximada
donde se esperaba encontrar Btrl (11800 Da para la forma apo y 12149Da para la forma
Holo de la proteina) y Sfp (28133 Da). Esta observacion indica que la expresion de Btrl

fue exitosa cuando fue co-expresada con Sfp.
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Figura 1.9: SDS-PAGE al 18% de Btrl co-expresado con Sfp.Carril 1, marcador de peso molecular,
carril 2, fraccion eluida de la cromatografia IMAC.

En el analisis por LC-MS se encontraron las masas de ambas formas proteicas (apo y
holo). Esto implica que en este caso tampoco se logré una conversion total a holoBtrl
(Figura 1.10).
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Figura 1.10: LC-MS de co-expresion de Btrl con Sfp.

En ninguno de los casos se llevd a cabo la puesta a punto de las metodologias (in vitro e
in vivo) de manera de obtener una mayor conversion a holo enzima. Esto se debi6 a que
la cantidad de Holo Btrl obtenida en ambos casos era suficiente para los ensayos

acoplados consiguientes.
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Para los ensayos de acoplamiento se continué trabajando con Sfp y Btrl expresadas de
manera independiente y realizando la fosfopanteteinilacion in vitro. De esta manera se

tiene un mayor control de la cantidad de cada proteina a utilizar en los ensayos.

1.1.2.2 Ligacion de L-Glutamato a holo-Btrl con BtrJ

Se prosiguio entonces con la siguiente enzima cuya actividad parcial se podia constatar:
Btrd. El ensayo realizado midi6 el consumo de ATP utilizado por BtrJ para ligar una
molécula de L-glutamato a holo-Btrl. Esto se llevo a cabo mediante un ensayo acoplado
con piruvato quinasa y L-lactato deshidrogenasa,donde se monitorea la oxidacion de

NADH por espectrofotometria (Figura 1.11).

BtrJ
L-Glutamato + Holo Btrl — L-Glutamil-Btrl

N

ATP ADP
Piruvato
Piruvato quinasa  Fosfoenol

NADH S Dijryvato

Lactato

deshidrogenasa
NAD+

Lactato

Figura 1.11: Esquema de ensayo acoplado para medir actividad ligasa de BtrJ.

Se realiz6 un control con apo Btrl el cual no presenté actividad. Mediante este ensayo se

obtuvo que la preparacién de BtrJ contaba con 0.02U/mg+ 0.0001.

1.1.2.3 Estudio de actividad de la oxidoreductasa BtrV

La tercera enzima cuya actividad parcial se estudié fue BtrV. El ensayo midio el
consumo de NADH en presencia de FAD por disminucion de la absorbancia a 340
nm(Figura 1.12). En este caso también pudo demostrarse que la enzima se expresaba de

forma activa obteniéndose 1.4 Ul/mg.
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2NADH 2NAD+

Figura 1.12: Esquema de reaccién para medir actividad de BtrV.

1.1.2.4 Sintesis de Butirosina B con las en enzimas acopladas en solucion

Una vez estudiadas las actividades parciales de las enzimas para las cuales existe un
ensayo reportado, se procedio a acoplarlas en solucion (Sfp, Btrl, Btr], BTRK, BtrO,
BTRV, BTRG y BtrH).

Se partio de L-Glutamato y ribostamicina, y se agregaron cantidades equimolares de
cada enzima. Se tomaron muestras a 4 y 24 horas que fueron analizadas por
cromatografia de capa fina (TLC) con ribostamicina y butirosina B como estandar.El
analisis pretendid detectar el consumo de ribostamicina y aparicion de butirosina B.

Los resultados de la TLC no fueron concluyentes, la figuras 1.13muestran quelos spots
revelados a las 24 horas de reaccion donde se observa que no se corresponden con el
estandar de butirosina B perotampoco con ribostamicina lo cual implicaria el posible
consumo de sustrato aunque no se logra visualizar el producto. Se desconoce la
migracion del intermediario protegido con glutamato por lo que no se descarta que se
haya formado. Ademas la composicién en las muestras pudo haber influido en la
migracion. En la figura 1.13 ¢ se observa el mismo ensayo de sintesis con 10 veces mas
cantidad de enzimas (moles) que en el ensayo anterior. En este ensayo puede observarse
que los controles sin enzima a lo largo del ensayo se mantienen inalterados y en el
analisis de la muestra a las 24 h de reaccion con enzimas permaneceel spot de

ribostamicina sin la aparicion de butirosina B.
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Figura 1.13: TLC de las reacciones de sintesis de butirosina B (a) Carril 1: estandares de robostamicina
y butirosina, carril 2 reaccion con enzimas solubles, (b) carril 1, esandar de butorisina B, carril 2,
estandar de ribostamicina, carril 3 estandares de robostamicina y butirosina.(c) carril 1, control sin
enzimas inicial, carril 2, control 24 h, carril 3, enzimas solubles 24h.

Las causas por las que no se logro la sintesis podrian ser multiples: las enzimas podrian
haberse inactivado, al no contar con un ensayo individual para cada una de ellas esta
hipotesis es dificil de corroborar. Por otro lado las enzimas podrian tener un bajo
namero de recambio lo cual haria la reaccién muy lenta, podria existir la necesidad de
incluir exceso de algunas de ellas, las enzimas podrian tener una baja estabilidad in
vitro, etc. La falta de proximidad de las enzimas en solucién podria ser la causa de una
sintesis ineficiente debido a la difusién de los intermediarios que as su vez podrian ser
inestables. Con este proposito en mente se llevd a cabo la inmovilizacion de las

enzimas en nanoparticulas de silica biomimética para la sintesis de butirosina B.

1.1.3 Inmovilizacion de enzimas del sistema

El sistema de inmovilizacion seleccionado en este trabajo fue el denanoparticulas de
silica biomimética®® ya sea por atrapamiento o unién covalente en superficie a
nanoparticulas funcionalizadas con glutaraldehido. Se llevé a cabo la co-inmovilizacion
de las enzimas de la via en nanoparticulas de silica con el propésito de forzar una
cercania entre las proteinas que se considerd seria positiva para la transferencia de
intermediarios de reaccion. Se pretendi6 de este modo acercar fisicamente las enzimas y

los sitios activos de las mismas de manera de hacer la transferencia del intermediario de
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modo mas eficiente. También se pretendia mantener altas concentraciones in situ de los
intermediarios lo que podria favorecer la cinética global de la reaccion.

Aun cuando las nanoparticulas de silicahan sido usadas en el atrapamiento de enzimas,
no existen reportes de su uso para la union de proteinas en superficie. La derivatizacion
de un nuevo soporte requiere una minima caracterizacion fisicoquimica del mismo. Es
por esto que se propuso estudiar y mejorar algunas propiedades de la silica biomimética

para ser utilizada como soporte de inmovilizacién de proteinas.

1.1.4 Silica como soporte de inmovilizacion

1.1.4.1 Caracterizacion de nanoparticulas de silicabiomimética

El uso de enfoques biomiméticos en la produccion de nanoestructuras inorganicas
podria ser de gran interés para la comunidad cientifica e industrial debido a las
condiciones fisicas relativamente suaves necesarias para su sintesis®*>*. En particular, la
silica biomimética se puede sintetizar como un material nanoestructurado con variadas
morfologias en cuestion de minutos, bajo condiciones suaves y amigables con el medio
ambiente®®*°.Considerando las proteinas tipo silafinas utilizadas por diatomeas
unicelulares®, varios estudios han identificado moléculas aminadas alternativas, como
candidatas para inducir la precipitacion de silicain vitroa partir de compuestos

295758 | a influencia de moldes en la biomineralizacién de la silica se ha

precursores
estudiado in vitro utilizando moléculas bioldgicas y no bioldgicas. Por ejemplo,los
flagelos bacterianos resultaron ser un molde prometedor para el desarrollo de la sintesis
de nanotubos de silica®®.Esta clase de trabajos demuestran que el estudio de moldes para
la formacion de silica biomimética no s6lo aumenta sus posibles aplicaciones, sino
también ayudan a develar detalles del mecanismo de nucleacion biomimético de la
silica.

Las condiciones de reaccion suaves asociadas a la formacion de silica biomimética in
vitro las hace compatibles con la inmovilizacion de proteinas; cualquier biomolécula
presente en la mezcla de reaccién de sintesis se verd atrapada debido a la rapida
formacion de una red de nanoesferas de silica. La encapsulacion de moléculas dentro de
particulas de silica biomimetica se ha investigado para una amplia variedad de

29,35,60-62

enzimas e incluso ha demostrado tener éxito para el co-atrapamiento de

diferentes entidades cataliticas?.
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Previo a este trabajo no se contaba con literatura sobre la interaccion de proteinas en la
superficie de nanoparticulas de silica biomimética. La naturaleza de la interaccion entre

las tener implicancias en  sus

63,64

la proteina 'y nanoparticulas  puede

posiblesaplicaciones, por lo que el disefio de nuevas estrategias que permitan
cambios en las propiedades de las particulaspuede ser de interés.

En esta seccidn, se ha estudiado la influencia de un molde bioldgico en las propiedades
fisico-quimicas de las nanoesferas de silica biomimética. Se pretendié desarrollar un
nuevo enfoque para la sintesis de nanoparticulas de silica biomimética con
seroalbumina bovina (BSA) como molde proteico (Figura 1.14). Por otra parte, se han
explorado las caracteristicas del material obtenido tales como el tamafio, dispersion, y
carga superficial pensando en que pueden tener un impacto sobre cualquier aplicacion

biocatalitica.
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Figura 1.14: Estrategias de sintesis de nanoparticulas. TMOS, Tetrametil ortosilicato. PEI,
Polietilenimina, BSA Seroalblimina Bovina.

La sintesis se realiz6 con polietilenimina (PEI) como catalizador. PEI es un polimero
ramificado que contiene aminas primarias y secundarias y ya ha sido utilizado para
sintesis de nanoparticulas®®. Durante esta estrategia de sintesis, PEl podria estar
recubriendo la superficie de BSA debido a interacciones idnicas y por lo tanto generar

una estructura mas organizada que dirija la precipitacion de la silica.

1.1.4.1.1 Morfologia y distribucion de tamafio

La morfologia y distribucion de tamafio de las nanoparticulas se estudid6 mediante
espectrometria dptica de barrido (SEM). El anélisis por SEM mostrd que en presencia
de BSA se formaronparticulas mas dispersas y esféricas (Figura 1.15 a) con diametros
en el rango de ~280-300 nm (Figura 1.15b). En ausencia de proteina se generaron
particulas menos homogéneas y mas aglutinadas (Figural.15 c) de diametros en un

rango mas amplio (~700—1400 nm), (Figura 1.15d).
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La distribucion de tamafios mas homogénea observada en las nanoparticulas con BSA

apoya la hipotesis de que PEI se ordena sobre esta proteina formando particulas mas
compactas.
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Figura 1.15: Estudio de morfologiapor SEM (ay ¢) y distribucién de tamafio (b y d) de nanoparticulas de
silica biomimética sintetizadas en ausencia (c y d) y presencia de BSA (ay b).

1.1.4.1.2 Reproducibilidad del método de sintesis

Se estudi6 la reproducibilidad de la estrategia de sintesis utilizada en este trabajo. Se llevaron a
cabo 4 lotes de nanoparticulas sintetizados de forma independiente los cuales fueron estudiados
por microscopia electrénica de transmision (TEM). Los diametros obtenidos en cada caso
pueden verse en la figura 1.16y muestran como no existen diferencias sustanciales entre las

mismas. De cara a estos resultados se puede concluir que la estrategia de sintesis es
reproducible.

42



Uso in vitro de sistemas enzimaticos inmovilizados

1500+

1000 - I

500

Qe

& .g;» @’5‘ @‘:‘

Muestras

Diametro (nm)

Figura 1.16: Estudio de reproducibilidad de la sintesis de nanoparticulas de silica biomimética. Se
muestra el didametro de las particulas en nm de cada lote (M). En blanco nanoparticulas sintetizadas en
ausencia de BSA y en negro en presencia de dicha proteina.

1.1.4.1.3 Estudio de tamafio de poro

Para caracterizar las propiedades texturales de las nanoparticulas, las muestras fueron
enviadas para el analisis de porosimetria.

El alto contenido organico de las nanoparticulas dificultd el analisis. Para las
nanoparticulas de Silica-BSA fue posible determinar poros de entre 2 y 4.5 nm.Sin
embargo debido a la dificultad que representaba, estas nanoporos podrian ser producto

de mesoporos que colapsan durante el proceso de preparacion de la muestra.

Las nanoparticulas de silica biomimética fueron caracterizadas ademas para su uso
como soporte para adsorber proteinas en superficie. Estos resultados, junto a los
previamente descritosfueron publicados por la revista Langmuir y se presentan como

documento anexo®®.

1.1.5 Inmovilizacion de enzimas para la sintesis de butirosina B

Se llevo a cabo la sintesis de nanoparticulas de silica biomimética en presencia de las
enzimas de la via de sintesis de butirosina B. Esta estrategia presento un 92% de
porcentaje de inmovilizaciébn medido por concentracion de proteinas totales en el
aplicado y sobrenadante. El analisis por SDS-PAGE (Figura 1.17) corroboro lo obtenido
donde puede observarse que la mayoria de las proteinas de la fraccion inicial no son

detectablesen la fraccion del sobrenadante de la inmovilizacion.
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Figura 1.17: Inmovilizacion de todas las enzimas de la via: Carril 1 marcador de peso molecular, carril
2 aplicado, carril 3 sobrenadante

1.2 Uso in vitro de las enzimas del sistema co-inmovilizadas.

Se llevo a cabo la sintesis de butirosina B con las enzimas co-inmovilizadas. Se
procedié a evaluar la actividad de todas las enzimas de la via actuando de forma
concertada mediante TLCa diferentes tiempos de reaccion (4 y 24 horas).En la Figura
1.18 se observa la deteccion del posible de sustrato por la desaparicion del spot
correspondiente de ribostamicina. Sin embargo, no se detect6 aparicion de producto. Se
chequed que la ribostamicina no se adsorbiera a la superficie de las nanoparticulas por
interaccidn inespecifica. Se llevé cabo un ensayo de incubacion de ribostamicina con
nanoparticulas de silica (sin proteinas) y se analiz6 el sobrenadante de la incubacién por
TLC. En la figura 1.19 se muestra como luego de la incubacion con el soporte aln se

observa el spot de ribostamicina.
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1 2 3

Figura 1.18: TLC de las reacciones de sintesis de butirosina B realizadas(a) Carril 1 estandares de
ribostamicina y butirosina, carril 2 reaccién con enzimas solubles, carril 3 reaccién con enzimas
inmovilizadas (b) carril 1, control sin enzimas inicial, carril 2, control 24 h, carril 3, reaccién con
enzimas inmovilizadas24h.

1 2

Figura 1.19: Carril 1: ribostamicina 5mM, carril 2: sobrenadante de la incubacion de ribostamicina con
nanoparticulas de silica.

Ademas, las reacciones fueron analizadas por SDS-PAGE para corroborarque no
hubiera pérdida de proteinas a la suspensién. En la figura 1.20 puede observarse como
en los carriles 2 y 3 no se observa proteina.
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Figura 1.20: SDS-PAGE 18% del sobrenadante de nanoparticulas de silica conteniendo las enzimas del
sistema. Carril 1 MPM, 2, sobrenadante de nanoparticulas conteniendo proteinas, carril 3, duplicado,
carril 4, Btrl soluble.

Descartadas estas posibles causas, la ausencia del producto esperado podria deberse por
ejemplo a que al menos una de las enzimas implicadas se expresa o recupera inactiva.
Lamentablemente no contabamos con metodologias para evaluar la actividad parcial de
todas las enzimas. Otras posibilidades podrian radicar en un efecto inactivante de la
inmovilizacion en alguna enzima o la transferencia ineficiente del intermediario. Estas
posibilidades no fueron exploradas ya que se contaba con una estrategia alternativa para

la sintesis de butirosina B.

1.2.1 Uso in vitro de BtrH y BtrG en solucion para la sintesis de butirosina
B.

Dado que el acoplamiento de las siete enzimas de la via de la butirosina B no fue
exitoso, se abordo la sintesis utilizando un sustrato sintético con BtrH y BtrG acopladas.
Se sintetiz6 un derivado de N-acetilcisteamina (SNAC), el y-Glu-AHBA-SNAC que ha

sido reportado que acttia como sustrato alternativo de BtrH >*(Figura 1.21).

La sintesis de y-Glu-AHBA-SNAC fue realizada en colaboracion con el grupo del Prof.
Schulz del Departamento de Quimica y Bioquimica de Universidad de Bochum,

Alemania.
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Figura 1.21: Sintesis quimioenzimética de Butirosina. Se parte del y-Glu-AHBA-SNAC previamente
sintetizado. El grupo y-glutamil-AHBA se transfiere a una molécula de ribostamicina por la
aciltransferasa, BtrH y se escinde el L-glutamato, por BtrG para dar Butirosina B.

La estrategia de sintesis de este sustrato se encontraba descrita®* partiendo de N-boc-
tert-glutamato por lo que a la sintesis reportada se le agregaron una serie de pasos para
poder partir directamente del aminoacido L-glutamato. Se partio de este sustrato por ser
mas econdmico y se agregaron pasos de proteccion de grupos del mismo.Se debid
sintetizar ademas el SNAC a utilizar a partir de cisteamina clorhidrato y ahidrido

acético,el cual se obtuvo con 53.9% de rendimiento.

Para la sintesis global del sustrato sintetizado, se obtuvo un rendimiento de 7.8% luego
de 9 pasos de sintesis. Cada etapa fue corroborada por resonancia magnética nuclear
(NMR) para asegurar la identidad de las moléculas sintetizadas. Los resultados del
analisis se observan en lasfiguras 5.1-5.4 del anexo.

Una vez obtenido el sustrato alternativo a utilizar, se corrobor6 la actividad de BtrH con
el mismo.Se realiz6 la incubacion del sustrato, ribostamicina y la enzima en presencia
de DTNB.EI objetivo de este ensayo fue detectar la presencia de tioles libres producto
de la liberacién del SNAC al medio una vez transferida la cadena Glu-AHBA por BtrH.
Los tioles libres del SNAC reaccionan con el DTNB clivando el enlace disulfuro para darTNB”
que en solucién pasa a TNB?el cual presenta un color amarillo cuantificable a 412 nm
(enM)=0.01415 uM*cm™) (Figura 1.22).
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Figura 1.22: Esquema de ensayo de actividad disefiado para BtrH.

De este ensayo se obtuvo que se contaba con una preparacion de 3.8 Ul/mg+0.2 de
BtrH. Este valor no pudo ser comparado con valores previamente reportados ya que los
ensayos reportados con esta enzima y este sustrato no describen la cinética de la

reaccion sino que describen deteccién por LC-MS y no la cuantificacién de producto®.

Para BtrG no se contaba con un ensayo de evaluacion de actividad méas que la deteccion
del producto fruto del acoplamiento de ambas enzimas. Por lo que, una vez corroborada
la actividad de BtrH con el sustrato sintetizado se procedié a la inmovilizacionde BtrH y

G para la sintesis de butirosina B.

1.2.2 Inmovilizacién de BtrH y BtrG

Se llevo a cabo la inmovilizacién de BtrH y BtrG mediante dos aproximaciones (Figura
1.23).La primera fue por atrapamiento en nanoparticulas de silica biomimeética, la cual
fue elegida con el mismo criterio descrito previamente, acercar los sitios activos del
sistema bi-enzimatico de modo de procurar favorecer la tranferencia del intermediario y
disminuir su difusion al medio. La segunda estrategia fue la inmovilizacion covalente en
nanoparticulas de silica-BSA funcionalizadas conglutaraldheido. Esta ultima fue
seleccionada con la intencion de devaluar posibles problemas difusionales del sustrato o

producto que podria presentarse en la preparacion inmovilizada por atrapamiento.
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Figura 1.23: Estrategias alternativas de inmovilizacion de BtrH (azul) y BtrG (verde). (a) Inmovilizacion
por atrapamiento, (b) inmovilizacion en superficie. TMOS, tetrametilortosilicato, PEI, polietilenimina.

Tanto la co-inmovilizacion como inmovilizacion de BtrH y BtrG fueron analizadas
porcuantificacion de proteinas y en el caso de la inmovilizacion de BtrH se analizé la
actividad recuperada en la suspension co-inmovilizada. En la Tabla 2 puede observarse
que ambas proteinas fueron exitosamente atrapadas y co-atrapadas en nanoparticulas de
silica biomimética con porcentajes de inmovilizacién superiores a 70% mientras que en
el caso de union covalente en superficie los porcentajes de inmovilizacion fueron
superiores a 50%. Sin embargo, la actividad recuperada fue significativamente mayor en
el caso de la unién en superficie (4.3 veces mayor). Esto podria deberse a un retardo en
la transferencia de sustratos y productos desde y hacia la nanoparticula. Lo que
produciria una disminucion aparente de la velocidad de formacién de producto.

Tabla 2: Inmovilizacién de BtrH y BtrG en nanoparticulas de silica biomimética por atrapamiento y
unién covalente en superficie. %l, porcentaje de inmovilizacién, %R rendimiento de inmovilizacidn.

Estrategia de %I BtrH %I BtrG % | BtrH y BtrG %R BtrH
inmovilizacion

Atrapamiento 89.7+ 2.2 96.8+ 1.1 75.2+ 1.1 20+ 3.5
UnionCovalente 61.24+ 3.5 50.12+ 2.6 53.3+1.2 86+ 1.4

Una vez obtenidas las preparaciones inmovilizadas se continud hacia la sintesis del
producto de interés.
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1.2.3 Uso in vitro de BtrH y BtrG inmovilizadas y co-inmovilizadas para
la sintesis de butirosina B.

Se estudio la sintesis de butirosina B utilizando como sustratos ribostamicina y y-Glu-
AHBA-SNAC con enzimas solubles, inmovilizadas y co-inmovilizadas por
atrapamiento y en superficie. Se analizaron los resultados por LC-MS(Figuras 5.11-
5.28, ver Anexo)donde se busco la presencia de ribostamicina, y-Glu-butirosina
(intermediario de reaccién, ver figura 1.20) y butirosina B. En la tabla 3 se resumen los
resultados obtenidos para cada ensayo.

Se observo en controles con ribostamicina en solucion y en presencia de nanoparticulas
vacias, la presencia de un pico correspondiente a la masa de ribostamicina lo que
confirma que la misma no se adsorbe de manera inespecifica a las nanoparticulas.

Tabla 3: Analisis de resultados obtenidos por LC-MS de los estudios de sintesis con diferentes
preparaciones inmovilizadas de BtrH y BtrG.

Muestra Ribostamicina (m/z 455)  y-Glu- Butirosina B
butirosina (m/z 556)
(m/z 685)

Control solo Ribostamicina v X X
Control con nanoparticulas sin enzimas v X X
BtrH y G en solucidén v X X
Btr H y G inmovilizadas en superficie v X X
Btr H y G co-inmovilizadas en superficie v X v
Btr H y G atrapadas por separado X v v
BtrH y G co-atrapadas v X v

El ensayo para las enzimas en solucidn se encontraba reportado en dos etapas, primero
la incubacion con BtrH y luego de la precipitacion de la primer enzima, la incubacion
con BtrG>. En este trabajo se llevé a cabo la incubacion con ambas enzimas en solucién

en simultaneo. Los resultados demuestran que bajo las condiciones ensayadas no fue
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posible la sintesis de butorisina B. Estos resultados estan de acuerdo con los reportados
previamente donde la sintesis solo fue exitosa cuando se realizd el ensayo en dos etapas
*1 En ese reporte no se analiza en profundidad las causas de tal comportamiento, sin
embargo creemos que una posible explicacion podria radicar en algun tipo de inhibicion
de BtrG por ribostamicina. Los procesos en una sola etapa presentan ciertas ventajas
con respecto a los realizados en varios pasos: rapidez, disminucion de la degradacion de
intermediarios, ausencia de pasos de acondicionamiento de etapas intermedias, etc. Es
por esta razon que en los experimentos subsiguientes nos enfocamos en la sintesis one

pot de butirosina.

La sintesis con enzimas inmovilizadas de manera independiente en superficie de
nanoparticulas no mostrola aparicién del producto esperado. Mientras que cuando la
sintesis se realizd con las enzimas co-inmovilizadas en superficie, aunque no hubo
consumo total de ribostamicina, se logro observar un pico correspondiente a butirosina
B. Esto indicaria que BtrG se encuentra activa luego de la inmovilizacién ya que se
acopla eficientemente a BtrH para la formacion de producto. Una posible explicacion
podria ser la inactivacion de BtrG por ribostamicina. Cuando BtrG se encuentra
inmovilizada en la superficie del soporte podria estar en contacto con concentraciones
inactivantes de ribostamicina. Sin embargo, cuando se encuentra co-inmovilizada, la
accion de BtrH sobre este reactivo podria disminuir la concentracién efectiva de
ribostamicina en el microambiente de la BtrG, disminuyendo los efectos inhibitorios de
este compuesto. Tales efectos han sido reportados para penicilin G acilasa por Abian
donde enzimas inmovilizadas recubiertas con polimeros eran mas estables frente a
solventes orgénicos inactivantes®®.Un cuidado disefio experimental en el futuro podria
llegar a develar nuevos detalles de la enzimologia de estas enzimas con las
preparaciones inmovilizadas.

Se estudio ademas la sintesis con las preparaciones inmovilizadas de BtrH y BtrG
atrapados por separado en nanoparticulas. En este caso se logro la sintesis exitosa de
Butirosina B. Se obtuvo un consumo de la totalidad del sustrato pero no una conversién
total a producto ya que se detectd también la presencia del intermediario de
reaccion.Esto podria deberse a la difusion del intermediario al medio disminuyendo la
eficiencia de su consumo por BtrG. No pueden descartarse ademas otras explicaciones
para este resultado. Por ejemplo, el proceso de inmovilizacién podria estar afectando la

actividad de las enzimas, su estabilidad. Incluso hay que considerar el efecto de reparte
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de productos y sustratos desde y hacia el interior de las nanoparticulas donde se
encuentran las enzimas. Para probar estas hipotesis es necesario realizar estudios
experimentales adicionales, contando con una adecuada metodologia que permitiera

estudiar la actividad enzimatica de BtrG.

La sintesis de butirosina B fue exitosa para los casos en que las enzimas fueron co-
inmovilizadas, tanto por atrapamiento como en superficie. En ambos casos no se
observd consumo total de sustrato, lo cual podria implicar que el tiempode incubacion
fue insuficiente. Sin embargo, no se detectd el intermediario de reaccion. En el caso de
las enzimas co-atrapadas el confinamiento fisico de las enzimas podria llevar a que el
intermediario generadopor BtrH sea més eficientemente convertido a producto por
BtrG. En el caso de las enzimas inmovilizadas en superficie, la co-inmovilizacion
también permitiria el acercamiento fisico de las enzimas lo cual resulta beneficioso para

la transferencia del intermediario de reaccion.

Los resultados obtenidos sugieren que la estrategia de co-inmovilizacion de las enzimas
podria ser mas eficiente para la sintesis de butirosina B bajo las condiciones ensayadas.
No existen antecedentes de inmovilizacion de estas enzimas ni de sintesis de butirosina
Bin vitro con enzimas inmovilizadas, lo cual hace de gran interésmejorar las
condiciones para obtener una conversion total del sustrato. A su vez seria valioso
realizar estudios de caracterizacion de los inmovilizados de cara a su uso en continuo o

re-uso para la sintesis del antibidtico.
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Capitulo 2

Uso in vitro de sistemas enzimaticos para la sintesis de alfa
hidroxiacidos

2.1 Introduccidn
2.1.1 Alfa hidroxiacidos

Los alfa hidroxidcidos son encontrados en la naturaleza en una variedad de especies
incluyendo plantas, animales y microorganismos. Los mismos estan involucrados en
muchos procesos metabdlicos y participan en mecanismos celulares esenciales. En
particular, los alfa hidroxiacidos dpticamente activos encuentran aplicaciones en la
industria alimentaria, quimica, farmacéutica o en la industria del plastico®**.

Actualmente a nivel industrial predomina su sintesis mediante procesos fermentativos y
quimica fina. Estos procesos no siempre son eficientes en términos de
enantioselectividad o rendimiento, ademas de ser poco amigables con el medio
ambiente ya que muchas veces generan residuos toxicos y tienen altos requerimientos
energéticos®®®’.En los dltimo afios, la biocatalisis ha surgido como una poderosa
estrategia para la produccion estereoselectiva de hidroxidcidos dpticamente activos en

alto rendimiento®®.

Muchos medicamentos, productos farmacéuticos y compuestos biolégicamente activos
son mezclas racémicas con isémeros que presentan propiedades quimicas y fisicas casi
idénticas. Sin embargo, los enantidmeros de productos quimicos terapéuticos quirales a
menudo tienen diferencias significativas en la toxicidad y su actividad bioldgica. La
importancia de las moléculas quirales para uso en la produccion de productos
farmacéuticos y compuestos bioldgicamente activos ha generado una demanda
considerable para el desarrollo de técnicas de sintesis y/o de separacion adecuadas para
la generacion a gran escala de moléculas enantioméricamente puras®®"*.

Los alfa hidroxiacidos mas comunes utilizados a nivel industrial son el &cido glicélico,
lactico, citrico y mandélico. En este trabajo se tomaron como alfa hidroxiacidos modelo

al &cido mandélico y lactico.
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2.1.1.1  Acido mandélico

El &cido mandélico y sus derivados, encuentran un amplio uso como bloques para la
sintesis de una gran diversidad de productos farmacéuticos y agricolas’®.A su vez, el
acido D-mandélico, es un valioso bloque quiral en la sintesis de diversos productos
farmacéuticos, tales como penicilinas, agentes antiobesidad, antitumorales y

cefalosporinas’.

Los procesos quimicos para la produccion de acido mandélico generalmente dan lugar a
la mezcla racémica D/L mandélico’™. Es por esto que se han desarrollado una serie de
estrategias biocataliticas para la obtencion de D-mandélico partiendo de la mezcla
racémica del mismo. Entre ellas resaltan la esterificacion enantioselectiva catalizada por
lipasas’®, la oxidacién enantioselectiva catalizada por 6xido-reductasas y la degradacion
enantioselectiva microbiana’’’. A nivel comercial, se ha potenciado el estudio de
nitrilasas para la produccion biocataitica de é&cido D-mandélico a partir de

mandelonitrilo™..

2.1.1.2 Acido lactico

El &cido léctico, asi como sus derivados (sales y ésteres) son ampliamente utilizados en
la industria, farmacéutica,textil, la agricultura, alimenticiacomo acidulante y conservante, en
la quimicacomo solubilizador y como agente controlador de pH en laproduccién de
pinturas y resinas’.

El 4cido L-lactico es el més ampliamente utilizado en la industria alimenticia y
farmacéutica ya que es mayoritariamente asimilada por el cuerpo humano mientras que
el D-lactico puede llegar a ser dafiino para el metabolismo humano y puede llevar a la
acidosis y decalcificacion™.

Aungue puede ser sintetizado quimicamente®

,actualmente, aproximadamente el 90 %
de &cido lactico es producido por la fermentacion microbiana. En este caso se requieren
etapas de purificacion que encarecen el proceso, las mismas incluyen etapas de
hidrolisis, esterificacion, y la destilacion. Generalmente se forman subproductos tales
como el etanol y el 4cido acético®.Estos procesos se han ido mejorando para producir

de manera selectiva uno de los dos estereoisdmeros de acido lactico.
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2.1.2 Sintesis de alfa hidroxiacidos mediante cascadas enzimaticas

Una corriente de cientificos de renombre mundial en biotransformaciones tal como
Kroutil, entre otros, estdn buscando alternativas biocataliticas para a sintesis de alfa-
hidroxiacidos opticamente puros. Recientemente se ha presentado una estrategia para la
sintesis de alfa hidroxiacidos a partir de L-aminoacidos mediante el uso de cascadas
enzimaticas en E. coli que expresaban enzimas recombinantes. Los L-aminoacidos eran
consumidos por una aminoacido deaminasa para dar alfa cetoacidos. Estos eran sustrato
de lactato deshidrogenasas expresadas en diferentes microorganismos. La reduccién
estereoespecifica dependia de la deshidrogenasa utilizada'®.Se encuentra reportada
ademas la co-expresion de estas enzimas en E. coli para lograr la sintesis en one pot a
partir de estas cascadas artificiales generadas. En estos estudios se logro la sintesis de

alfa hidroxiécido enantiomericamente puro®.

En el presente trabajo se utilizaron el &cido mandélico y lactico como alfa hidroxiacidos
modelo. A diferencia del trabajo realizado por Kroutil, la sintesis fue planteada in vitro
a partir de mezclas racémicas de aminoacidos. Esto fue abordado con enzimas en
solucion e inmovilizadas.

El sistema de sintesis planteado en este trabajo se compone de 4 enzimas comerciales de
diversos origenes y 1 enzima recombinante expresada en E coli(Figura 2.1): La primer
enzima del sistema, Racemasa, catalizara la racemizacion de mezclas de aminoacidos
(AA). Luego la D-Aminoé&cido oxidasaprovocara la deaminacion oxidativa de los D-
AA a o-cetoacidos. Esta reaccion generard perdxido como producto secundario el cual
pretendemos se descomponga por accién de una Catalasa. Una Lactato
Deshidrogenasacatalizard la reduccion de a-cetoacido a o-hidroxiacido utilizando
NADH como cofactor. Acoplaremos una Formato deshidrogenasaa esta reaccion para
regenerar el NADH consumido utilizando &cido formico como fuente de hidruros y asi

favorecer termodindmicamente la accién de la FDH.

56



Uso in vitro de sistemas enzimaticos inmovilizados

[-aminoacido

BsrV

OH

DAAO
)\N\R / /“\ — /l\
HOOG HOGE R HOOC R
D-aminoacido a-cetodcido a-hidroxiacido

NH,*
0, Y H,0, NADH NAD®

l cat U
H,O

FDH
H,0+C0, -——— HCOOH

Figura 2.1: Esquema de sintesis de alfa hidroxiacidos partiendo de una mezcla racémica de
aminoécidos.

A continuacion se describen las enzimas utilizadas:

- Racemasa (RAC) de Vibrio cholerae obtenida de forma recombinante en E. coli. Es
una racemasade amplio espectro con una alta homologia de secuencia con la alanina
racemasa principal de V. cholerae. Se encuentra reportado que la misma lleva a cabo la
racemizacion reversible de al menos 10 de los 19 aminoacidos quirales naturales
conocidos ademas de catalizar la racemizacion de varios aminoécidos que no son

normalmente incorporados en las proteinas®

- D-aminoécido oxidasa (DAAO, E.C. 1.4.3.3) de origen comercial: esta enzima es
capaz de llevar a cabo la deaminacion oxidativa de D aminoécidos®. En este proceso se
genera peréxido de hidrégeno como producto secundario. ES una enzima que ya ha
probado ser activa para una amplia gama de amino&cidos. Es utilizada en varios

procesos basados en tecnologia enzimatica ®°, como la produccién de alfa-cetoacidos

- Catalasa (EC 1.11.1.6) de origen comercial: Es una enzima que cataliza la
descomposicion del perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular. La
estequiometria de esta reaccion es un mol de agua y medio mol de oxigeno por cada mol
de peroxido consumido. Ya ha sido acoplada con éxito a la DAAO. El acoplamiento no
solo aumenta la vida util de la DAAO por eliminacion del perdxido sino que favorece la

actividad de DAAO por aumento de la concentracion de oxigeno in situ
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- Deshidrogenasas de origen comercial: en general las deshidrogenasas son enzimas que
catalizan dos tipos de reacciones, la oxidacion de un grupo alcohol a un grupo carbonilo
y la reaccién inversa de reduccion de un carbonilo a un alcohol. Estas enzimas
intervienen en importantes rutas de sintesis de gran demanda en la quimica moderna, en
quimica fina y farmacéutica, relacionadas con la sintesis altamente eficiente de
enantidmeros puros como alfa hidroxiacidos a partir de sustratos pro quirales ¥. La
principal caracteristica de estas enzimas es que requieren de un cofactor redox. El uso
de enzimas aisladas hace necesario el agregado de este cofactor como sustrato. En
nuestro caso particular se trabaja con la enzima L-lactato deshidrogenasa (E.C.
1.1.1.27), la misma requiere de NADH para su funcionamiento, por lo que se presenta la
necesidad del disefio de un sistema de regeneracion in situ del mismo, de tal forma que
siempre se encuentre disponible en el medio de reaccion. La inclusion de un sistema de
regeneracion de cofactor tiene sentidos desde un punto de vista termodindmico, cinético
y de costos ya que es necesario que el disefio y desarrollo de este sistema sea eficiente y
econémico®y resulta inviable la adicion del cofactor como sustrato al reactor. La
regeneracion de tipo enzimatica es el método mas reconocido para este propésito. Un
método altamente usado para la regeneracién enzimatica de la forma reducida del
cofactor es el uso de Formato deshidrogenasa (EC 1.1.99.33), esta enzima cataliza la
oxidacion del acido férmico con la reduccion concomitante del cofactor NAD(P)H.
Cuenta con la ventaja de que el acido formico es un sustrato de bajo costo, estable e
inocuo para las enzimas. El subproducto (didxido de carbono) es también inocuo y

puede ser facilmente eliminado de la reaccion.

El estudio de las enzimas del sistema se llevd a cabo en primer lugar en solucion con el
proposito de estudiar los pardmetros que podrian afectar las propiedades de las
diferentes enzimas y sus condiciones Optimas de reaccion Luego se procedio a la
inmovilizacion de cada una de las enzimas por separado para optimizar las condiciones
de inmovilizacion eintentar obtener preparados inmovilizados muy estables. Los
estudios de inmovilizacion fueron seguidos de la co-inmovilizacion la cual procuraba la
eliminacion de productos indeseados, la regeneracion de cofactores y una sintesis mas
eficiente de producto final. Para el uso in vitro del sistema acoplado para la sintesis de
acido mandélico, se partié del aminoéacido no natural fenilglicina y para la sintesis de

acido lactico se partio del aminoacido natural alanina.
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2.2 Resultados y Discusion

2.2.1 Uso in vitro de D-aminoéacido oxidasa, Catalasa y Racemasa en
solucion para la sintesis de alfa cetoécidos.

Como primer paso hacia la sintesis de alfa hidroxi &cidos, se estudioel acoplamiento de

las primeras tres enzimas de la via en solucion.

Se llevé a cabo el estudio de actividad de DAAO con alanina (Ala) y fenilglicina (Phg)
para la produccion de &cido piruvico y acido fenilglicolico. La actividad de DAAO de
diferentes origenes con aminoacidos naturales como la alanina ha sido estudiada tanto in
vivo como in vitro®®. Sin embargo, la actividad de DAAO con fenilglicina no se
encontraba reportada. En la figura 2.2 se observa que presenta actividad para ambos

aminoacidos.

Actividad DAAO (Ul/mL)

Figura 2.2: Actividad de DAAO frente a D-alanina y D-fenilglicina.

Se estudié la descarboxilacion oxidativa de D-Phg por DAAO soluble para dar acido
fenilglicdlico y peroxido de hidrogeno como producto secundario. La generacién de
peroxido de hidrogeno puede promover la descarboxilacion oxidativa de los alfa
cetoacidos generados a la vez que puede provocar oxidaciones inespecificas de residuos

aminoacidicos de la DAAO u otras enzimas del sistema, provocando su inactivacion®’.

En la basqueda de una estrategia para remover el peréxido de la mezcla de reaccion se
estudid en acoplamiento de la enzima CAT a la reaccion. Una ventaja adicional de
acoplar la CAT para la actividad de DAAO es el aumento de la concentracion in situ de

oxigeno, producto de la CAT y sustrato de la DAAO. Reportes previos indican que en
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quimica fina y en procesos industriales cuando se utiliza DAAO surge la necesidad de

agregar oxigeno a la reaccion (por burbujeo del reactor)®.

Se llevé a cabo entonces la conversion del aminoacido D-Phg por DAAO a su
correspondiente cetoécido, en presencia y ausencia de exceso de CAT (relacion en
unidades de enzima DAAO:CAT 1:10). Este aminoacido fue seleccionado para estos
ensayos debido a la facilidad de la deteccion por HPLC del acido fenilglicolico y del
acido benzoico producto de descarboxilacion del cetoacido. En la figura 2.3 se observan
los resultados de la deteccion por HPLC donde se cuantificé la cantidad de D-Phg que
era convertido a acido benzoico. Se observa que en los ensayos con DAAO en ausencia
de CAT se genera un 50 % = 0.02 de &c. benzoico a las 5 horas de transcurrida la
reaccion mientras que en presencia de esta enzima se detectd solamente 0,19 % + 0.001

de 4c. benzoico a las 20 horas de reaccion.
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Figura 2.3: Conversion de Phg en presencia de DAAO y DAAO/CAT (1/10). Se detectd la presencia de
acido benzoico por HPLC.

En la busqueda de optimizar la relacion de enzimas utilizadas en el ensayo, se testearon
dos proporcionesde unidades de enzima diferentes de DAAO:CAT, las mismas fueron
1:3 y 1.6 respectivamente. En la tabla 4 pueden observarse los porcentajes de
conversion obtenidos de cetoacido y el acido benzoicoa las 4 horas de ensayo. Puede
observarse como la generacién de &cido benzoico es casi nula en ambos casos y
mientras que la conversién a fenilglicolico (cetoacido) es superior a 60 %. Se

selecciond entonces la relacion 1:3 para futuros experimentos ya que minimiza la
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formacion de perdxido de hidrogeno, lo que podria aumentar la vida atil del catalizador

DAAO sin comprometer la cantidad de soporte ocupada por la enzima ‘“accesoria”

CAT.

Tabla 4:Conversion de Phg en presencia de DAAO y DAAQO:CAT (1:3y 1:6).

Relacién % Conversion a % Conversioén acido
DAAO:CAT acido benzoico fenilglicdlico
1:3 2.3+0.46 68.27 +1.1
1:6 04+0.3 79.4+25

Se llevé a cabo ademas el estudio de DAAO frente a cofactores y moléculas que
estarian presentes en la sintesis de hidroxiacidos una vez acopladas todas las enzimas de
la via, con el objetivo de descartar que los mismos interfieran con la generacion del

cetoacido deseado.

En primer lugar se estudié el efecto del NADH (cofactor de la enzima deshidrogenasa
encargada de la reduccion de cetoacido a hidroxiécido) en la actividad de DAAO. Para
esto se incub6 una solucién con DAAO y CAT (relacién 1:3) con Phg, en presencia y
ausencia de dos concentraciones diferentes de NADHdonde se observd que DAAO
en presencia de 2 mM de NADH generaba 10% menos cetoacido que en presencia
de 0.2 mM NADH bajo las mismas condiciones de ensayo (Figura 2.4 a). Se corrobor6
este fendmeno estudiando la actividad espectrofotométrica de DAAO donde se observo
que en presencia de 2 'y 0.2 mM de NADH la actividad de DAAO disminuy6 aun 2 %y
18 % respectivamente en comparacion con la actividad en ausencia de dicho cofactor
(Figura 2.4b). Por lo tanto lo que se observa es un efecto inhibitorio del NADH en la
actividad de la DAAO ya que la actividad sin NADH es significativamente mayor que
con NADH vy esto repercutird en la conversion final de la reaccion. Seria de interés
estudiar la reversibilidad de este efecto. El efecto inhibitorio de NADH sobre DAAONoO

tiene reportes previos en la literatura.
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Figura 2.4: Efecto del NADH en la actividad de DAAO. (a) Analisis por HPLC. Se cuantificd la
conversion a acido fenilglicélico por DAAO en presencia de NADH a diferentes concentraciones (b)
Analisis por espectrofotometria. Se mide la velocidad inicial de DAAO acoplada a HRP en presencia de
D-Ala y NADH a diferentes concentraciones.

El analisis por espectrofotometria fue también realizado para NAD+ donde se demostro
que el NAD+ no tenia un efecto apreciable en la actividad de la enzima (Figura 2.5).

100+ —T

504

% Velocidad inicial

Sin NAD+ NAD+ 0.2 mM NAD+ 2 mM

Figura 2.5: Efecto del NAD+ en la actividad de DAAO medida por espectrofotometria. Los ensayos se
realizaron incubando DAAO en ausencia o presencia de 0.2 y 2 mM de NAD+

El NAD+ no parece ejercer efectos adversos sobre la actividad de DAAO. Los
resultados obtenidos hicieron necesario mantener las concentraciones de cofactor
controladas durante la sintesis para no bajar la eficiencia del proceso por inhibicién de
la DAAO. A su vez la sintesis de alfa hidroxiacido debio ser testeada con NAD+
ademés de NADH.

Finalmente, se estudio el efecto del &cido férmico sobre la actividad de DAAO
(utilizado por la enzima formato deshidrogenasa para regenerar el NADH consumido en

la reaccion). Se llevo a el ensayo de actividad espectrofotométrico de DAAO en
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presencia y ausencia de 0.1 M de acido formico donde no se encontraron diferencias
significativas entre los ensayos lo cual indicé que el &cido formico no afectaba la

actividad de la enzima.

Como se indicié previamente, la enzima DAAO es capaz de llevar a cabo la sintesis de
alfa cetoacidos a partir de una amplia gama de aminoacidos. Sin embargo, esta enzima
es esteroespecifica de isomeros D de su sustrato. La sintesis a partir de isomeros
especificos aumenta mucho el costo del proceso. La utilizacion de mezclas racémicas de
aminoacidos para la sintesis de alfacetoacidos tendria un impacto econémico mucho
menor en los costos del proceso. Es por esta razdn que se incluyd en nuestro sistema
enzimatico una racemasa (RAC) que catalice la racemizacion de la mezcla de partida a

D aminoécidos capaces de ser oxidados por DAAO.

Se llevo a cabo un ensayo acoplado a DAAO, partiendo de Ly D Phgy L y D Ala, en
ausencia y presencia de RAC. Se observé que en presencia de RAC se logrd determinar
una actividad enziméaticade DAAO partiendo de L aminoacido en la solucion,

comparable a la observada para el D aminoacido (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Ensayo de acoplamiento de RAC y DAAO. Se observa como control la actividad de DAAO a
partir de L y D aminoacido sin RAC acoplada y ensayos con L- aminoacido con DAAO y RAC en
relaciones iguales de unidades de enzima.

En la figura 2.6 puede observarse como la RAC lleva a cabo la racemizacion exitosa de

los isdbmeros L, lo que permite que la enzima DAAO pueda llevar a cabo la
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descarboxilacion oxidativa de los isomeros D que se van generando. Estos resultados

ademés demuestran un buen acoplamiento entre ambas actividades enzimaticas.

2.2.2 Uso in vitro de Deshidrogenasas en solucion para la sintesis de alfa
hidroxiécidos
Se llevo a cabo el estudio de acoplamiento de dos enzimas en solucion para la sintesis

de alfa hidroxiacidos a partir de alfa cetoacidos y la regeneracion del cofactor utilizado.

La primer enzima en estudio, la lactato deshidrogenasa (LDH) realiza la reduccion de
alfa cetoécido a alfa hidroxiécidos utilizando NADH como cofactor. Se estudio la
actividad de L-LDH y D-LDH de masculo de rata con acido fenilglicdlico. Se parti6 de
cetoacido proveniente de la incubacién de RAC, DAAO y CAT con D/L Phg y de &cido
fenilglicdlico de origen comercial. En ninguno de los casos se logré detectar la
presencia del producto esperado &cido mandélico por HPLC. Se tested sin éxito la
actividad de una serie de deshidrogenasas alternativas, entre ellas alcohol

deshidrogenasas (de caballo y de levadura).

Estos resultados demostraron que las deshidrogenasas seleccionadas para sintesis no
fueron las adecuadas. Actualmente existe una Unica mandelato deshidrogenasa de
origen comercial que podria ser la adecuada para esta ruta sintética. El alto costo y baja
disponibilidad de la misma determind que los ensayos de acoplamiento de todas las
enzimas implicadas en la via de sintesis de AA a alfahidroxiacido, se continuaran

solamente con la sintesis a partir del aminoacido alanina.

Bajo la premisa de que la LDH es una deshidrogenasa que lleva a conversion reversible
de piruvato a acido lactico®, se planted entonces enfocar los estudios hacia la sintesis de
acido lactico partiendo de D/L alanina. Con el objetivo de obtener un producto final de
mayor valor agregado se llevo a cabo la sintesis estereoespecifica del isomero L del
acido lactico utilizando unicamente una L-LDH.

Como se mencion0 anteriormente, la LDH requiere de un cofactor NADH para la
conversion de piruvato a lactato. Dicho cofactor representa un alto costo para su uso en
reacciones in vitro a gran escala®. Se han desarrollado diferentes sistemas de
regeneracion para superar esta dificultad, como la regeneracion electroquimica, quimica
y fotoquimica®. Sin embargo, el uso de enzimas adicionales ha atraido mucha atencién

en los ultimos afos debido a varias ventajas: las condiciones suaves de reaccion,
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catalisis efectiva, alta selectividad, y la facilidad de monitoreo de reaccién®®. Los
cofactores de nicotinamida, NAD(P)(H), son los cofactores oxidorreductasa mas
utilizados. En particular el NADH puede ser regenerado usando formato
dehidrogenasas, glucosa deshidrogenasas (EC 1.1.1.47 %%
(EC 1.1.1.1)%".

El estudio de acoplamiento de FDH a deshidrogenasas para regeneracion de NADH ya

, 0 alcohol deshidrogenasas

ha sido ampliamente estudiado ®. En este estudio se parti¢ de una FDH de origen
comercial. De cara al acoplamiento de todas las enzimas del sistema en solucion, se
llevd a cabo un estudio de estabilidad de las deshidrogenasas frente a peréxido de
hidrdgeno.Los resultados obtenidos demostraron que una pérdida de 80% de actividad
para L-LDH y 20% para FDHen los primeros 30 minutos del ensayo cuando las
deshidrogenasas eran incubadas en presencia de 10 mM de H,O,(Figura 2.7 a y b).Estos
resultados demostraron la necesidad de incluir la catalasa en la via de sintesis no solo
por aumento de la estabilidad de la DAAO como se habia demostrado previamente, sino
también para impedir la inactivacion de LDH y FDH.
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Figura 2.7: (a) Estabilidad de FDH a 24°C, en presencia de H,0,, (b) Estabilidad de LDH a 24°C en

presencia de H,0,.

2.2.3 Uso in vitro de RAC, DAAO CAT, LDH y FDH para la sintesis de
L-acido lactico

Se procedio al acoplamiento de las enzimas del sistema en solucidn para la sintesis
estereoespecifica de acido lactico. Se llevo a cabo dicha sintesis a partir de una mezcla
racémica de D/L Alanina utilizando RAC, DAAO, CAT, FDH y L-LDH acopladas en
solucion en relacion de Ul 1:1:3:4:1. La relacion 1:3 DAAO y CAT fue elegida en base

a los resultados previamente obtenidos de desaparicion de productos secundarios no
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deseados. Por otro lado se selecciono una relacion 1:4 de LDH:FDH en base a estudios
recientes de la relaciéon de enzimas deshidrogenasas y el reciclado de cofactor donde se
establecié que biocatalizadores co-inmovilizados reciclaban cofactores (NADH y
NADPH) de manera mas eficiente que cuando se encontraban inmovilizados de manera
independiente. Este efecto llegaba a ser 6ptimo cuando se trabajaba entre 4 y 5 veces en
exceso de la enzima recicladora de cofactor®™. En vista de estos resultados se propuso
utilizar estas relaciones con las enzimas solubles para luego aplicarlas a los ensayos de

sintesis con enzimas co-inmovilziadas.

La reaccion se llevo a cabo a 25°Cen agitacion durante 24 horas. Se realizaron ensayos
paralelos con NADH y NAD'en la solucion. Esto se realizo debido a los resultados
previamente obtenidos de inhibicion de la actividad de DAAO en presencia de NADH

ademas de ser NAD+ un cofactor mas econdmicamente rentable.

En ambos casos se tomaron alicuotas a una serie de intervalos de tiempo desde 2 hasta
24 horas, se removieron las enzimas por precipitacion con TCA y se analizaron las
muestras por HPLC. Se observé que el control al cabo de 16 horas se mantiene
inalterado luego del proceso de agregado de TCA (Figura 2.8 a). En el ensayo realizado
con 0.2 mM de NADH se detecté un 37% + 4.8 de conversion a piruvato a las 16 horas,
sin embargo no se detecta acido L-lactico (Figura 2.8 b). Por su parte, en el ensayo con
NAD" se detectd un 67.5% + 3.6 de conversion a acido L-lactico a las 16 horas de
ensayo. Estos resultados podrian indicar que el efecto inhibitorio de 0.2 mM de NADH
afecta la velocidad de generacion del piruvato afectando por consecuencia la velocidad
global delproceso.Posiblemente la conversion a acido lactico en presencia de NADH

requiera mayores tiempos de incubacion.

En ambos casosse observd ademas la disminucion del area del pico correspondiente a
L—alanina. Esto implicaba una acoplamiento efectivo de la RAC y la DAAO ya que el
consumo de D AA por DAAO favorecia la racemizacion a D AA catalizada por la RAC
(Figura 2.8 c). Es importante destacar que el producto de la sintesis se detectd como un
unico pico cuyo tiempo de retencion corresponde con el estandar de L acido lactico

testeado lo que confirma que la sintesis dio lugar a un unico isémero del producto.
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Figura 2.8: Sintesis de L &cido lactico con enzimas en solucién. (a) Control tiempo 16 h, (b) Sintesis con
NADH 16 horas, (c) Sintesis con NAD+ 16 h.

Se confirmd entonces que las enzimas planteadas en este sistema fueron capaces de

trabajar in vitro para la sintesis esteroespecifica de L acido lactico.
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2.2.4 Inmovilizaciéon de enzimas del sistema de sintesis de alfa

hidroxiacidos.

La disponibilidad de biocatalizadores inmovilizados y estabilizados permite una mayor
eficiencia de los procesos catalizados con enzimas y disminuye los costos. La
insolubilizacion de las enzimas facilita su reuso si conservan actividad luego de un
primer round de sintesis, es decir, si son estables en condiciones de reaccion. Con el fin
de lograr una sintesis de hidroxiacidos mas eficiente, se abord6 la inmovilizacién de las
enzimas del sistema. Actualmente no hay informes de sintesis de alfa hidroxiacidos con
enzimas inmovilizadas. Las estrategias que se plantearon para este sistema fueron el
atrapamiento en nanoparticulas de silica biomimética y la union covalente multipuntual
en soportes glioxil-agarosa. El atrapamiento en nanoparticulas fue seleccionado bajo la
hipotesis de que el co-atrapamiento de las enzimas otorgaria una mayor proximidad
entre los sitios cataliticos que podria acelerar el proceso global.La union covalente a
soportes glioxil-agarosa fue seleccionado en base a que tres de las cinco enzimas del

sistema ya se reportaban estabilizadas en dicho soporte.

2.2.4.1 Inmovilizacion de RAC, DAAO y CAT

Se llevaron a cabo estudios de inmovilizacién por atrapamiento en nanoparticulas de
silica biomimética. El atrapamiento en silica ademas de acercar fisicamente a las
enzimas del sistema podria proporcionar estabilizacion como lo ha hecho para
numerosas proteinas®®. Adicionalmente, la co-inmovilizacién podria traer como
consecuencia un consumo mas eficiente del peréxido de hidrogeno generado en las
preparaciones inmovilizadas de DAAO y CAT, evitando su difusién hacia el medio de
la reaccion y aceleraria el reciclado de NADH del sistema L-LDH/FDH por la cercania
de las deshidrogenasas evitando también la difusion del NAD*.No se contaba con
reportes previos de inmovilizacion de ninguna de las enzimas del sistema en
nanoparticulas de silica biomimética por lo que se comenzd estudiando la
inmovilizacion de cada una de las enzimas por separado. La primera enzima en ser
testeada fue la DAAO. Se sintetizaron nanoparticulas en presencia de dos
concentraciones diferentes de DAAO(1,5 y 0,75mg/mL) y se obtuvieron porcentajes de
inmovilizacion de 62% + 3.2 y 40% + 1.6. Sin embargo, no se logré recuperar actividad
en la suspension. Estudios de actividad de DAAO en presencia de PEI indicaron que la

enzima no perdia actividad en estas condiciones por lo que estimamos que durante el
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proceso de inmovilizacion, ya sea la hidrélisis del TMOS o la interaccién de la enzima
con el soporte resultan inactivantes para la DAAO. El fracaso en la inmovilizacion de
esta enzima utilizando nanoparticulas de silica nos condujo a estudiar la estrategia

alternativa previamente planteada.

Dado los reportes previos de inmovilizacion y estabilizacion de tres de las enzimas del
sistema (DAAO, CAT y FDH)**% en soportes glioxil-agarosa, se selecciond esta
estrategia para testear las enzimas RAC y LDH. El uso de una Unica estrategia de
inmovilizacion/estabilizacion para todas las enzimas simplifica el control del proceso y
facilita el acoplamiento de las enzimas que necesariamente deben ser co-inmovilizadas:
DAAO/CAT y FDH/LDH.

La inmovilizacién en glioxil-agarosa se lleva a cabo mediante los grupos amino de
lisinas superficiales de las proteinas. Se estudid entonces la estructura tridimensional de
la RAC, la primera enzima del sistema, en busqueda de lisinas superficiales para
corroborar la factibilidad de la estrategia de inmovilizacion elegida. El anélisis se
muestra en la figura 2.9, donde se observa que existen una serie de lisinas (amarillo) en

la superficie de ambas subunidades de la enzima.

90°

Figura 2.9: Andlisis de estructura tridimensional de la RAC. En amarillo, residuos de Lys. Analisis
realizado en Pymol.

Se estudio la inmovilizacion de RAC en glioxil agarosa. Para esto se llevo a cabo la
incubacion de la enzima con el soporte a pH 10 y temperatura ambiente. Se monitore6
la adsorcion de la proteina al soporte mediante la medida de actividad en el
sobrenadante durante un periodo de 16 horas y se redujo con 1 mg/mL de borohidruro
de sodio durante 30 minutos a temperatura ambiente para generar enlaces covalentes
entre la enzima y el soporte. Se logr6 un 94.1% =+ 5.9 de inmovilizacién al cabo de 15

minutos, sin embargo, bajo estas condiciones, no se observd actividad apreciable en la
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suspension luego de ser reducida (3.95% £ 1.1). Se observé que la actividad de la
suspension disminuiadréasticamente luego de la reduccién con borohidruro sédico por lo
que se llevaron a cabo una serie de estrategias para suavizar las condiciones de
reduccion de manera de proteger a la enzima. Se teste6 la reducciona 0°C y una
concentracion 10 veces menor de borohidruro de sodio (manteniendo la cantidad total
del mismo en la reaccion). En ambos casos no se recuperé actividad en la suspension.

En la literatura se describen diferentes estrategias para la estabilizacion de enzimas.
Debido a que en general el paso limitante de la inactivacion involucra el desplegamiento
de la proteina, estrategias para estabilizarla se avocan a intentar disminuir o suprimir
este fendbmeno. Esto puede hacerse trabajando a temperaturas mas bajas y o0 a pH mas
moderados. Puede ademads intentarse estabilizar la estructura nativa de la proteina
mediante el uso de aditivos. Los aditivos pueden actuar estabilizando la conformacion
nativa o de manera inespecifica. Dentro de los aditivos que actlan sobre la
conformacién de la proteina se encuentran los sustratos, productos, cofactores,

inhibidores entre otros ademas de los polimeros, proteinas y carbohidratos'®.

Debido a que la RAC es una enzima piridoxal fosfato dependiente (PLP)®® se llevé a
cabo la incubacién de la preparacion inmovilizada con PLP durante luego del paso de
reduccion. De este modo se logrd recuperar el 100% de la actividad racemasa en la
preparacion inmovilizada.La caracterizacion de la preparacion inmovilizada generada se
llevé a cabo en contexto de tesis de grado del Lic. Alejandro Herrero del Instituto de
Catalisis y Petroleoquimica del CSIC, Madrid-Espafia. Sus resultados demostraron que
la RAC inmovilizada en glioxil lograba estabilizarse 767 veces con respecto a la enzima

soluble en experimentos de estabilidad térmica llevados a cabo a 50°C.

Se prosiguid entonces con la inmovilizacion y co-inmovilizacionen glioxil-agarosa de
DAAO y CAT con las condiciones previamente reportadas **%°. La estrategia de co-
inmovilizacion fue seleccionadapara estudiar si se lograba minimizar la concentracion
in situ de perdxido generado gracias a la conversion del mismo a agua y oxigeno por
CAT. Esto se llevo a cabo con el objetivo de minimizar a su vez la descarboxilacion del

cetoacido, y mantener la integridad de las enzimas del sistema.

Tanto DAAO como CAT fueron exitosamente inmovilizadas (%Il de 95+ 1.1y 99 £ 0.8
% respectivamente) y se recuperd un porcentaje de actividad en las preparaciones

inmovilizadas de 80 £ 5.5y 100 + 0.1 % respectivamente. La co-inmovilizacién se llevd
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a cabo en diferentes proporciones ya que se pretendia estudiar la relacion optima de
ambas enzimas en la sintesis de nuestro producto de interés. Asi, se prepararon
inmovilizados que contenian los siguientes excesos en unidades de enzima de CAT con
respecto a DAAO: 1:3 (%I DAAO 96 + 2.7 y CAT 100 £ 0.2 %), (%R DAAO 80 + 7.7
y CAT 48 £ 3.2) y 1:6 (%I DAAO 95 + 1.4 y CAT 100 £ 0.05 %), (%R DAAO 85 + 0.6
y CAT 50 £ 0.8).

2.2.4.2 Uso invitro de RAC, DAAO y CAT inmovilizadas y co-inmovilizadas.

Una vez obtenidos laspreparaciones con enzimas inmovilizadas y co-inmovilizadas se
prosiguio con las reacciones de sintesis decetoacido a partir de mezclas racémicas de
aminoéacidos. Estos ensayos se realizaron con Phg bajo el mismo criterio utilizado en las
enzimas en solucién, su facilidad de deteccion por HPLC. De manera anéloga a los
ensayos con enzimas solubles, se estudid la sintesis de acido benzoico y acido
fenilglicdlico con enzimas inmovilizados y co-inmovilizadas. A pesar de haber
determinado la relacién 1:3 de DAAO y CAT como Optima para las enzimas solubles,
se testearon las preparaciones inmovilizadas con relaciones 1:3 y 1:6 de enzimas
inmovilizados de manera independiente y co-inmovilizados para estudiar si se
presentaba un beneficio en la co-inmovilizacion a la hora de eliminar el peroxido de la

mezcla.

Los resultados del estudio de formacion de &cido benzoico en ausencia y presencia de
CAT se muestran en la Tabla 5. Puede observarse que la relacion 1:3 con enzimas co-
inmovilizadas probo6 ser suficiente para la eliminacion total del producto secundario no
deseado en tan solo 1 h de reaccién. Es precisamente en esta relacion que se observa un
beneficio en la co-inmovilizacién con respecto a los inmovilizados separados utilizados
en la reaccion. La co-inmovilizacion logra reducir casi 20 veces la aparicion del ac.
benzoico con respecto a las inmovilizadas por separado. Este resultado prueba un
acoplamiento mas eficiente de las enzimas inmovilizadas en proximidad (co-
inmovilizadas). Asi en los co-inmovilizados DAAO/CAT, la CAT destruye el peroxido
tan pronto es formado por la DAAO. En mezclas de inmovilizados separados, el
perdxido debe difundir fuera de la particula de agarosa y dentro de una nueva, en donde

estd inmovilizada la CAT, para ser destruido.
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Tabla 5: Estudio de conversion a &cido benzoico en reacciones con DAAO y CAT inmovilizadas por
separado, co-inmovilizadas y su comparacion con las reacciones en solucién.

Reaccion 1h % ac. Benzoico
DAO:CAT 1:3 soluble 28%0.1
DAO:CAT 1:3 inmovilizadas 1.8+0.05
DAO:CAT 1:3 co-inmovilizadas 0.1+0.02
DAO:CAT 1:6 soluble 0.7+0.1
DAO:CAT 1:6 inmovilizadas 0.1+£0.001
DAO:CAT 1:6 co-inmovilizadas 0.1+£0.001

En las mismas reacciones, se estudio la sintesis de cetodcido para cada caso. No se
encontré una diferencia importante entre las preparaciones inmovilizadas y co-
inmovilizadas, obteniéndose en todos los casos ~70% de conversion a las 4 horas de
reaccion (Figura 2.10 a y b).
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Figura 2.10: Conversion de Phg a cetoacido. Ensayos a 1, 2 y 4 horas con DAAO y CAT 1:3 y1:6 en
solucidn (s), inmovilizadas (i)y co-inmovilizaciones (co-i) en agarosa glioxil.
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Se selecciond para la sintesis de hidorxiacidoslapreparacion inmovilizada 1:3 co-
inmovilizada por ser la relacion que probo ser eficiente en evitar la formacion del acido
benzoico sin comprometer la sintesis de cetoacido. No se profundizd6 mas en la
caracterizacion de esta preparacion inmovilizadas ya que se encuentra reportada que es

estabilizante para las enzimas en estudio®®’

2.2.4.3 Inmovilizacion de L-LDH y FDH

La inmovilizacion de L-LDH y FDH se llevd a cabo en glioxil-agarosa para
compatibilizar la metodologia de inmovilizacion con las preparaciones inmovilizadas ya
obtenidos de RAC, DAAO y CAT. Este sistema bi-enzimatico acoplado pretendid llevar
a cabo la reduccion de cetoacido a a-hidroxiacido estereoespecifico y la regeneracion in

situ del cofactor utilizado de forma mas eficiente.

102,103

En general, los reportes de inmovilizacion de LDH son escasos , por lo que fue

necesario desarrollar un protocolo de inmovilizacién 6ptimo en glioxil-agarosa.

Como se mencion0d previamente, la inmovilizacién en glioxil-agarosa se lleva a cabo
mediante los grupos amino de lisinas superficiales de las proteinas. Se estudi6 entonces
la estructura tridimensional de la L-LDH, en basqueda de lisinas superficiales para
corroborar la factibilidad de la estrategia de inmovilizacion elegida. El analisis se
muestra en la figura 2.11, donde se observa que existen una gran cantidad de lisinas
(rojo) que recubre la superficie del tetrdmero lo cual la hace una buena candidata para

este tipo de estrategia.

Figura 2.11: Analisis de estructura tridimensional de la LDH. En rojo, residuos de Lys, en verde, N-
terminal. Analisis realizado en Pymol.

De forma analoga al desarrollo del protocolo desarrollado para RAC, se llevé a cabo la
incubacion de la enzima con el soporte glioxil-agarosa a pH 10 y 24°C. Se monitored la
adsorcion de la proteina al soporte mediante la medida de actividad en el sobrenadante

durante un periodo de 30 minutos y se redujo con 1 mg/mL de borohidruro de sodio
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durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se logré un 94 + 0.5 % de inmovilizacién
al cabo de solo 15 minutos de incubacidn, lo que era de esperarse dada la gran cantidad
de grupos Lys en superficie de la enzima. Sin embargo, bajo estas condiciones, no se
observo actividad apreciable en el inmovilizado luego de ser reducido (1%). Se observo
que la actividad de control conenzima en soluciona pH 10 se reducia drasticamente a
2.5% de su actividad inicial al cabo de 15 minutos. Evidentemente las condiciones de
incubacion de la enzima durante la inmovilizacion resultaban ser deletéreas. Se estudio
la inmovilizacion de la enzima a 4°C con la intencion de minimizar el efecto inactivante
del pH 10. En estas condiciones tampoco se recuperd actividad luego de la
inmovilizacion. Se procedid a estudiar la actividad de la enzima soluble a pH 10 en
presencia de una serie de potenciales estabilizantes: trehalosa, NADH, PEG vy piruvato.
Estas moléculas fueron elegidas debido a que como se menciond previamente sustratos
y cofactores (en este caso piruvato y NADH) ya han demostrado ser estabilizantes de

proteinas en condiciones adversas %1%

y a su vez carbohidratos y polimeros como
trehalosa y polietilenglicol (PEG) son ampliamente utilizados en estabilizacion de
enzimas para su almacenado, liofilizado, entre otras aplicaciones *°**%’. Como puede
observarse en la figura 2.12, tanto la trehalosa, NADH y PEG demostraron ser
estabilizantes cuando la enzima se incubaba a pH10, siendo la trehalosa la mas
eficiente, ya que resulto el Unico aditivo en el que se recuper6 el 100% de actividad
luego de 15 minutos de incubacion. Este tiempo fue seleccionado dada la répida

inmovilizacion de la enzima sobre glioxil agarosa.
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Figura 2.12: Estabilidad de LDH soluble (0.015mg/mL) en presencia de aditivos. La enzima fue
incubada durante 15 minutos en tampon 0.1M bicarbonato de sodio pH 10 a 4°C. Control, sin aditivos;
las concentraciones de aditivos utilizadas fueron 150mM de trehalosa, 0.1mM de NADH, 10mM de
piruvato, 5% de PEG
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Se llevé a cabo la inmovilizacion de LDH en glioxil-agarosa en presencia de los
estabilizantes antes propuestos y se observo que la trehalosa y el NADH dieron lugar a
las preparaciones inmovilizadas con mayor actividad recuperada(Tabla 6).

Tabla 6: Inmovilizacion en agarosa-glioxill de LDH. Condiciones: Control, enzima incubada sin

aditivos antes de reducir; trehalosa, 300 mM final; 0.1mM final de NADH; 10mM final de piruvato; 5%
final de PEG. Todas las inmovilizaciones fueron a 4°C.

Inmovilizacion %l %R
Control 93+1 6+0,5
Trehalosa 80,3£1.3 18+1
NADH 98,0+1,0 13,8+0,2
piruvato 100+0,5 2,5+0,2
PEG 98,8+1,0 10,1+1,2

El uso de NADH durante la inmovilizacién aumentaria mucho el costo del proceso, por
lo que se continué con los estudios con la preparacién inmovilizada generado con
trehalosa. Se testearon diferentes concentraciones de trehalosa intentando mejorar el
rendimiento de inmovilizacion obtenido. Asi, se probd la inmovilizacidn en presencia
de 75, 150 y 300mM de trehalosa. Para todos los casos se obtuvieron porcentajes de
inmovilizacion superiores a 80% y con 300mM de trehalosa se logr6 mejorar la
actividad recuperada luego de la inmovilizacién obteniéndose un 30% de rendimiento

en la suspension reducida (Tabla 7).

Tabla 7: Inmovilizacion de LDH en agarosa glioxil frente a diferentes concentraciones de trehalosa.

Inmovilizacion %l %R
75mM trehalosa 97.3+1 6+0.3
150mM trehalosa 80,3+1.3 18+1
300mM trehalosa 94.7£1,0 30.6+0,2

En un intento de mejorar ain mas el rendimiento obtenido, se realizé la inmovilizacion
contrehalosa 300mM modificando las condiciones de reduccion de 1 mg/mLde
borohidruro de sodio a 0.1mg/mL, con 10 veces més volumen de tampén. La
disminucion de la concentracién de este reactivo se llevé a cabo ya que el borohidruro

puede tener efectos deletéreos sobre las proteinas'®. Estos efectos pueden afectar la
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actividad o estabilidad de las preparaciones inmovilizadas. Bajo estas condiciones se

recuperd 72% de actividad en el inmovilizado LDH-glioxil-agarosa.

Una vez obtenidas las condiciones de inmovilizacion necesarias para recuperar
actividad en la preparacion inmovilizada, se llevaron a cabo una serie de ensayos de
union a glioxil-agarosa bajo diferentes condiciones de temperatura y tiempos de
incubacion. Estos parametros afectan el grado de union multipuntual entre enzima y
soporte, lo cual se ve directamente reflejado en la estabilidad delapreparacién
inmovilizada®. Se llevarona cabo 4 condiciones diferentes de incubacion previa a la
reduccion: 15 minutos y 16 h a 4°C, 15 minutos y 16 h a 24°C.Se observé que en todos
los casos se recuper0 actividad luego de la inmovilizacion a excepcion de la incubacion
de 16h a 24°C(Tabla 8) la cual se descart6 para futuros experimentos.

Tabla 8: Inmovilizacion en agarosa glioxil de LDH 0.015mg/mL proporcion 1:10 soporte:volumen con

150mM de trehalosa. Condiciones en que se realizd la inmovilizacién previo a la reduccion: 15 minutos
a 4°C; 15 minutos a 24°C; 15 minutos a 4°C mas 16hs a 24°C y 16 horas a 4°C.

condiciones de inmovilizacion %l %R

15 min 4°C 76+2 72+0,1
15 min 24° C 88.6+0,1 30.6+0.4
16 ha?24°C 96,0+0,2 1,4+0,2
16 ha4°C 98,2+0,6 50,0£0,1

Se llevaron a cabo ensayos de estabilidad a 50°C (Figura 2.13 a). Se ajustaron los datos
obtenidos a los modelos de decaimiento propuestos por Henley y Sadana'®. Se
determind la vida media de la enzima soluble (0.3 h) y de la preparacion inmovilizada
incubada 15 min a 4°C (2 h) donde se observa un factor de estabilizacion de 6.7 veces
de la preparacion inmovilizada con respecto a la enzima soluble. Las preparaciones
inmovilizadas incubadas 15 minutos a 24°C y 16 h a 4°C fueron los mas estables y no se
logré determinar la vida media en el transcurso del ensayo (Figura 2.13a). Se realiz
entonces la estabilidad de estas dos preparaciones inmovilizadas y la enzima soluble a
55°C para determinar la vida media de los mismos. Se determind la vida media de la
enzima soluble (0.03 h), de la preparacion inmovilizada incubado 15 min a 24°C (48 h)
y de la preparacion inmovilizada incubado 16 h a 4°C (3.6 h) donde se observé un factor
de estabilizacion de 1600 y 120 veces de los inmovilizados con respecto a la enzima
soluble. El inmovilizado incubado 15 minutos a 24°C se determind entonces como el

mas estable manteniendo el 50% de actividad luego de 50 h de ensayo (Figura 2.13 b).
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Figura 2.13: (a) Estabilidad de las preparaciones inmovilizadas a 50C. L-LDH soluble(e), LDH
condiciéon15 minutos a 4C (¢),LDH condicién 16hs a 4C (m) y 15 minutos a temperatura ambiente( A).
(b) Estabilidad de las preparaciones inmovilizadas a 55C. L-LDH soluble(e), LDH condicién 16hs a 4C
(w) y 15 minutos a temperatura ambiente( A)

Estos resultados sugieren que tal como ha ocurrido con otras enzimas®, a mayor
temperatura se favorece una unién multipuntual de la enzima con el soporte lo que
rigidifica la estructura enzimatica, estabilizandola frente a la enzima soluble (1600
veces). Los escasos reportes de inmovilizacion de LDH describen inmovilizaciones en
nanoclusters magnéticos, nanoparticulas de 6xido de cerio y nanorods de Oxido de
zinc?®21%311% - nicamente el trabajo con nanoclusters magnéticos reportan una
disminucion de la taza de inactivacion de la preparacion inmovilizada entre 5 y 7 veces

a 45°C%e,

El inmovilizado obtenido en nuestro trabajo logré una estabilizacion altamente
significativa con respecto a la enzima soluble que potencia su uso aplicado. En este
contexto se considerd necesario abordar la caracterizacion completa de la preparacion
inmovilizada. Esto fue llevado a cabo mediante el estudio de condiciones Optimas de

reaccion, estabilidad frente a pH y solventes organicos y parametros cinéticos.

En primer paso hacia la caracterizacion delapreparacion inmovilizada fue entonces
establecer silos parametros Optimos de reaccion de la enzima L-LDH se habian visto

modificados.

Para esto se prepararon suspensiones depreparacion inmovilizada LDH-glioxil y la

enzima LDH soluble en tampon fosfato de sodio 25mM pH 7.

Se midi6 la actividad a 24°C en tampén a diferentes pH de 3 a 11 para estudiar el pH a
la cual la actividad enzimatica es la dptima. Se midio velocidad inicial para cada caso y

se graficaron los valores como porcentaje del maximo de velocidad alcanzada. En la
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figura 2.14 se observa que los valores dptimos de reaccion se mantuvieron incambiados
(pH 6-7), sin embargo el rango de pH al cual la enzima es activa fue ampliado al estar
inmovilizada. La enzima inmovilizada es activa en un rango de pH de 3 a 9 mientras
que la enzima libre es activa en un rango de pH de 5 a 9. La inmovilizacion entonces
amplia la perspectiva de utilizacion de la LDH en conversiones que requieran llevarse a

cabo en pH mas extremos.
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Figura 2.14: pH dptimo para L-LDH. Enzima libre (®) y preparacién inmovilizada incubada 15 min a

4°C ().

Partiendo de las mismas suspensiones descritas previamente, se midio la actividad en un
rango de temperaturas de 25 a 90°C para estudiar la temperatura a la cual la actividad
enzimatica es la 6ptima. Se midié velocidad inicial para cada caso y se graficaron los
valores como porcentaje del maximo de velocidad alcanzada. En la figura 2.15 se
observa que el rango de valores Optimos para la reaccion de 37 a 70°C se mantuvo
incambiado cuando la enzima fue inmovilizada. Mientras que a temperaturas mas
elevadas (90°C) se observO actividad solamente en lapreparacion inmovilizada a
diferencia de la enzima soluble, donde la actividad es cercana a cero.
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Figura 2.15: Temperatura Optima para L-LDH. Enzima libre (®) y preparacion inmovilizada incubada
15 mina4°C (M.

Estos ensayos en conjunto indican que los parametros 6ptimos de reaccion se mantienen

incambiados, sin embargo el rango de actividad de la enzima se ve ampliado.

El estudio de estabilidad frente a pH se llevo a cabo resuspendiendo la preparacion
inmovilizada LDH-glioxil y la enzima LDH soluble en tampon a diferentes pH en un
rango de 3 a 11 y se midi6 el porcentaje de actividad remanente para cada caso al cabo
de 1 h de incubacion. En la figura 2.16 se observa como el rango de estabilidad fue méas
amplio para la enzima inmovilizada con respecto a la soluble. Lapreparacion
inmovilizada probd ser estable a pH de 3 a 10 mientras que la enzima soluble fue

estable en un rango de 5 a 9.
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Figura 2.16: Estabilidad de L-LDH frente a pH. Enzima soluble (A) y preparacion inmovilizada (.4)

El estudio de estabilidad frente a solventes organicos se llevd a cabo utilizando etanol

como solvente modelo. Para esto se resuspendid el inmovilizado LDH-glioxil y la
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enzima LDH soluble en tampén fosfato de sodio 25mM pH 7 conteniendo 30% de

etanol.

En la figura 2.17 se observa que al cabo de 10 minutos la enzima soluble se encuentra
totalmente inactiva mientras que la enzima inmovilizada mantiene el 75% de su

actividad inicial al cabo de 50 horas de ensayo.
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Figura 2.17: Ensayo de estabilidad de LDH en etanol 30%. (®)enzima soluble y (A) enzima

inmovilizada.

Se culmind la caracterizacion del inmovilizado obtenido con el estudio de los
parametros cinéticos de la enzima soluble y delapreparacion inmovilizadautilizando
acido piravico como sustrato. Este ensayo fue de especial importancia debido a que
cambios en la constante Ky significarian un cambio en la afinidad aparente de la enzima

por el sustrato.

Para este ensayo se parti6 de la misma cantidad de unidades de enzima en las
suspensiones de enzima soluble y preparacién inmovilizada. En la figura 2.18a y b se
observa que Kyno se ve significativamente modificada por lo que se podria afirmar que
la afinidad por la enzima por piruvato no se ve afectada luego de la inmovilizacién (0,13
+ 0,011 mM vy 0,1328 + 0,017 mM para enzima soluble e inmovilizada
respectivamente). Estos resultados indican la ausencia de problemas de transferencia de
masa en la preparacion inmovilizada lo cual es sumamente ventajoso para usoS
aplicados de la misma. El valor de Kcat disminuyé luego de la inmovilizacién de 276.5
+7.4s-1a170.7 £ 8.2 s-1 en concordancia con la perdida de actividad ocurrida durante

la inmovilizacion.
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Figura 2.18: Estudio de los parametros cinéticos de la enzima soluble (a) y de la preparacion
inmovilizada (b)

Reportes previos indican gue la enzima LDH es inhibida por piruvato, este fenémeno se
relaciona con la formacién de un complejo enzima-piruvato-NAD+*2 Durante el
estudio de pardmetros cinéticos se observo este fendmeno a mayores concentraciones de
piruvato. El estudio de la constante de inhibicién por piruvato en la enzima soluble y la
preparacion inmovilizada demostré un aumento de Kl para la LDH inmovilizada (5.67
+ 0.97 mM) en relacion a la enzima soluble (3,30 £ 0,36 mM). Es posible que la
inmovilizacion imponga restricciones estructurales que afectan a la afinidad por el
complejo inhibidor. El valor de KI 1.75 veces mayor en el caso de la enzima
inmovilizada implica un aumento en la concentracion de piruvato necesaria para generar
el mismo grado de inhibicion que a la enzima soluble. Esto representa una ventaja a la
hora de acoplar el sistema ya que aumenta el rango de concentracién de piruvato

generada in situ donde la enzima permanece activa.
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Figura 2.19: Estudio de Kl para L-LDH con piruvato. (a) enzima soluble, (b) preparacion inmovilizada.

2.2.5 Uso in vitro de preparados inmovilizados de RAC, DAAO/CAT y
LDH/FDH para la sintesis de L-acido lactico

Una vez que se obtuvieron los preparados de enzimas inmovilizadas, se procedié al
acoplamiento de los mismos para la sintesis estereoespecifica de acido lactico.

Se llevé a cabo dicha sintesis partiendo de una mezcla racémica de D/L Alanina
utilizando las preparaciones inmovilizadas de RAC, DAAO y CAT y FDH con L-LDH
en one pot. ElI inmovilizado de DAAO y CAT 1:3 se utilizd en base a los resultados
previamente obtenidos de desaparicion de productos secundarios no deseados. En el
caso del preparado de FDH y LDH se utilizd un inmovilizado en relacién 4:1%. La
reaccion se llevo a caboa 25°C en agitacion durante 48 horas. El estudio fue realizado
con NAD+ ya que fue el caso de éxito en la sintesis con enzimas solubles. Se tomaron
alicuotas a una serie de intervalos de tiempo desde 2 hasta 48 horas, en cada casoel

soporte fue removido por filtracion y se analizaron las muestras por HPLC.

En la figura 2.20 se observa el analisis por HPLC que a las 2 horas de reaccion se
observa 33% de conversién a L-acido lactico. Al igual que con las enzimas solubles, se
detecta un pico Unico que corresponde al tiempo de retencion del estandar de L acido
lactico y no a una mezcla de isomeros. Se alcanzo bajo estas condiciones, un maximo de

conversion de 46% a las 16 h de reaccion.
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Figura 2.20: Analisis por HPLC de la sintesis de L- acio lactico one pot con enzimas inmovilizadas.

Los resultados demuestran que todas las enzimas inmovilizadas del sistema propuesto son

capaces de acoplarse in vitro para la sintesis esteroespecifica del producto acido L-lactico.

Recientemente se ha presentado una estrategia para la sintesis de alfa hidroxiacidos a
partir de L-aminodcidos mediante el uso de cascadas enzimaticas en E. coli que
expresaban enzimas recombinantes. Los L-aminoécidos eran consumidos por una
aminoacido deaminasa para dar alfa cetoacidos. Estos eran sustrato por lactato
deshidrogenasas expresadas en diferentes microorganismos. La reduccién
estereoespecifica dependia de la deshidrogenasa utilizada. En estas condiciones se
lograron conversiones de entre 73 y 85% partiendo de concentraciones de 50 mM de L-
fenilalanina'.Se encuentra reportada ademés la co-expresion de estas enzimas en E. coli
para la sintesis en one pot de alfa hidroxiacidos enantiomericamente puro a partir de L-
aminoécido (100-200 m/m) con 71 a 96% de conversién®. Estas estrategias a pesar de
ser mas eficiente a la presentada en este trabajo, en términos de conversion a producto,
requiere pasos de purificacion del producto que incluyen altas temperaturas (218°C)
durante varias horas y pasos de acidificacion, extraccion y lavados con solventes™.El
modelo de sintesis aqui propuesto con enzimas inmovilizadas, aun cuando puede ser
optimizadopresenta la ventaja de no requerir pasos sucesivos de purificacion de
producto sino que el mismo es separado de los catalizadores mediante filtracion del
soporte. En cuanto a las cantidades de producto generado, resta alin por estudiar la
potencialidad de relsos de los inmovilizados y sintesis a mayor escala para poder
realizar comparaciones con los procesos que actualmente se utilizan para producir alfa

hidroxiacidos enantioméricamente puros.
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Capitulo 3

Uso in vitro de DEBS3 para la sintesis de poliquétidos

3.1 Introduccidén

Los poliquétidos son una clase de compuestos naturales y con una amplia diversidad
quimica de gran interés en el area de la medicina. Las drogas poliquetidicas incluyen
antibidticos, drogas anti-cancer, anti-parasitarias, antifdngicas, insecticidas e
inmunosupresores™.

El descubrimiento o disefio de nuevas o mejores drogas basadas en poliquétidos
constituye un area de investigacion muy intensa tanto en la academia como en la
industria**. La complejidad quimica de los poliquétidos impide, en la mayoria de los
casos, una sintesis quimica eficiente''®. Es por esto que la produccién heteréloga in vivo
de poliquétidos mediante ingenieria metabdlica de rutas biosintéticas, representa la
estrategia mas utilizada actualmente en la produccion de estos productos
naturales'*®'”.Sin embargo, esta estrategia cuenta con algunas limitaciones, tales como
la permeabilidad de sustrato limitada en la celula , la presencia de vias que compiten

con los controles regulatorios complejos y la toxicidad celular*'®**.

3.1.1 6-deoxieritronolida B sintasa (DEBS)

En la naturaleza, los poliquétidos son sintetizados por complejos enzimaéticos
denominados poliquétido sintasas (PKSs).Las PKSs de actinomicetes representan uno
de los ejemplos mas sofisticados de catalisis bioldgica y han atraido un intenso interés
tanto por si mismas como por el valor medicinal de muchos de sus productos®. En
términos de cantidad y actividad bioldgica, la fuente més rica de poliquétidos, son los
Actinomicetales que contienen PKS gigantes del Tipo I. Estos sistemas combinan varias
actividades enzimaticas individuales en modulos y actian a modo de linea de
ensamblaje molecular. Cada modulo lleva a cabo un ciclo de adicion a la cadena
poliquetidica la cual es luego transportada al médulo siguiente sin ser liberada al medio
en ningln momento. Estos sistemas enzimaticos estan constituidos por varios madulos
gue se asocian para formar una PKS gigante. Un ejemplo de esta organizacion es la 6-
deoxieritronolida B sintasa (DEBS)sintetizada por Saccharopolyspora erythraea. Este

complejo proteico de 2MDa es responsable de la biosintesis de la eritromicina (Figura
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xX). DEBS se encuentra conformada por 3 modulos homodiméricos: DEBS 1 (371
kDa), DEBS 2 (374 kDa) y DEBS 3 (332 kDa).

DEBS1 DEBS 2 DEBS 3
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Figura 3.1: Organizacion de la PKS productora de eritromicina, DEBS. EI complejo multienzimatico
consiste en seis modulos localizados en tres grande proteinas homodiméricas (DEBS1, DEBS2 y
DEBS3). AT, acyl transferasa, ACP, proteina transportadora de acilos, KS, queto sintasa, DH
dehidratasa. ER enoil reductasa, KR, queto reductasa. TE tioesterasa.

Esta linea de ensamblaje enzimética incorpora unidades extensoras derivadas de
metilmalonil-CoA (Figura 3.1). Cada médulo de DEBS esta programado para establecer
inequivocamente la funcionalidad y la estereoquimica en los atomos de a-y B-carbono
de la cadena del poliquétido creciente antes de que sea translocada al siguiente médulo.
Para ello, cada modulo de extension de cadena incluye un dominio catalitico
quetosintasa (KS), acil transferasa (AT), y una proteina portadora de acilo (ACP),
ademas de actividades enzimaticas que modifican la cadena en crecimiento, tal como
quetorreductasa (KR), deshidratasa (DH), y enoil reductasa (ER). La sintesis de
poliquétidos comineza con un dominio de carga (LD), y el producto 6-
desoxieritronolida B es liberado por un dominio tioesterasa (TE)*2*!2,

Debido a la naturaleza modular de estas sintasas, se ha centrado mucha atencion en la
posibilidad de generar nuevos antibioticos través de la manipulacion genética de los
dominios que la constituyen*?'®, La diversidad de estas moléculas puede ser ain
mayor mediante la alteracion del proceso de iniciacion de la cadena de manera que el
sistema acepte sustratos alternativos. Sin embargo, hay muchos factores que en conjunto

determinan la eficiencia con la que un analogo de sustrato puede ser utilizado por
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poliquétido sintasas en microorganismos genéticamente modificados, incluyendo
permeabilidad celular, toxicidad celular, susceptibilidad a la degradacion y la necesidad
de derivatizar el sustrato de modo de dirigirlo a una PKS™*.

Por lo tanto, resulta de gran interés el uso de enzimas purificadas in vitro como
alternativa para la sintesis de nuevos poligétidos. Recientemente se ha reportado el
acoplamiento in vitro de los tres médulos de DEBS en solucion™®*. El mismo se tested a
escala de laboratorio donde se llevo a cabo la sintesis de 6- Deoxieritronolida B.
Ademas, el uso in vitro de modulos individuales de DEBS también ya ha sido
previamente reportado. Se ha realizado el estudio de un derivado bimodular DEBS1-TE
in vitro con una serie de analogos de sustrato lo que permitio estudiar la especificidad

del sistema bimodular y la tolerancia a cambios estructurales en su sustrato™

.Y por
otro lado se estudid la optimizacion de la expresion heter6loga de DEBS3 mediante la
co-expresion de chaperonas GroEL/GroES®®. Este hallazgo facilita ampliamente su uso

in vitro para la sintesis de pequefios poliquétidos.

El estudio de estos complejos in vitro continua siendo un desafio debido a su baja
estabilidad en solucion™®. Es por esto que la inmovilizacion de poliquétido sintasas para

su aplicacion in vitro podria ser ventajosa para la estabilidad de las PKSs.

En esta seccion se llevaron a cabo estudios de inmovilizacion en nanoparticulas de silica
biomimética del sistema mini PKS DEBS3. La aplicacion in vitro de las preparaciones
inmovilizadas obtenidas podria facilitar el estudio de los mecanismos enzimaticos
involucrados, la evaluacion de la especificidad de los sustratos y la produccion de
diversos poliquétidos evaluar la especificidad de sustrato , y producir diversos

compuestos con posible actividad biolégica a partir de poliquétidos.

3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Expresion y purificacion de DEBS3

Se partieron de cepas liofilizadas de E. colitransformada con plasmido conteniendo la
secuencia de DEBS3*obtenidas del grupo del Prof. Leadlay del Departamento de
Bioquimica de la Universidad de Cambridge (Cambridge- Inglaterra).

DEBS3 fue expresada de forma heteréloga en E. coli BL-21 (DE3) con una cola de
His C-terminal (6x His-tag), fue purificada por cromatografia de afinidad con niquel

y cromatografia de intercambio ionico. Se realiz6 el intercambio a un tampon de
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actividad apropiado por gel filtracion y se culmind con la concentracion de la muestra a

valores de 10 mg/mL.

Se llevo a cabo el anélisis por SDS-PAGE de cada fraccion (Figura 3.2) donde puede
observarse una banda correspondiente a un PM de 300 KDa, el PM de la subunidades
de DEBS3, denotando la presencia de dicha proteina en la fraccion soluble de las
proteinas de E. coli, esto implica que la induccion fue exitosa. A suvez, durante la
purificacion, parte de la fraccion eluida de la cromatografia de intercambio ionico fue
ademas concentrada con un concentrador con membrana de corte de 100KDa con el
propésito de eliminar proteinas de menor peso molecular que co-purificaron. Sin
embargo, como se observa en la figura 3.2 la fraccién concentrada no aumento la
homogeneidad de la muestra sino que incluso podria haberse degradado la proteina de
interés en el proceso. Por esto se decidid utilizar la fraccion eluida previamente. La falta
de homogeneidad de la fraccion final puede ser mejorada mediante el uso de gradiente
en la etapa de elucion de los primeros dos pasos cromatograficos. Mediante el proceso
Ilevado a cabo en este trabajo se obtuvieron por cada litro de cultivo bacteriano 3.3 mg
de proteina en la fraccion final.
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Figura 3.2: Andlisis de expresion y purificacion de DEBS3. SDS-PAGE 10% (a) Carril 1, Sin inducir, carril 2,
fraccion insoluble, carril 3, fraccion soluble, carril 4 fraccion no unida en IMAC, carril 5, lavado 60 mM de imidazol
en IMAC, carril 6, eluido con 250 mM de imidazol en IMAC, carril 7 Marcador de peso molecular. (b) Carril 1,
fraccion no unida por adsorcion idnica, carril 2, eluido con 300 mM de NaCl, carril 3, fraccion gel filtrada y
concentrada, carril 4 maracador de peso molecular.
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3.2.2 Estudio de actividad quetoreductasa de DEBS3

Se llevo a cabo el estudio de actividad parcial de DEBS3 en solucion, la enzima fue

testeada en su actividad quetoreductasa (KR). La misma fue seleccionada ya que se
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contaba con un ensayo espectrofotométrico el cual permitia estudiar rapidamente la
actividad de al menos una de las entidades cataliticas presentes en el sistema. Los
primeros ensayos realizados no dieron lugar a medidas de actividad satisfactorias. Se
debieron optimizar los tiempos del proceso de purificacion, ya que los mismos
aparecieron como un factor clave para la recuperacion de actividad enzimatica. De este
modo se logré obtener una preparacion que constaba de0.08 Ul/mg para la actividad KR
en la muestra, estas unidades no necesariamente se corresponden con las unidades de
enzima del complejo en su totalidad. Se procedieron entonces con los ensayos de

inmovilizacion.
3.2.3 Inmovilizacion de DEBS3

Como se menciond previamente, la inestabilidad de las PKS limita su estudio in vitro.
Actualmente no hay reportes de inmovilizacion de PKS de tipo |, sin embargo se encuentra
reportada la inmovilizacion de PKS de tipo Il para la sintesis enzimatica de analogos
poliquetidicosdonde se evaluaron varios métodos de inmovilizacion de enzimas. Los
mismos incluian adsorcion fisica sobre silica, union covalente a silica funcionalizada
con glutaraldehido y agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS). En ninguno de los
casos se lograron mejoras en la estabilidad de las preparaciones inmovilizadas lo cual
generd la a hipotesis que residuos aminoacidicos cercanos al sitio de unién del CoA
interactuaban con el soporte bloqueando la unién al sustrato. Para evitar problemas de
bloqueo de union a sustrato las PKS fueron unidas a soporte por sus colas de histidina lo
cual dio lugar a complejos que mantenian el 80% de la actividad inicial y que
presentaban un 50% de actividad luego de 2 horas de reaccion.

Como estrategia de inmovilizacion para DEBS3 se propusoel atrapamiento en
nanoparticulas de silica biomimética (Figura 3.3). Esta estrategia fue elegida
principalmente debido a que DEBS3 al estar conformada por una serie de sitios
cataliticos contiguos, la inmovilizacion unipuntual o multipuntual podrian bloquear
dichos sitios, como se reportd en el caso de las PKS de tipo Ill. Esto podria traer como
consecuencia la inactivacion de dichos sitios y/o podria dificultar la transferencia de la
cadena en crecimiento. Se pretende mediante la inmovilizacion por atrapamiento lograr
la estabilizacion del catalizador sin bloguear sus sitios de unién a sustrato o impedir la
transferencia del mismo. Se genera a la vez la posibilidad de su reuso para la sintesis de

tricetolactona.
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Figura 3.3: Inmovilizacion para DEBS3 por atrapamiento en nanoparticulas de silica biomimética.
TMOS, tetrametil ortosilicato, PEI, polietilenimina.

El porcentaje de inmovilizacién obtenido por cuantificacion de proteinas fue de 77%z
4.5 mientras que por medida de la actividad quetoreductasa se obtuvo 56.8% + 1.1. Esta
diferencia en los porcentajes de inmovilizacion podrian deberse a que la muestra no se
encuentra pura. Se debe mejorar la estrategia de purificacion para obtener muestras de
mayor pureza de manera de obtener preparaciones enzimaticas mas cargadas de la
enzima deseada. En estos ensayos se obtuvo un 37.1% + 3.2 de rendimiento, el bajo
rendimiento podria deberse a una serie de factores, se podria estar frente a una
modificacion estructural que afecte la actividad KR del sistema, podria haber
impedimento esterico dentro de la nanoparticula que dificulte la unién del sustrato o
podrian haberse bloqueado algunos sitios con actividad KR.

De cara a un uso continuo o reuso de las preparaciones inmovilizadas, se deben mejorar
las condiciones de inmovilizacidn para obtener mejores rendimientos.

Los ensayos presentados ensayos representan el primer reporte de esta clase de
complejos enzimaticos inmovilizadospor lo que se llevé a cabo el estudio de la
estabilidad de los mismos de modo de conocer si es esta efectivamente una estrategia
estabilizante.

El estudio preliminar de la estabilidad térmica de las preparaciones inmovilizadas puede
observarse en la figura 3.4 donde se observa que a 30°C la enzima inmovilizada es méas
estable que la enzima en solucion. Este ensayo demuestra que el atrapamiento en

nanoparticulas de silica biomimética podria ser una estrategia estabilizante.
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Figura 3.4: Estabilidad térmica de DEBS3 soluble ( ®) e inmovilizada (#) a 30°C.

El uso in vitro de este inmovilizado requiere una caracterizacion méas profunda del
efecto de la inmovilizacion en sus sitios cataliticos parciales. En el contexto de este
trabajo aun no se ha alcanzado un anélisis del preparado inmovilizado satisfactorio
previo a la sintesis del producto de las actividades concertadas. Sin embargo se
considera que se ha podido proponer una estrategia de insolubilizacién para un sistema
enzimatico extremadamente complejo. Esto ha abierto la posibilidad de numerosos
estudios adicionales que en este momento se encuentran en proceso. Asi por ejemplo,
debe evaluar metodologias para el estudio de las demas actividades parciales del sistema
a modo de tener informacion mas globalizadora del efecto de la inmovilizacién en la

proteina en su totalidad.
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Conclusiones

Se logré inmovilizar y estabilizar las 5 enzimas necesarias para la sintesis de alfa
hidroxiacidos. Esto se alcanzd utilizando la estrategia de union covalente multipuntual
sobre glioxil-agarosa para las 5 enzimas, lo que facilita el proceso de inmovilizacion y
aplicacion biocatalitica de los derivados por unificacion de la estrategia de union y uso

de un solo tipo de soporte en el proceso.

En el caso particular de la LDH, se abordd su insolubilizacion mediante un enfoque de
ingenieria de inmovilizacion, en el que debieron variarse condiciones tales como
tiempo, temperatura, aditivos, concentracion de reactivos etc, para lograr preparados

inmovilizados activos.

El preparado inmovilizado Optimo de LDH fue caracterizado en profundidad,
lograndose una estabilizacion sin precedentes para LDH de 1600 veces con respecto a la

enzima soluble.

Se logré acoplar las enzimas de la via de sintesis de acido L-lactico propuesta tanto en
solucion como inmovilizadas probando su utilidad en esta conversion. El acoplamiento
multienzimatico permitié obtener un 33% de conversion de una mezcla 10 mM D/L

alanina al producto estereoespecifico en las primeras 2 horas de reaccion.

Con respecto al sistema enzimatico para la sintesis de la butirosina B, se logré expresar

de manera recombinante y purificar parcialmente todas las enzimas de la via.

Se propuso una estrategia de inmovilizacion en nanoparticulas de silica para esta via.
Para ello se debi6 optimizar la sintesis del soporte. Se logré caracterizar fisicamente el
soporte. Ademas, se encontraron condiciones que mejoraron la homogeneidad de las
nanoparticulas y redujeron su tamafio aumentando asi el area superficial disponible para

la inmovilizacién de las enzimas en superficie.

El acoplamiento in vitro de las 8 enzimas implicadas en la via de la butirosina B no fue
exitoso por lo que se selecciond una estrategia alternativa quimio enzimatica. En esta se
utilizé un sustrato sintético para desafiar a BtrH y lograr la sintesis de butirosina B

mediante acoplamiento con BtrG.
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BtrH resulto activa frente al sustrato sintético. Sin embargo, no se logrd sintesis de
butirosina cuando se acopld a BtrG en solucion, coincidiendo con lo reportado en

bibliografia.

Se abordd la inmovilizacion de BtrG y BtrH utilizando diferentes estrategias de
asociacion a las nanoparticulas de silica: union covalente en superficie y atrapamiento
fisico. Con ambas estrategias se lograron inmovilizados y co-inmovilizados con buenos

rendimientos de inmovilizacion.

La inmovilizacion permitié el acoplamiento de BtrH y BtrG in vitro para la sintesis de
butirosina B. Bajo las mismas condiciones de reaccion en las que las enzimas solubles
no lograron conversion a butirosina B, la sintesis utilizando co-inmovilizados ya sea

atrapados o unidos en superficie mostro la presencia del producto deseado.

Acerca de los resultados obtenidos para DEBS3 se puede concluir que se ha logrado
reproducir la expresion y purificacion una de los sistemas enzimaticos mas complejos

de la naturaleza.

El seguimiento de la actividad parcial cetoreductasa permitié obtener por primera vez

preparados inmovilizados de este complejo con buenos rendimientos.

La estabilidad de la KR inmovilizada dentro del complejo fue mejorada con respecto a
la que se encontraba en solucion. Esto podria indicar una mayor estabilizacion del
complejo en su conjunto, sin embargo no es posible arribar a tal conclusién sin realizar

experimentos adicionales de la actividad global de DEBS3.

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen la base de futuros estudios que
optimicen la inmovilizacion del complejo facilitando la sintesis de triketolactonas con
DEBS3 inmovilizada.

Como conclusion globalizadora de este trabajo de Maestria se puede indicar que varios
de los resultados aqui presentados se cree que constituyen un aporte importante en areas
tales como biocatalisis, enzimologia y tecnologia enzimética. Para lograrlo se ha
abordado la expresion y purificacion de enzimas, la sintesis quimica y el disefio de
reacciones biosintéticas in vitro que se considera de complejidad por involucrar varios
catalizadores en simultaneo. Este trabajo ademés ha sentado las bases para el desarrollo

de nuevas lineas de investigacion en el laboratorio donde se ha desarrollado
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Anexo

6.1 Analisis por NMR de las etapas de sintesis de y-Glu-AHBA-SNAC
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Figura 6.1: NMR de compuesto F. 1IHNMR esperado segun lo previamente descrito: (250MHz, D20)4:1,72 (1H, m)
1.86 (3H, s), 1.92 (1H, m), 2.09 (2H, m), 3.24 (2H, m), 3.29 (2H, m),3.88 (1H, t, J=6.3 Hz), 4.22 (dd, J1= 3.9 Hz,

J2= 9 Ha).

6.2 Estudio por LC-MS de sintesis de butirosina B con BtrH y BtrG
inmovilizadas

Las muestras fueron numeradas de la siguiente manera:
Muestra 1 Control de ribostamicina incubada con nanoparticulas de silica
Muestra 2 Reaccion con enzimas en solucion

Muestra 3 Reaccion con enzimas co-atrapadas

Muestra 4 Reacci6n con enzimas atrapadas

Muestra 5 Reaccion con enzimas co-inmovilizadas en superficie

Muestra 6 Reaccion con enzimas inmovilizadas en superficie

103



Tesis de Maestria en Quimica Lic. Erienne Jackson

0.94 Range: 1.542e+2

040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Figura 6.1: Cromatograma de la muestra 1.
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Figura 6.4:Cromatograma de la muestra 4
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Figura 6.5:Cromatograma de la muestra 5
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Figura 6.6:Cromatograma de las muestra 6

Se muestran a continuacion las masas correspondientes a los picos a 0.93, 2,64 y 1,28
min donde esperamos encontrar ribostamicina (masa esperada 455), Glu-butirosina B
(masa esperada 685) y butirosina B (masa esperada 556) respectivamente.

6.2.1 Analisis de las masas encontradas a 0.93 min
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Figura 6.7: Muestra 1
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Figura 6.11: Muestra 5
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Figura 6.12: Muestra 6

6.2.2 Anadlisis de las masas encontradas a 2.64 min
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Figura 6.13: Muestra 1
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6.2.3 Analisis de las masas encontradas a 1.28 min
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Figura 6.24: Muestra 6
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