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Resumen general

Los compuestos aminados son de gran interés industrial y tienen una gran demanda sobre
todo en la industria alimentaria, farmacéutica y agroquimica. La sintesis de estos compuestos
se realiza por métodos quimicos, por fermentacion (especialmente en el caso de los

aminoéacidos) o por biotransformacion.

La sintesis de compuestos aminados por biotransformacion mediante células y/o enzimas ha
ganado terreno frente a los métodos quimicos convencionales debido a la gran eficacia
catalitica de los biocatalizadores, a su alta especificidad y selectividad, a su capacidad para

operar en condiciones moderadas (pH, temperatura, etc.) y al menor impacto medioambiental.

El presente trabajo de tesis doctoral es un aporte al desarrollo de procesos biocataliticos para
la sintesis de compuestos aminados de interés industrial como son los aminoacidos L-
fenilalanina, L-aspartato y f—aminobutirato; y las aminas arométicas 1-feniletilamina y 3-

amino-1-fenilbutano.

Para la sintesis del aminoacido aromatico esencial L-fenilalanina (Phe) se establecieron dos
métodos enzimaticos. En el primero, se sintetizé Phe a partir de fenilpiruvato y L-aspartato
empleando como biocatalizador L-aspartato transaminasa (AAT) de corazdén porcino
inmovilizado. Se optimizaron los métodos de inmovilizacion de AAT por enlace covalente en
los soportes Eupergit® C y MANA-agarosa y por atrapamiento en LentiKats®; y tanto el
enzima soluble como los biocatalizadores inmovilizados resultantes se emplearon en la
sintesis de Phe. La inmovilizacién en Eupergit® C y LentiKats® permiti6 mejorar la
estabilidad del enzima AAT, asi como alcanzar rendimientos de reaccion de sintesis de Phe
superiores al 70% (capitulo 2). Ademas se establecié un método de sintesis multienzimatica
“one-pot” de Phe empleando como sustratos fenilpiruvato y fumarato, para lo que se
acoplaron las reacciones catalizadas por los enzimas aspartasa (AspB) y transaminasa (AT).
Se determind la compatibilidad de los enzimas en las condiciones de reaccion (pH 7,5y 37°C)
y se establecieron las concentraciones Optimas de los sustratos (0,15 M de fumarato, 0,3 M de
NH4Cl y 0,1 M de fenilpiruvato) y de los enzimas (0,3 U de AspB/mL y 2 U de AT/mL). En
estas condiciones, el rendimiento global de reaccion fue de 80% (capitulo 4).

Para la sintesis de L-aspartato (Asp) se utilizo el enzima L-aspartato amonio liasa o aspartasa
(AspB) de Bacillus sp. YM55-1 parcialmente purificado. El enzima se inmovilizé en los
soportes Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats®. Los biocatalizadores inmovilizados

permitieron la sintesis de altas concentraciones de Asp (> 60 g/L). Ademas, el enzima
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inmovilizado se reutilizé eficientemente en la sintesis del aminoacido, manteniendo alrededor

del 90% de su actividad inicial al cabo de 5 ciclos de reaccion en todos los casos (capitulo 3).

La sintesis de las aminas arométicas 1-feniletilamina (FEA) y 3-amino-1-fenilbutano (AFB)
se llevo a cabo utilizando biocatalizadores (células y/o enzima parcialmente purificado) con
actividad w-transaminasa (o—TA). Se establecié un método de permeabilizacién de las
membranas de células —TA utilizando bromuro de cetrimonio (CTAB). Las células o—TA
se inmovilizaron por atrapamiento en el soporte LentiKats® con un 100% de retencién de su
actividad catalitica. El enzima o—TA se inmoviliz6 en varios soportes, obteniéndose los
mejores resultados en Eupergit® CM y LentiKats®. La inmovilizacién en LentiKats®, tanto de
células (no permeabilizadas y permeabilizadas) como del enzima, permitié la reutilizacion de
los catalizadores hasta en 5 y 10 ciclos de sintesis de AFB, manteniendo alrededor del 80 y
70% de la actividad inicial, respectivamente (capitulo 5).

Por altimo, se comprobd que el enzima aspartasa mutado (AspB-C6) a partir de AspB,
cataliza la reaccion de aminacion regioselectiva del acido crotonico para producir
B—aminobutirato. Este enzima se inmovilizé en los soportes Eupergit® C y MANA-agarosa
segun los métodos de inmovilizacidn establecidos para el enzima AspB en los mismos
soportes. Se obtuvieron rendimientos de inmovilizacién similares pero las actividades

retenidas fueron significativamente inferiores para AspB-C6 que para AspB (capitulo 6).

El presente trabajo de tesis se enmarca dentro del proyecto europeo “Implementation of an
enzyme engineering technology platform for the provision of tailor-made enzymes for
biocatalytic synthesis” (ERA-IB Eng Biocat), que se desarrolld durante el periodo

comprendido entre marzo de 2009 y marzo de 2012.
Parte de este trabajo se realiz6 en colaboracion con diferentes instituciones europeas:

Los enzimas recombinantes aspartasa (AspB), w—transaminasa (o—TA) y aspartasa mutado
(AspB-C6) fueron clonados en E. coli BL21(D3) por la compafia c-LEcta (Leipzig,

Alemania) quien suministrd las cepas y plasmidos.

El enzima transaminasa empleado en la sintesis multienzimatica de L-fenilalanina fue
proporcionado por el profesor Timo Korpela y la Dra. Elvira Khalikova del Laboratorio “Joint

Biotechnology” de la Universidad de Turku, Finlandia.
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Asimismo, parte de la experimentacion relacionada con la sintesis de aminas aromaticas
mediante células @—TA inmovilizadas en LentiKats® se realizé en las instalaciones del grupo
de investigacion PROCESS del Departamento de Ingenieria Quimica y Bioquimica de la
Universidad Técnica de Dinamarca, a cargo del profesor John Woodley y bajo la supervision
del Dr. P&r Tufvesson.
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Obijetivos

El objetivo global del presente trabajo de tesis es establecer procesos biocataliticos para la
sintesis de los aminoacidos L-fenilalanina, L-aspartato y p—aminobutirato, y de las aminas
aromaticas 1-feniletilamina y 3-amino-1-fenilbutano, usando biocatalizadores con actividad
transaminasa y amonio liasa inmovilizados por técnicas de formacion de enlaces covalentes

(en el caso de enzimas) y por atrapamiento (tanto de enzimas como de células).

Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

-Establecer dos métodos enzimaticos para la sintesis del aminoacido aromatico esencial L-
fenilalanina (Phe); el primero, usando como biocatalizador L-aspartato transaminasa (AAT)
de corazon porcino inmovilizado; el segundo, mediante un método de sintesis multienzimatica

catalizada por L-aspartato amonio liasa (aspartasa, AspB) y transaminasa (AT).

-Establecer un método enzimatico para la sintesis de altas concentraciones del aminoacido L-
aspartato usando como biocatalizador L-aspartato amonio liasa de Bacillus sp. YM55-1
(AspB) inmovilizado.

-Establecer un método de sintesis de las aminas aromaticas 1-feniletilamina (FEA) y 3-amino-
1-fenilbutano (AFB), usando como biocatalizadores células con actividad o—transaminasa

(o—TA) inmovilizadas y el enzima o—TA inmovilizado.

-Inmovilizar el enzima aspartasa mutado (AspB-C6, a partir de AspB) por extrapolacion de
los métodos de inmovilizacion establecidos para AspB y sintetizar B—aminobutirato utilizando
AspB-C6.
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1.1. Biotransformacion

El término biotransformacion, biocatalisis o bioconversion hace referencia a las reacciones
quimicas que tienen lugar mediante la accion de catalizadadores de origen biologico o
biocatalizadores. Los biocatalizadores pueden ser células (bacterias, hongos, etc.), enzimas

y/0 sistemas enzimaticos.

Los biocatalizadores presentan una serie de ventajas frente a los catalizadores convencionales

no bioldgicos usados en la industria:

i) Debido a su origen bioldgico, los biocatalizadores actan en medios acuosos y condiciones
suaves de temperatura (20 - 40°C), de pH (5 - 7) y de presién (atmosférica), con excepcion de
los biocatalizadores de origen extremofilo (termdfilos, psicréfilos, hal6filos, barofilos, etc),

que pueden actuar en condicién mas extremas segln sus caracteristicas particulares [1].

ii) Presentan gran actividad catalitica y por lo general tienen gran especificidad por el sustrato
y elevada selectividad respecto a la reaccion que catalizan; como consecuencia se reduce la

formacion de subproductos por reacciones colaterales [2].

iii) Son biodegradables, por lo que disminuyen el impacto medioambiental de los procesos

que catalizan.

Todas estas ventajas contribuyen al ahorro del consumo de agua, energia y materias primas y
a la reduccion de los costes de operacion y de tratamiento de residuos, lo que permite
incrementar el rendimiento de los procesos y reducir considerablemente los costes finales

asociados a la sintesis del producto de interés [3].

La aplicacién de células y/o enzimas juega un rol importante principalmente en la industria
quimica, agroquimica, farmacéutica (sintesis de farmacos o intermediarios), alimentaria y
textil, asi como en el tratamiento de residuos (domésticos y/o industriales) [4]. Sin embargo,
deben tenerse en cuenta algunas consideraciones generales para poder justificar el uso de
biocatalizadores como la mejor alternativa [5]:

i) El proceso debe ser econdmicamente viable; por ejemplo, en la industria farmacéutica se
recomienda que la concentracion final del producto esté en el rango de 50 — 100 g/L y que la
relacién entre el peso de producto y el peso de biocatalizador debe ser al menos 1000 si se

emplean enzimas y de 15 para células.
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ii) En el caso de que se requieran productos con una funcion bioldgica determinada (farmacos,
alimentos, etc.) y con una estereoquimica definida, éstos deben tener un exceso enantiomeérico

como minimo del 98%.
1.1.1. Células como biocatalizadores

Muchos microorganismos (bacterias, hongos o levaduras) han sido utilizados desde la
antigiiedad en la elaboracion de vino, cerveza, pan, etc. Actualmente, el uso de
microorganismos a nivel industrial se lleva a cabo con mucho éxito en la produccion de

compuestos tales como antibioticos, alcoholes, esteroides, amino&cidos, etc [6].

La aplicacion de células como biocatalizadores constituye una excelente alternativa frente al
empleo de enzimas, especialmente desde el punto de vista econdmico. El coste total del
proceso suele ser menor que el de los procesos catalizados por enzimas, pues se evitan los
pasos de purificacion de éstos, que suelen ser tediosos y a menudo implican un alto coste [5,
7]. Por otra parte, la maquinaria enzimatica/metabélica de la célula permite llevar a cabo
reacciones de sintesis en cascada o favorecer la eliminacion de sub-productos de reaccion.
Ademas, la aplicacion de células facilita la regeneracion in-situ de cofactores (ej. NADH,
NADPH, etc.) evitandose el uso de reacciones enzimaticas acopladas que son necesarias
cuando se utilizan enzimas dependientes de cofactor como deshidrogenasas (dependientes de
NADH). Por ultimo, las células se pueden separar al final del proceso (por centrifugacién o

filtracion) lo que permite su reutilizacion y facilita la recuperacion del producto final [8].

Sin embargo, el uso de células puede implicar un incremento de reacciones colaterales y
formacion de productos no deseados. Ademas, las células son sensibles a la presencia de altas
concentraciones de sustratos o productos y a la presencia de disolventes organicos, por lo que

su uso se limita a medios acuosos [5, 8].

Otro inconveniente del uso de células como biocatalizadores es la baja velocidad a la que
catalizan las reacciones, que usualmente es de 1 6 2 6rdenes de magnitud menor que la
velocidad de las reacciones catalizadas por los enzimas aislados. Esto estd asociado
directamente a la estructura de las membranas celulares que actian como una barrera
semipermeable, dificultando la difusion de los sustratos del medio hacia el interior de la célula

y de los productos hacia el exterior [9].

En general, las bacterias estan constituidas de dos membranas denominadas interna y externa

(Figura 1.1). En el caso de las bacterias gram-negativas como Escherichia coli, la membrana
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interna consiste en una bicapa fosfolipidica de caracter netamente hidrofébico. Las moléculas
hidrofobicas pueden atravesarla sin mucha dificultad, mientras que las moléculas hidrofilicas
(como por ejemplo algunos aminoacidos o azucares) lo hacen a través de proteinas integrales
de membrana que actuan como transportadores especificos. Por otro lado, la membrana
externa esta constituida por lipopolisacaridos (LPS) y es de caracter anfifilico, de modo que
dificulta el paso tanto de moléculas hidrofilicas como hidrofébicas. Esto afecta especialmente
a aquellas moléculas que no son esenciales para la célula, puesto que los compuestos
esenciales (azlcares, aminoacidos, iones, etc.) entran por difusion facilitada a través de

canales especificos o porinas [10, 11].

Figura 1.1. Estructura de la pared celular de bacterias gram-negativas (ej. Escherichia coli).

El tratamiento de células con agentes permeabilizantes de las membranas constituye una
solucion al problema de la lenta o pobre difusion de los sustratos a través de las membranas,
con lo cual se logra incrementar la velocidad de reaccion. De manera general, los agentes

permeabilizantes actlan sobre la estructura de las membranas causando un cambio

10
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conformacional de las mismas, haciéndolas mas fluidas y menos resistentes al paso de

moléculas (ej. sustratos usados en las reacciones de sintesis) [9].

La permeabilizacion de células se puede realizar usando agentes de diferentes caracteristicas,
tales como: disolventes organicos (ej. etanol y alcohol isopropilico), detergentes o
surfactantes (ej. Triton X-100 y bromuro de cetrimonio - CTAB) o altas concentraciones de
sales (ej. NaCl). Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito un protocolo unico para la
permeabilizacion de células. EI método seleccionado dependerd principalmente del tipo de
células y del proceso en el cual se utilizaran las células permeabilizadas; y se definira
mediante parametros tales como: el tipo de agente permeabilizante, la relacion entre las
concentraciones de células y del agente permeabilizante, tiempo de contacto, temperatura, etc
[9, 12-14].

1.1.2. Enzimas como biocatalizadores

Actualmente, alrededor de 500 productos comercializados son producidos utilizando enzimas,
cuyo campo de aplicacion estaria distribuido segun la Tabla 1.1 [15]. EI mercado mundial de
enzimas alcanzé 3700 millones de délares en 2006 y se increment6 hasta 5100 millones en

2009, lo cual demuestra el creciente interés por este tipo de productos y procesos [16].

Tabla 1.1. Mercado mundial de enzimas [15].

Industria Me((t;/((:)z;ldo
Alimentacion 45
Detergentes 34
Textil 11
Cuero 3
Farmacéutica, papel, otros 7
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Los enzimas usados en los diferentes campos ya mencionados son basicamente de origen

bacteriano y fungico. Algunos ejemplos se muestran en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Fuente de enzimas utilizados en diferentes industrias [16].

Enzima Fuente Microgrganismo Aplicaci.c’)n
(género) industrial

o—amilasa Bacteria Bacillus Panaderia
Asparginasa Bacteria Escherichia Farmaceéutica
Celulasa Bacteria Clostridium Tratamiento de residuos
Proteasa Bacteria Bacillus Detergente
Lipasa Hongo Candida Alimentacion, detergente
Xilanasa Hongo Aspergillus Papel
Rennina Hongo Mucor Alimentacion (quesos)

Los enzimas se pueden clasificar en funcion de su lugar de accion en extracelulares o
intracelulares. Los enzimas extracelulares son excretados al medio de cultivo, y para su
recuperacion y purificacion se aplican diferentes técnicas tales como: centrifugacion,
filtracion, ultrafiltracion, precipitacion (mediante disolventes o agentes precipitantes),
cromatografia de exclusion molecular, cromatografia de afinidad, etc. Para la recuperacion de
enzimas intracelulares, es necesario afiadir un paso previo de lisis celular (por métodos
enzimaticos o mecénicos) para liberar al enzima al medio; a partir de ahi se continta con los
mismos procedimientos aplicados para los enzimas extracelulares (Figura 1.2). El grado de
pureza que debe alcanzar el enzima dependera de su futura aplicacion; asi, la pureza debera
ser alta en el caso de una aplicacion terapéutica, pero no es necesario un alto grado de pureza

en el caso de enzimas que seran utilizados en el tratamiento de residuos [17].
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Figura 1.2. Obtencion de enzimas intracelulares y extracelulares.

Actualmente, gracias al rapido desarrollo de la ingenieria de proteinas y de la bioinformatica,
es posible mejorar las caracteristicas propias de los enzimas. Por ejemplo, es posible
incrementar su estabilidad en condiciones adversas (pH, temperatura, etc.), mejorar o
incrementar la especificidad por su sustrato, eliminar los efectos de inhibicidn por sustrato y/o
producto, etc [18, 19]. Asimismo, los avances en biologia molecular y en la tecnologia de
ADN recombinante han permitido el aislamiento del gen o genes que codifican el enzima de
interés, que posteriormente puede ser clonado en otra célula huésped (ej. Escherichia coli para
proteinas no glicosiladas). De este modo se logra que el enzima sea expresado en cantidades
mucho mayores (sobreexpresion) que cuando se produce naturalmente. Asi se consigue
incrementar los niveles de produccion y disminuir los costes del proceso y el precio final del
producto [20, 21].
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1.1.3. Procesos multienziméaticos

Los procesos multienzimaticos o de reacciones acopladas son aquellos procesos que se llevan
a cabo utilizando dos o més biocatalizadores (enzimas y/o células) para la obtencion de un
producto de interés. Los procesos multienzimaticos se utilizan con diferentes objetivos
(Figura 1.3) [22, 23]:

i) Regeneracion de cofactores (ej. NADH). En este tipo de procesos, el primer biocatalizador
dependiente de cofactor cataliza la reaccion de interés mientras que el segundo se aplica para

Ilevar a cabo la regeneracion del cofactor.

ii) Desplazamiento del equilibrio de reaccion hacia la formacién de productos. Por ejemplo,
para el caso de reacciones con la formacion de un producto de interés y un subproducto con
una constante de equilibrio (K;) muy pequefia, una segunda reaccién acoplada que emplee el
subproducto como sustrato favorece el desplazamiento del equilibrio hacia la formacion del

producto de interés.

iii) Simplicidad del proceso evitando los pasos de recuperacion y/o purificacion de
compuestos intermediarios. Para este tipo de bioprocesos, el producto de la primera reaccién

sirve de sustrato de la segunda reaccion.

E, E, E, E, En
A B A+ B cC+ D A—>B—>C - >/
______________________ >
; ; equilibrio lEz
Cof Cof
\_/ F
D= E, C
() (i (i)

Figura 1.3. Reacciones multienzimaticas. (i) Regeneracion de cofactor (Cof y Cof es el cofactor en
sus dos diferentes estados); (ii) desplazamiento del equilibrio de reaccion y (iii) reaccion
multienzimatica secuencial.
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Los procesos multienzimaticos pueden ser clasificados como procesos in-vivo y ex-vivo. Los
procesos multienzimaticos in-vivo son aquellos procesos que tienen lugar dentro de las células
utilizando la maquinaria enzimatica celular; en tanto que los procesos multienzimaticos ex-
vivo se llevan a cabo utilizando diferentes enzimas aislados [24]. La principal ventaja de los
procesos multienziméticos ex-vivo, a diferencia de los procesos in-vivo, es que la reaccion
puede ser controlada y optimizada mas facilmente mediante la adicion de cosolventes o bien
mediante la variacion de concentraciones de los sustratos y/o de los enzimas, temperatura o
pH [24, 25].

El proceso en que la reaccion de sintesis esta catalizada por dos 0 mas enzimas en un mismo
reactor se denomina proceso multienzimatico “one-pot” o de reacciones multienzimaticas
simultaneas. En este caso, los enzimas utilizados deben ser compatibles con el medio de
reaccion, es decir, deben mantener su actividad catalitica y ser estables en las mismas
condiciones de pH, temperatura, etc [24]. A diferencia de los procesos llevados a cabo con un
unico enzima, se han descrito pocos procesos en los que estén implicados dos 0 mas enzimas
[26, 27]. Algunos ejemplos de reacciones multienzimaticas ex-vivo “one-pot” se citan en la
Tabla 1.3.

Tabla 1.3. Reacciones multienzimaticas ex-vivo “one-pot”.

Sustratos Producto final N* de Enzimas Ref.
etapas
o o L 1. Transaminasa
o—cetodcido + aminoacido L-aminoacidos 2 ) [28]
2. Deshidrogenasa
o 1. Glucoamilasa
Almidon + agua D-fructuosa 2 ) [29]
2. Glucosa isomerasa
1. Fitasa
) 5-desoxi-5-etil-D- 2. Oxidasa
Glicerol + PP; _ 4 [30]
xilulosa 3. Catalasa
4. Aldolasa
1. Galactoguinasa
UMP + Acetil Pi + o 2. Transferasa
Uridina-5’- ) ]
galactosa + Glucosa-1-P + ) 8 3. Pirofosforilasa [31]
difosfogalactosa )
ATP 4. UMP quinasa
5. Acetato quinasa
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1.2. Biocatalizadores inmovilizados

La inmovilizacién de biocatalizadores (enzimas o células) es el proceso por el cual se
restringen completa o parcialmente los grados de libertad de movimiento del biocatalizador
por union a un soporte fisico. En el caso de inmovilizacion de enzimas, estos pasan de su
forma soluble a una forma insoluble. La condicion principal para que un proceso de
inmovilizacion sea factible es que el biocatalizador mantenga su actividad catalitica total o
parcialmente; en el caso de células y segun sea necesario, que mantengan su viabilidad. Las
principales ventajas y desventajas del uso de biocatalizadores inmovilizados se citan en la
Tabla 1.4 [32].

Tabla 1.4. Ventajas y desventajas del uso de biocatalizadores inmovilizados.

Ventajas

- Posibilidad de reutilizacion continua del biocatalizador y disminucién de los costes del proceso.
- Incremento de la estabilidad del biocatalizador.

- Incremento de la concentracion del biocatalizador y aumento de la productividad.

- Facilidad de adaptacion a diferentes configuraciones de biorreactor.

- Facilidad de separacion del producto.

Desventajas

- Pérdida de actividad (viabilidad) del biocatalizador durante el proceso de inmovilizacion.

- Elevado precio del biocatalizador inmovilizado en comparacion con su forma nativa.

La actividad catalitica de los enzimas depende estrictamente de su estructura terciaria y/o
cuaternaria. Cuando el enzima se encuentra bajo condiciones adversas como valores extremos
de pH, alta temperatura, presencia de cosolventes, etc, se pueden producir cambios
conformacionales (modificacién de la estructura molecular) del enzima por disociacién de las
subunidades, ruptura enlaces débiles, etc. De esta manera, la estructura del enzima se hace

menos compacta y por lo tanto el enzima es mucho mas susceptible a sufrir otras
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modificaciones (agregacion intermolecular, ruptura de puentes disulfuro, modificaciones
quimicas, etc.) y méas propenso a su degradacion por proteasas. Estas modificaciones

conducen a la inactivacion irreversible del enzima [33].

La inmovilizacion de enzimas es un método ampliamente utilizado que permite incrementar la
rigidez del enzima y disminuir los cambios conformacionales del mismo, haciéndolos mas
estables y menos propensos a la inactivacion. Sin embargo, la inmovilizacion puede producir
una disminucion de la eficacia catalitica por efecto de la difusion de sustratos y productos,
ademas de una variacion del microentorno, especialmente si el soporte utilizado esta cargado

eléctricamente, lo que implicaria cambios del pH 6ptimo de actividad enzimatica [33, 34].
1.2.1 Transferencia de materia en enzimas inmovilizados

La inmovilizacién enzimatica suele afectar a la difusion de los sustratos desde el medio de la
reaccion hacia el centro activo del enzima, asi como a la difusién de los productos desde el
centro activo hacia el medio. Las resistencias resultantes del confinamiento del enzima en un
soporte pueden ser externas y/o internas, y pueden afectar negativamente a la velocidad de la

reaccion.

Las limitaciones difusionales externas son debidas a la presencia de una capa liquida
estacionaria (capa de Nernst) que rodea al soporte solido y que el sustrato debe atravesar para
llegar a la superficie del soporte. Las limitaciones difusionales externas se eliminan
facilmente cuando la reaccién se realiza a una velocidad de agitacion suficientemente alta

como para hacer despreciable el grosor de la capa de Nernst.

La difusion interna, para el caso en que el biocatalizador esté inmovilizado en el interior de
particulas porosas, se refiere al transporte del sustrato a través de los poros del soporte hasta
llegar al centro activo del enzima. Se habla de limitaciones difusionales internas cuando la
velocidad de difusion es mas lenta que la velocidad de reaccion y, por tanto, la difusién limita
la velocidad global observada [32, 35].

El grado del efecto de las limitaciones difusionales internas sobre la velocidad de reaccion de

un enzima se expresa mediante el factor de eficacia (7):

Velocidad de reaccién observada

= Velocidad de reaccion para el enzima libre
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El factor de eficacia para un enzima con una cinética de reaccion de Michaelis-Menten
inmovilizado en un soporte de forma esférica se puede expresar graficamente en funcion del
Maodulo de Thiele (@) y de B, los cuales se definen como se indica en las siguientes formulas
[35]:

n=f (&P @ =

alfy

Donde:
r = radio de la particula del soporte esférico,
'max = velocidad mé&xima de reaccion,
D; = coeficiente de difusividad del sustrato,
K = constante de Michaelis-Menten,

C, = concentracion del sustrato en el medio de reaccion.

Por lo tanto, el célculo del valor del médulo de Thiele (®) para una determinada particula de
soporte y un enzima que cataliza una determinada reaccion permite evaluar la existencia de

limitaciones difusionales internas (Figura 1.4).

Para valores de ® muy grandes (valores pequefios de 7) la velocidad del proceso estaria
controlada por la velocidad de difusion; por lo contrario, para valores pequefios de @ (valores
cercanos a la unidad para 7) la velocidad del proceso estaria controlada por la velocidad de la
reaccion enzimatica. Asimismo, para un mismo valor de @, a medida que se incrementa la
concentracion de sustrato en el medio de reaccion (valores altos de B) el efecto de las
limitaciones difusionales se hace mas pequefio y por lo tanto el factor de eficacia también se

incrementa (Figura 1.4) [35].

A partir de estas ecuaciones se observa que para minimizar el efecto de la difusion interna
cuando ésta controla la velocidad de reaccion se pueden seguir algunas estrategias, como

disminuir el tamafio de particula del biocatalizador inmovilizado o incrementar la
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concentracion del sustrato en el medio de reaccion. En ambos casos se consigue aumentar el

factor de eficacia y, por tanto, la velocidad del proceso [36].

Figura 1.4. Eficacia (77) de un biocatalizador inmovilizado en funcion del moédulo de Thiele (®) a
diferentes valores de f.

1.2.2. Métodos de inmovilizacion

Los métodos de inmovilizacion de biocatalizadores se pueden dividir en dos grandes grupos
en funcion del modo en que tiene lugar la retencidn del enzima: métodos fisicos y métodos

quimicos (Figura 1.5) [32].

La inmovilizacién por atrapamiento consiste en la retencion fisica del biocatalizador en el
interior de una matriz solida porosa constituida generalmente por polimeros tales como
poliacrilamida, alginatos, carragenatos, etc. En el caso de inmovilizacion por encapsulacion
el biocatalizador esta rodeado de una membrana semipermeable que permite el paso de
sustratos y productos pero no del biocatalizador. Ambos métodos de inmovilizacion suelen
ser comunmente aplicados para la inmovilizacién de células, pero apenas para enzimas,
debido a que el tamafio de los poros de estos tipos de soporte suele ser mucho mas grande que

el de los enzimas, de modo que estos podrian difundir fuera del soporte.
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Figura 1.5. Métodos de inmovilizacion de biocatalizadores.

Los métodos de inmovilizacion quimica se clasifican en funcion del tipo de unién que se
establece entre el biocatalizador y el soporte: por adsorcion o por formacion de enlaces
covalentes. La union por adsorcién se produce por interaccion de tipo i6nico o fuerzas de
atraccion débiles entre el biocatalizador y el soporte. Este tipo de inmovilizacion es reversible.
La formacion de enlaces covalentes se produce tras una reaccion gquimica entre los grupos
reactivos que se encuentran en la superficie del biocatalizador y los grupos funcionales del
soporte, dando lugar a la formacion de uno o méas enlaces covalentes. Para el caso de la
inmovilizacion por entrecruzamiento, no existe un soporte propiamente dicho. En este caso
se produce una interaccion directa entre las moléculas de biocatalizador, que puede ocurrir
mediante la formacion de enlaces covalentes (usualmente para enzimas, donde se hace uso de
compuestos bifuncionales como glutaraldehido) o por floculacién (en caso de células). El
entrecruzamiento de enzimas se puede dar por formacion de agregados o CLEAs (cross-
linked enzyme aggregates) o por entrecruzamiento del enzima en su forma cristalina o CLECs

(cross-linked enzyme crystals).

20



Capitulo 1

En la actualidad, se emplea una amplia gama de soportes para la inmovilizacion de
biocatalizadores. Para seleccionar el método de inmovilizacion para un determinado
biocatalizador es necesario tener en cuenta una serie de factores, como los relacionados con la
naturaleza del biocatalizador y del soporte, las condiciones de inmovilizaciéon y la futura

aplicacion del biocatalizador inmovilizado. Estos factores se detallan en la Figura 1.6 [37].

Figura 1.6. Consideraciones para la seleccion del método de inmovilizacion de biocatalizadores.

Algunas caracteristicas generales de los soportes utilizados en este trabajo de tesis se detallan
en la Tabla 1.5.
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1.2.3. Inmovilizacion covalente en soportes de agarosa y derivados

La agarosa es un polimero organico natural cuya unidad bésica es la agarobiosa, que esta
compuesta por B-D-galactosa y a—L-galactosa unidas alternadamente mediante enlace
glucosidico (enlace covalente) por las posiciones 1-4 . Los geles de agarosa tienen naturaleza
hidrofilica debido a la presencia de una alta densidad de grupos hidroxilos en su superficie.
Ademéas poseen gran estabilidad quimica y buenas propiedades mecénicas. Estos geles a
menudo se activan para obtener soportes de agarosa funcionalizados con grupos aldehido
(-=COH), amino (—NH), carboxilo (—COOH), sulfhidrilo (—SH), etc.

En la Figura 1.7 se presenta un esquema general de la preparacion de soportes de agarosa

amino (MANA-agarosa) y carboxilo (aspartico-agarosa).
1.2.3.1. Inmovilizacién de enzimas en soporte MANA-agarosa

La inmovilizacion de enzimas por formacion de enlaces covalentes en el soporte
monoaminometil-N-aminoetil agarosa 0 MANA-agarosa se lleva a cabo al reaccionar los
grupos amino primarios (—NH,) del soporte con los grupos carboxilo (-COOH) de la

superficie enzimatica.

MANA-agarosa es un soporte que consta de dos tipos de grupos amino (Figura 1.8); el
primero y mas cercano al soporte es una amina secundaria (-NH-) con un pK, de 10,
mientras que el segundo es una amina primaria (—NHz) con un pK, de 6,8 [38]. Teniendo en
cuenta estas propiedades del soporte, la inmovilizacion de enzimas en MANA-agarosa tiene

lugar en dos etapas sucesivas: adsorcién ionica y formacién de enlaces covalentes.

En condiciones acidas de pH (5 - 6), el soporte se encuentra cargado positivamente mientras
que el enzima tiene carga negativa (enzimas con un punto isoeléctrico < 6), produciéndose la
adsorcion iénica entre el enzima y el soporte. Para favorecer la adsorcion ionica es necesario

mantener una baja fuerza iénica durante el proceso de inmovilizacion

En las mismas condiciones de pH y fuerza idnica, tiene lugar la etapa de formacién de enlaces
covalentes entre el amino primario del soporte que se encuentra desprotonado (—NHy) y los

grupos carboxilos del enzima (Figura 1.8).
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Figura 1.7. Funcionalizacion del soporte de agarosa con grupos amino (soporte MANA -agarosa) y
con grupos carboxilo (soporte aspartico-agarosa).
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MANA-agarosa Enzima I I

Figura 1.8. Inmovilizacion de enzimas en soporte MANA-agarosa.
(1) Etapa de adsorcién ionica y (I1) etapa de formacion de enlaces covalentes.

Para que esta reaccion se pueda llevar a cabo es necesario afadir compuestos tipo
carbodiimidas (CDIs) solubles en agua. Las CDIs son compuestos caracterizados por la
presencia del grupo funcional RN=C=NR, que actta como activador de los grupos carboxilos
haciéndolos sensibles al ataque nucleofilico de los grupos amino [39]. EI mecanismo de
activacion de grupos carboxilos por CDI se detalla en la Figura 1.9. La concentracion 6ptima
de CDI durante el proceso de inmovilizacion en MANA-agarosa debe ser tal que asegure la
formacion de enlaces covalentes entre el soporte y el enzima, pero a la vez tenga un minimo

efecto negativo en la estabilidad del biocatalizador.

Pocos estudios han reportado la inmovilizacién de enzimas en este soporte. Fernandez-
Lafuente y col., quienes describieron por primera vez la preparacion de MANA-agarosa,
inmovilizaron el enzima p—galactosidasa en este soporte; obtuvieron una actividad retenida
superior al 80% incluso utilizando bajas concentraciones de carbodiimida (1 mM) [38]. Pesic
y col. inmovilizaron el enzima cloroperoxidasa en MANA-agarosa tanto por adsorcion ionica
como por enlaces covalentes mediante el uso de carbodiimida alcanzando 77 y 51% de
actividad retenida respectivamente. La inmovilizacion mediante enlaces covalentes permitio
incrementar el tiempo de vida media del enzima hasta en 500 veces y fue usado en la sintesis
de Cbz-glicinal [40].

1.2.3.2. Inmovilizacion de enzimas en soporte aspartico-agarosa

La formacion de enlaces covalentes entre el enzima y el soporte aspartico-agarosa tiene lugar
entre los grupos carboxilos del soporte (-COOH) y los grupos amino de la superficie del

enzima (—NH,). La inmovilizacion de enzimas en este soporte se realiza en condiciones de
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baja fuerza io6nica y pH acido, que favorecen la adsorcion ionica del enzima en el soporte.
Posteriormente, mediante la adicion de carbodiimida tiene lugar la formacion de enlaces

covalentes.
0 R
I N—C—N pH 4cido | N
R
R SOH 4 R R 5-6 R{” 7O u
I,
Compuesto Carbodiimida N
carboxilico (CDI) v g
"\
O R
/N i N
YN pH 4cido R _
2 —_—
0—C + HN—R, ——— > Ry N - +0O C\
5-6 | N—R'
N—R" H Y
H Compuesto H
aminado _
O-acilisourea (amina primaria) Amida Pseudourea

Figura 1.9. Mecanismo de activacién de grupos carboxilos por carbodiimidas y formacién de enlaces
covalentes con grupos amino.

1.2.4. Inmovilizacién covalente en soporte Eupergit®

Eupergit® es un soporte comercial organico-sintético de caréacter hidrofébico que esta
fabricado por polimerizacion de bis-acrilamida, metacrilamida y glicidil éter. Actualmente se
comercializan tres variedades de este soporte, que son Eupergit® C, Eupergit® CM vy
Eupergit® C250L. Las principales diferencias entre ellos son el tamafio de las particulas v el

grado de activacion del soporte (Tabla 1.5) [41].
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Eupergit® esta activado con grupos epéxidos (oxiranos), que pueden reaccionar con los
grupos amino (—NH,) de la superficie del enzima en condiciones neutras y basicas de pH.
También reaccionan con los grupos tiol (—SH) e hidroxilo (—OH) en condiciones neutras y
acidas de pH respectivamente [41]. La inmovilizacion de enzimas por enlaces covalentes en
este soporte tiene lugar en dos etapas sucesivas (Figura 1.10). En la primera etapa se produce
la adsorcién hidrofobica entre la superficie del soporte y las zonas hidrofobicas del enzima
que se ve favorecida por la alta fuerza idnica. En la segunda etapa tiene lugar la formacion de
enlaces covalentes en la que los grupos reactivos del enzima (—-NH,, —OH y —SH) reaccionan
con los epoxidos por ataque nucleofilico formando enlaces C-N, C-O y C-S

respectivamente.

Eupergit® Enzima I Il

Figura 1.10. Inmovilizacién de enzimas en soporte Eupergit®.
(1) Etapa de adsorcion hidrofobica y (I1) etapa de formacion de enlaces covalentes.

Adicionalmente, con el objetivo de bloquear los grupos epdxidos del soporte que no han
reaccionado con el enzima se realiza una incubacion con compuestos aminados (ej.
metilamina, glicina, etc.) o tioles (ej. mercaptoetanol), los cuales reaccionan con los grupos

epoxidos libres [42].

Eupergit® es quizas uno de los soportes mas ampliamente usados para la inmovilizacion de
enzimas. Actualmente se ha reportado la inmovilizacibn de enzimas tipo lipasas,
—galactosidasa, penicilina G acilasa, tripsina, a—amilasas, deshidrogenasas, etc. Se han
publicado varios articulos haciendo una revision mas exhaustiva de los enzimas
inmovilizados en Eupergit® y sus respectivas aplicaciones a nivel industrial [41, 43]. Por

ejemplo, el enzima penicilina amidasa inmovilizado en Eupergit® fue utilizado en 900 ciclos
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de hidrolisis de penicilina G para producir acido 6-aminopenicilanico (6-APA, compuesto
fundamental para la sintesis de penicilinas sintéticas). Dicho proceso se llevo a cabo en un
reactor de tanque agitado de 1000 litros y permitié alcanzar una produccion de 2000 kg de 6-

APA/kg de Eupergit® por cada ciclo de reaccion [43].
1.2.5. Inmovilizacién por atrapamiento en soporte LentiKats®

LentiKats® es un gel comercial formado por alcohol polivinilico (PVA), que es un material no
toxico, inerte, con excelentes propiedades mecanicas Yy, debido a su naturaleza quimica, muy

estable en un amplio rango de pH (3-8,5).

La inmovilizacién de biocatalizadores por atrapamiento en LentiKats® es un método simple y
rapido, que consiste en mezclar el biocatalizador (disolucion o suspension) con el gel en
estado liquido. Luego se procede a la formacion de las particulas lenticulares, gelificacion por

enfriamiento y finalmente la estabilizacién de dichas particulas (Figura 1.11) [44].

%3
LentiKats® gel / &
(Aleohol polivinilico) S
i
O (SDO + CH,— CH > | p o
| bl V. 4
© © OR| [ n A 300 pm

Biocatalizador
LentiKats-Printer®

Figura 1.11. Inmovilizacion por atrapamiento de biocatalizadores (enzimas y células) en soporte
LentiKats®.

El soporte LentiKats® se utiliza tanto para la inmovilizacién de células, como para la
inmovilizacion de enzimas libres o entrecruzados (CLEA’s). La inmovilizacién siguiendo esta
técnica mejoro la estabilidad de los biocatalizadores, y permitio su aplicacion en diferentes
configuraciones de reactor (en operacion tanto discontinua como continua), obteniéndose
altos rendimientos de reaccién y su reutilizacién continua (Tabla 1.6). Por ejemplo, para la

hidrélisis de malodextrina usando glucoamilasa inmovilizado en LentiKats®, el enzima

28



Capitulo 1

inmovilizado se reutilizé durante 100 ciclos de reaccion conservando el 80% de la actividad
inicial [45]. Sin embargo, la principal desventaja de la aplicacion de biocatalizadores
inmovilizados en LentiKats® es la inestabilidad térmica del soporte, puesto que su exposicién
a temperaturas superiores a 50°C provoca la licuefaccion del soporte y por lo tanto la

liberacién de biocatalizador al medio.

Tabla 1.6. Inmovilizacién de biocatalizadores por atrapamiento en LentiKats®.

Actividad
retenida Aplicacion Referencia
(%)
Bacillus P e
coagulans 100 Sintesis de &cido lactico [46]
Células Zymom_qnas 100 Produccioén continua de etanol [47]
mobilis
Oenococcus Tratamiento de zumo de manzanas
) 100 i - [48]
Oeni (fermentacion maloléctica)
Inulinasa 48 Hidrdlisis de sacarosa [49]
Enzima —galactosidasa 32 Hidrolisis de lactosa [50]
Glucoamilasa 35 Hidrolisis de maltodextrina [45]
Oxinitrilasa N.D. Sintesis de cianhidrinas [51]
Enzima Penicilina G Sintesis de
entrecruzado acilasa 60 desacetoxicefalosporina [52]
(CLEA) (B—lactamico)
Primer paso en la sintesis de
Dextransacarasa 12 oligosacéridos [53]

N.D: no determinado.
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1.3. Compuestos aminados de interés biotecnoldgico

La demanda de compuestos Opticamente activos como aminoacidos, otros compuestos
aminados, alcoholes, &cidos carboxilicos, etc, se ha incrementado en la Gltima década, sobre
todo en el campo de la industria farmacéutica, alimentaria y agroquimica. En general, estos
tipos de compuestos son obtenidos por métodos quimicos convencionales; sin embargo, para
poder cubrir la demanda ascendente de estos compuestos, se trabaja activamente en la
implementacién de nuevos procesos de sintesis con especial interés en los procesos

biotecnoldgicos [54, 55].

En la Tabla 1.7 se muestran los grupos de compuestos que son producidos por
biotransformacion y que a su vez gozan de una alta demanda en el mercado. Entre ellos los
aminoéacidos, alcoholes y carbohidratos son los compuestos con mayor demanda acaparando
el 45% del mercado. En la misma tabla, se muestran los valores promedios de los parametros
técnicos tales como la productividad volumétrica, la concentracién final de producto y el
rendimiento de reaccion, que tienen una influencia directa sobre el coste del proceso y del
producto final [54].

1.3.1. Aminoacidos

Los aminoacidos son compuestos que tienen en su estructura quimica como minimo la
presencia de un grupo carboxilo (-COOH) y un grupo amino primario (—-NH,). Segun la
posicién donde se encuentra el grupo amino primario en la cadena aminoacidica, los
aminoacidos se pueden clasificar como o (alfa), B (beta) u ® (omega) aminoacidos (Figura
1.12).

Figura 1.12. Clasificacion de aminoacidos segun la posicién del grupo amino primario.
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Tabla 1.7. Produccion de compuestos de interés biotecnoldgico por biotransformacion [54].

Biocatalizador Productividad Concentracién Rendimiento
Compuesto (enzimas y/o volumétrica  final de producto
células) (g/L-h) (o/L) (%)
Descarboxilasas
L Liasas
Aminoacidos . 54,6 102 82
Amidasas
Transferasas
Lipasas
Alcoholes Oxidorreductasas 4,2 107 88
Quinasas
Transferasas
Carbohidratos ~ Amilasas 3 237 90
Aldolasas
Lipasas
Esterasas
Acidos Amidasas 1,7 108 81
Hidroxilasas
Oxigenasas
) Lipasas
Aminas ] 12,8 80 435
Oxidorreductasas
] Hidratasas
Amidas 42 225 96

Oxidorreductasas

Los a—aminoacidos son utilizados principalmente en el campo de la salud y nutricion

humana (con un 40% del mercado) y en nutricion animal (55% del mercado) [56]. La

produccién de estos aminoacidos se puede llevar a cabo por diferentes métodos como

extraccion, sintesis quimica, fermentacion y biotransformacion (sintesis enzimatica) [56, 57].

La obtencidn de aminoacidos por extraccion es uno de los métodos mas antiguos, y se realiza

por hidrélisis quimica y/o enzimatica a partir de un material bioldgico rico en proteinas

(cabellos, extractos carnicos, hidrolizados de plantas, etc.). Estos metodos son ain aplicados

para la obtencion de aminoacidos de baja demanda como L-prolina y L-serina (Tabla 1.8)

[56].

31



Introduccién general

Tabla 1.8. Métodos de sintesis de a—aminoacidos [58].

L-aminoacido Sintesis L-aminoacido Sintesis
Glicina Quimica Lisina Fermentacion
Alanina Enzimatica Metionina Quimio-enzimatica

. EXIraccis ] . Fermentacion,
Prolina LB, Fenilalanina Quimio-enzimatica
Fermentacion '

Enzimatica
Arginina Fermentacion Aspartato Enzimética
Cisteina Enzimatica, Triptéfano Fermentacion,
Quimica Enzimética
Glutamato Fermentacion Treonina Fermentacion
Glutamina Fermentacion Tirosina Extr_acc;i(_)n,
Enzimatica
Histidina Fermentacion Serina Extraccion
Isoleucina Fermentacion Valina Enzimatica

Leucina Fermentacion

La sintesis quimica de aminoacidos aln sigue sin ser econémicamente rentable a nivel
industrial debido a que, entre otras desventajas, se suelen obtener mezclas racémicas de
amino&cidos. Sin embargo, su interés radica en su combinacion con la sintesis enzimatica, es
decir cuando el producto racemato de la sintesis quimica se convierte en un producto
enantioméricamente puro acoplando reacciones enzimaticas. Este es el caso de L-metionina,
que se puede obtener por resolucion enzimatica usando un enzima acilasa a partir del

compuesto DL-metionina sintetizado quimicamente [55].

La fermentacion es el método mas ampliamente extendido para la sintesis de a—aminoacidos
y el mas rentable econémicamente [55, 58]. Los inicios de la sintesis de aminoacidos por este
método se remontan al afio 1957 con el descubrimiento de la bacteria Corynobacterium
glutamicum. Dicha bacteria es capaz de producir y liberar al medio de cultivo altas
concentraciones de L-glutamato a partir de una fuente de carbono simple (ej. glucosa obtenida
a partir del jarabe de azlcar de cafia) y en condiciones adecuadas para el crecimiento del
microorganismo [55]. EL amino&cido L-glutamato es comercializado en su forma monosodica

(glutamato monosodico, GMS) y es usado como aditivo alimentario. La demanda mundial de
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GMS en el afio 2011 fue de 2,6 millones de toneladas, y el mayor productor de GMS es la
empresa japonesa Ajinomoto con un 25% de participacion de mercado [59]. Muchos otros
aminoacidos comercializados actualmente son también producidos por fermentacion (Tabla
1.8), utilizando cepas naturales hiperproductoras de aminoacidos o0 cepas genéticamente

modificadas para incrementar la produccion de los mismos [60].

La produccién de aminoécidos por biotransformacion, mediante el uso de enzimas y/o
células, tuvo su inicio hace 40 afios con la aplicacion de un enzima acilasa en la resolucion de
L-metionina. Actualmente, varios a—aminoacidos son producidos por esta via (Tabla 1.8). La
biotransformacion es el método por excelencia para la produccion de aminoacidos no
proteinogénicos (ej. D-aminoacidos, D-hidroxifenilglicina, GABA, 2-aminobutirato) y de
derivados de aminoacidos o aminoacidos no naturales (ej. L-ter-leucina, hidroxiprolina, L-
homofenilalanina, L-DOPA, tienilalanina) [55-57, 61]. Entre el grupo de enzimas mas
utilizados en la sintesis de aminoacidos se encuentran liasas, deshidrogenasas y transaminasas
(Tabla 1.9).

Tabla 1.9. Enzimas utilizados en la sintesis de aminoacidos [55, 56].

Grupo de enzima aminoécido

Liasas Aspartato, fenilalanina, alanina, DOPA
Deshidrogenasas Fenilalanina, ter-leucina
Transaminasas 2-aminobutirato, L-homofenilalanina
Hidrolasas Cisteina

Hidroxilasas Hidroxiprolina

Los B—aminoé&cidos estan considerados dentro del grupo de los amino&cidos no naturales por
tener una pobre distribucion en la naturaleza y porque el organismo humano es incapaz de
sintetizarlos. Los p—aminoacidos pueden ser clasificados como B2, %y p#*segiin la presencia

de sustituyentes en la molécula del aminoacidos (Figura 1.13) [62].
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NH, O NH, O NH, O
. ol o
B OH RTB ™ OH Ry B OH
R Ry
(B%) (B%) (B*?)

Figura 1.13. Clasificacion de f—aminoacidos.

Se ha descrito la existencia de p—aminoécidos naturales, como el B—aminoacido aromaético
taxol, critoficina y p—glicina, en algas y algunas bacterias. Los f—amino&cidos son utilizados
principalmente en la sintesis de farmacos peptidomiméticos y de antibacterianos B—lactdmicos
[63, 64]. Uno de los compuestos derivados de f—amino&cidos actualmente comercializado es
el B—dipéptido carnosina, que es biosintetizado a partir de B—alanina e histidina mediante el
enzima —aminopeptidasa (EC 6.3.2.11). La carnosina es utilizada como agente antioxidante
y como suplemento alimenticio en la dieta de deportistas [65]. Los métodos de sintesis de

B—aminoécidos se detallan en el capitulo 6.
1.3.2. Aminas

Los compuestos aminados (no aminoacidicos) enantioméricamente puros también tienen gran
importancia a nivel industrial, pues son utilizados como compuestos intermediarios en la
sintesis de farmacos y compuestos agroquimicos [5, 66]. Las aminas de importancia en estos
campos pueden ser del tipo alquilaminas (cadenas carbonadas simples o ramificadas),
arilalquilaminas (presencia de al menos un anillo aromético) y aminoalcoholes (presencia de

al menos un grupo hidroxilo —OH en la cadena carbonada) (Figura 1.14).

)Ni [ /NH(
R, Ry R, Ry OH
Ry
Alquilamina Avrilalquilamina Aminoalcohol

Figura 1.14. Tipos de aminas de interés industrial.
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La obtencién de compuestos aminados Opticamente puros se lleva a cabo por procesos
quimicos, siendo los mas comunes la cristalizacion de la mezcla racémica del compuesto
aminado con acidos carboxilicos quirales, y la reduccién de compuestos proquirales que
tienen en su estructura un doble enlace carbono-nitrégeno (C=N) [55]. Estos compuestos
también pueden ser obtenidos por biotransformacion por medio de enzimas transaminasas y
nitroreductasas, o por métodos de resolucion cinética utilizando enzimas tipo lipasas y
acilasas, que catalizan la hidrolisis de amidas racémicas y compuestos N-acilaminados
respectivamente [55, 66]. También se ha descrito la sintesis de aminas aromaticas por
resolucion cinética o sintesis asimétrica utilizando m—transaminasas, lo cual se detalla en la

seccién 1.4.1.3.
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1.4. Enzimas transaminasas y amonio liasas

Algunas caracteristicas generales de los enzimas transaminasas y amonio liasas utilizados en

este trabajo de tesis se detallan en la Tabla 1.10.
1.4.1. Transaminasas

Los enzimas transaminasas 0 aminotransferasas (ATs; EC 2.6.1) pertenecen al grupo de
transferasas. Todos estos enzimas son dependientes del cofactor piridoxal-5’-fosfato (PLP) y
catalizan la transferencia reversible de grupos amino desde un aminoacido a un cetoéacido para

dar lugar a la formacién de un segundo aminoacido y un coproducto cetoacido (Figura 1.15).

Todos estos enzimas presentan 4 residuos aminoacidicos en el centro activo que se mantienen
conservados: Gly197, Asp222, Lys258 y Arg386 (posicion segin la numeracion para L-
aspartato transaminasa de corazon porcino), los cuales estan directamente relacionados con la

union al cofactor PLP y con sus respectivos sustratos [67].

P ——
| | ? | |
(0]

R, 0 R, NH,
HO\)\ HO H Transaminasa HO\)\ HOQ\
N+ N R, o + R,
| L7 |
0 o)

Aminoacido 1 Cetoacido 1 Cetoacido 2 Aminoacido 2

Figura 1.15. Reaccidn catalizada por transaminasas.

El estudio de analisis de similitud de la secuencia aminoacidica primaria de 14 transaminasas
diferentes realizado por Mehta y col., permitié clasificar a estos enzimas en 4 sub-grupos
(Tabla 1.11) [67]. Ademas de la homologia estructural, los enzimas de cada sub-grupo son
capaces de aceptar sustratos aminoacidos de estructura similar. Asi, los enzimas del sub-grupo
| aceptan sustratos dicarboxilicos o aromaticos y la reaccidn de transaminacion se lleva a cabo

en la posicion 2 o alfa (—o), mientras que los enzimas del sub-grupo Il realizan la reaccion de

transaminacion en una posicion distal (en posicion —f3, —m o cadena lateral) [67].
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Tabla 1.11. Agrupacion de transaminasas segun su estructura aminoacidica primaria [67].

Sustratos naturales
Sub-grupo Enzima EC
aminoécido cetoécido
Aspartato AT 26.11 L-aspartato
I Alanina AT 2.6.1.2 L-alanina o—cetoglutarato
Tirosina AT 2.6.1.5 L-tirosina
Omega AT 2.6.1.18 B—alanina piruvato
1
GABA AT 2.6.1.19 4-aminobutirato | a—cetoglutarato
1l D-alanina AT 2.6.1.21 D-alanina o—cetoglutarato
v Serina AT 2.6.151 L-serina piruvato

1.4.1.1. Mecanismo catalitico de transaminasas

El cofactor piridoxal-5’-fosfato (PLP) juega un rol importante en el mecanismo catalitico de
una serie de reacciones enzimaticas tales como descarboxilacion, racemizacion, eliminacion y
transaminacion. En todos los casos, el PLP es imprescindible para mantener la actividad
enzimatica. Su funcion consiste en estabilizar la carga negativa que se desarrolla en el centro
activo durante el estado de transicion que tiene lugar después de la condensacion del sustrato

amino&cido con el PLP dando lugar a la formacion de una base Schiff [68, 69].

En ausencia de sustratos, el cofactor PLP se encuentra unido al apoenzima via diferentes tipos
de interacciones dando lugar a la formacion de una aldimina interna relativamente estable.
Como se muestra en la Figura 1.16, existen tres puntos de union entre el PLP y el enzima. El
primero, es una union covalente por formacion de una base de Schiff entre el residuo e—amino
de la Lys258 y el grupo aldehido del PLP. El segundo, es la union del grupo fosfato del PLP

mediante puentes de hidrogeno; y el tercer punto de union tiene lugar por interaccion entre el
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nitrégeno del anillo de piridina del PLP y un residuo Asp222, lo que permite mantener el
cofactor en su forma protonada [69, 70].

Puentes de
hidrégeno

on I

Figura 1.16. Union del cofactor piridoxal-5’-fosfato (PLP) en el centro activo de transaminasas
formando una aldimina interna.

A pesar de que el PLP se encuentra unido al enzima por varios puntos, éste puede ser
facilmente eliminado del centro activo cuando el enzima se encuentra en un medio en
presencia de uno de los sustratos aminoacidos y altas concentraciones de iones fosfato; como
consecuencia el enzima pierde su actividad catalitica. Sin embargo, el enzima puede ser

reactivado facilmente al ponerlo en contacto con PLP [71, 72].

La reaccion de transaminacion catalizada por este grupo de enzimas conlleva una serie de
complejos pasos con la formacion de varios intermediarios. Cuando el primer sustrato
amino&cido llega al centro activo, este se une al PLP desplazando la base de Schiff de la
aldimina interna para dar lugar a la formacion de una aldimina externa (base de Schiff entre el
sustrato y el PLP). A continuacion tiene lugar un reordenamiento molecular con la
consecuente formacion del intermediario quetimina, que se hidroliza para dar lugar a la forma
aminada del cofactor o piridoxamina-5’-fosfato (PMP) y a la liberacion del producto
cetoacido (Figura 1.17). Por ultimo, tiene lugar la reaccion reversa, donde el grupo amino del
PMP es transferido al sustrato cetoacido dando lugar a la formacion del producto aminoéacido

y a la regeneracion de la aldimina interna [73].
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Figura 1.17. Mecanismo catalitico de la reaccion de transaminacion.

Asimismo, se ha descrito que los pasos limitantes del mecanismo catalitico de transaminasas
corresponden a la union entre el sustrato aminoécido y el cofactor (por transferencia de proton
de 4’-C del PLP a la Lys258 del enzima) y la conversion de aldimina externa a quetimina
[74].

1.4.1.2. L-aspartato transaminasa

L-aspartato transaminasa o L-aspartato-2-oxoglutarato aminotransferasa (AAT, EC 2.6.1.1),
es un enzima ampliamente distribuido tanto en organismos eucariotas como procariotas. El
AAT procedente de musculo de corazén porcino es el enzima transaminasa mejor
caracterizado y estudiado; ademas, es comercializado a un bajo coste. Algunas caracteristicas
generales del enzima AAT se describen en la Tabla 1.10.

AAT de corazon porcino tiene una masa molecular de aproximadamente 110 kDa y una
estructura homodimérica. El enzima presenta dos centros activos, cada uno con una molécula
del cofactor PLP. Este enzima presenta dos isoformas, diferenciadas principalmente por su
ubicacion dentro de la célula, siendo denominadas citoplasmética y mitocondrial [75].
Ademas, la secuencia aminoacidica del AAT citoplasmético de corazén porcino ha sido
descrita y es actualmente usada como secuencia modelo para el estudio de la estructura

primaria de transaminasas [76, 77].

AAT cataliza la reaccion de transferencia reversible del grupo amino del aminoéacido L-
aspartato a o-—cetoglutarato produciendo oxaloacetato y L-glutamato (Figura 1.18. A).

Aunque se reconoce a L-aspartato y L-glutamato como los sustratos aminoacidos naturales de
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AAT, también se ha descrito que este enzima es capaz de interactuar con menor especificidad
con otros aminoacidos tales como L-alanina, L-leucina, L-fenilalanina y L-histidina; e incluso
con otros compuestos aminados mono o dicarboxilicos tales como a—aminopimelato,

o—aminobutirato y y—aminobutirato [78].

Es de especial relevancia la capacidad de AAT de interactuar con el aminoécido aromatico L-
fenilalanina, que es un producto biotecnoldgico de interés. AAT puede catalizar la reaccion de
transaminacion de L-fenilalanina dando como producto su cetona analogo fenilpiruvato. Para
la reaccion inversa, la aminacion de fenilpiruvato tiene lugar utilizando como donador de
grupos amino cualquiera de los dos sustratos aminoécidos naturales del enzima, L-aspartato o
L-glutamato (Figura 1.18. B) [79].

ﬁ i i ||
HO OH "0 | | OH | OH
L| NH, 0
o-cetoglutarato AAT L-aspartato At Fenilpiruvato
(PLP) (PLP)
0 0 0 0
| o | |
HO OH \”/\”/\OH OH
NH, 0O O NH,
L-glutamato Oxaloacetato L-fnilalanina
~— v
—
A
~— v
—
B

Figura 1.18. Reacciones catalizadas por L-aspartato transaminasa. A: reaccion natural y B: sintesis de
L-fenilalanina.
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1.4.1.3. @—transaminasas

Los enzimas o—transaminasas (o—TAsS) pertenecen al sub-grupo Il de transaminasas (Tabla
1.11), y catalizan la transferencia reversible de grupos amino desde un compuesto aminado
(no necesariamente aminoacido) a una cetona para formar el respectivo compuesto cetona y
amina. Los o—TAs tienen una amplia especificidad por sustratos, pudiendo catalizar la
reaccion de transaminacion de sustratos alquilaminas o arilalquilaminas (compuestos
aromaticos) (Figura 1.19) [80].

0 NH,

ﬁ H
PN ®-transaminasa Ry + Rz)\R
=

Rl + R2 R3

NH,

3

R1, R, y Rz = H, alquilo, arilo, arilalquilo, algueno, —COOH

Figura 1.19. Reaccion catalizada por m—transaminasas (o—TA).

En las dltimas décadas se han descrito una serie de w—TAs de diferentes fuentes bacterianas
tales como Vibrio fluvialis [81], Chromobacterium violaceum [82], Escherichia coli [83],
Arthrobacter citreus [84], etc.; todos con diferente especificidad por sustratos. Alguno de
estos enzimas son comercializados y utilizados en la sintesis de compuestos bioactivos como
B—y w—aminodcidos, aminas quirales, etc, que son usados como intermediarios en la sintesis

de farmacos y agroquimicos [85, 86].

En general, muchos de los @—TAs descritos son capaces de aceptar L-alanina como donador
de grupos amino para dar lugar a la formacion de piruvato. Ademas, los m—TAs poseen gran

estereoselectividad para la formacién de compuestos (-S)-aminados [86].

El uso de ®TAs en el campo de la biotecnologia tiene especial interés en la sintesis de
aminas quirales por medio de reacciones de resolucién de mezclas racémicas de compuestos
aminados, asi como en sintesis asimétrica. En el caso de la resolucion enzimatica, la reaccion
se lleva a cabo a partir de la mezcla racémica del compuesto aminado de interés y de un
aceptor de grupos amino que usualmente es piruvato, donde el enantiomero que no es de

interés es desaminado dando lugar a su cetoanadlogo (Figura 1.20 A). La principal desventaja
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de este tipo de reaccion de resolucion es que el maximo rendimiento teérico para la sintesis

del enantiomero de interés es del 50% [87, 88].

A) Resolucion

NH; NH,
R/\R' - R/\R'
w—transaminasa
+ > +
R/‘\R' H;C COOH HC COOH R)\R'
mezcla racémica
B) Sintesis asimétrica
. NH
(|3| o—transaminasa /‘\2
R/\R' R R

cetona proquiral /k )|\
R R R R,

1

Figura 1.20. Reaccion catalizada por o—TA en la sintesis de aminas quirales.

Por otro lado, la sintesis asimétrica de aminas quirales utilizando w—TAs se realiza usando un
compuesto cetona proquiral y un donador de grupos amino (Figura 1.20 B). De esta forma se
podria obtener un rendimiento tedrico del 100% del compuesto aminado de interés [89, 90]. A
pesar de las ventajas que presenta el uso de w—TAS en la sintesis asimétrica de compuestos
aminados, como excelente enantioselectividad y especificidad por un amplio tipo de sustratos,
su aplicacién presenta una serie de importantes desventajas desde el punto de vista industrial:
equilibrio de reaccion desfavorable (favorecido hacia la formacion de sustratos) y fuerte
efecto inhibitorio del enzima por los sustratos y productos de la reaccion, lo cual conlleva una
baja productividad y en consecuencia un incremento del coste de los procesos [91, 92]. Por tal
motivo, actualmente se vienen desarrollando estrategias para minimizar el efecto de estas

desventajas, como la recuperacion in-situ del producto de interés y la eliminacion del
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coproducto por acoplamiento de reacciones enzimaticas en cascada, usando enzimas o la

maquinaria enzimética de células [86, 92].
1.4.2. Aminoacido-amonio liasas

Los enzimas aminoécido-amonio liasas (AL) pertenecen al grupo de enzimas carbono-
nitrogeno liasas (EC 4.3.1) que catalizan la adicion reversible de amonio a un acido olefinico

(doble enlace carbono-carbono) no quiral para formar un L-aminoéacido quiral (Figura 1.21).

I NH,
R )—0 + NH, %L
HO R —0
HO

Figura 1.21. Reaccion catalizada por aminoacido amonio liasas.

En la actualidad se han descrito una serie de enzimas capaces de catalizar este tipo de
reaccion (Tabla 1.12), algunos de los cuales son actualmente usados a nivel industrial [93,
94]. Aunque todos estos enzimas pertenecen al mismo grupo y catalizan el mismo tipo de
reaccion, su mecanismo catalitico difiere en el uso de diferentes cofactores tales como MIO
(4-metiliden-imidazol-5-ona) para histidina amonio liasa y fenilalanina amonio liasa; o
cationes divalentes (Mg*® o Mn*?) para aspartato amonio liasa y metilaspartato amonio liasa
[95].

Tabla 1.12. Enzimas aminoacido-amonio liasas.

Enzima Abreviatura EC Sustrato Producto
L-aspartato AL AAL 43.1.1 L-asparato fumarato
L-metilaspartato AL MAL 4.3.1.2 L-metilaspartato mesaconato
L-histidina AL HAL 43.1.3 L-histidina urocanato
L-fenilalanina AL PAL 4.3.1.5 L-fenilalanina trans-cinamato
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1.4.2.1. L-aspartato amonio liasa

L-aspartato amonio liasa o aspartasa (AAL; EC 4.3.1.1) pertenece a la superfamilia de
aspartasas/fumarasas. AAL cataliza la desaminacion reversible de L-aspartato para producir

fumarato y amonio (Figura 1.22).

i I
HOW\OH Aspartasa HO\H/\/‘\OH + NH3
@) NH, O
L-aspartato Fumarato

Figura 1.22. Reaccion catalizada por L-aspartato amonio liasa o aspartasa.

Se ha descrito la presencia de este enzima en bacterias como Escherichia coli [96], Hafnia
alvei [97], Pseudomonas fluorescens [98], varias especies del género Bacillus y en algunas

especies acudticas. Sin embargo, no se ha descrito en plantas superiores ni en mamiferos.

El estudio de aspartasas se remonta al afio 1926, cuando Woolf describi6é por primera vez el
enzima aspartasa de Escherichia coli, denominado como AspA. Posteriormente se realizaron
los estudios de caracterizacion bioquimica y molecular y cristalizacion del enzima [96, 99-
103]. No es hasta finales de la década de los 90 cuando Kawata y col. reportaron un nuevo
enzima aspartasa termoestable producido por Bacillus sp. YM55-1, también denominado
AspB [104].

Las principales caracteristicas de AspA y AspB se muestran en la Tabla 1.13. Los enzimas
AspA y AspB presentan caracteristicas estructurales similares; sin embargo, a diferencia de
AspA, AspB carece de regulacién alostérica por sustrato y no necesita cofactor para su
actividad. Debido a esta caracteristica, a su moderada termoestabilidad y a la alta actividad
enzimatica que presenta, AspB es considerado de interés para ser aplicado a nivel industrial.
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Tabla 1.13. Caracteristicas generales de AspA 'y AspB.

AspA AspB

Fuente Escherichia coli Bacillus sp. YM55-1
Estructura cuaternaria Homotetramérica Homotetramérica
Masa molecular 200 kDa 200 kDa

50 kDa por sub-unidad 51 kDa por sub-unidad
N° de aminoacidos 478 por sub-unidad 468 por sub-unidad
Regulacion alostérica <l No

(por su sustrato L-aspartato)

Cofactor lon metalico (Mg*?) No
Termoestabilidad No Moderada (hasta 80°C)
Km (L-aspartato) a 30°C 2,8 mM 28,5 mM

El estudio de la secuencia aminoacidica de aspartasa de Bacillus sp. YM55-1 (AspB)
confirmd un alto grado de homologia (superior al 70%) con aspartasa de Bacillus subtilis,
mientras que solo presenta un 40% de similitud con aspartasas de Escherichia coli y

Pseudomona fluorenscens [105].

Ademas, se han reportado estudios de mutagénesis dirigida y cristalizacion del enzima con y
sin el sustrato L-aspartato. Estos estudios han permitido entender mejor el mecanismo
catalitico del enzima y el rol e importancia que juegan los residuos aminoacidicos del centro
activo (Figura 1.23). En especial, el residuo Lys324, cuyo grupo amino se une mediante
puente de hidrogeno al grupo carboxilo (-COOH en C1) del sustrato, seria crucial para la
catalisis [106-108].
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Asn142 (B
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Figura 1.23. Centro activo de AspB en presencia del sustrato L-aspartato.
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Asimismo, se ha planteado que el mecanismo de desaminacién de L-aspartato catalizada por

aspartasas obedece a una catélisis de anti-eliminacion. La primera etapa consiste en la

captacion del protén del C3 por el —OH del residuo Ser318 dando lugar a la formacion de un

intermediario enediolato. En segundo lugar, el reordenamiento molecular de dicho enediolato

da lugar a la formacion de fumarato y amonio (Figura 1.24) [106].

Ser g Ser g5 Serq.g N
O-H y (‘)‘ OH ? OH ﬁ
-OWO- =—|° 2 o | == X 0. + NH,
!D NH," 0o NH,* !
L-aspartato Enediolato Fumarato

Figura 1.24. Mecanismo de desaminacion de L-aspartato catalizada por aspartasa.
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Finalmente, esta descrito que AspB posee una alta especificidad por su sustrato natural L-
aspartato y no por otro tipo de aminoécidos [104, 109]. Sin embargo se ha reportado que
AspB también es capaz de realizar la reaccion de aminacion de fumarato con alta
enantioselectividad utilizando pequefios compuestos nucleofilicos aminados tales como
hidroxilamina (H,NOH) e hidracina (H,NNH,) para formar los respectivos compuestos

derivados de L-aspartato [109].
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Resumen

El aminoacido esencial L-fenilalanina (Phe), ampliamente usado en la industria alimentaria,
se produce principalmente mediante metodos quimio-enzimaticos y fermentativos. En este
capitulo se presenta una alternativa para la sintesis enzimatica de Phe basada en la aplicacion
de L-aspartato transaminasa (AAT; EC 2.6.1.1) de corazon porcino, que cataliza la reaccion
de transaminacion entre fenilpiruvato y L-aspartato. EI enzima se inmoviliz6 empleando dos
tipos de métodos: formacion de enlaces covalentes (empleando los soportes Eupergit® C y
MANA-agarosa) y atrapamiento (en LentiKats®). Se optimizé la inmovilizacién utilizando
bajas cargas de AAT obteniéndose 40, 70 y 40% de actividad retenida en los soportes
Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats® respectivamente. Para la sintesis de Phe se aplico
el enzima libre y los enzimas inmovilizados de alta carga enzimtica. Las reacciones
catalizadas por el enzima libre y los enzimas inmovilizados en Eupergit® C y LentiKats®
alcanzaron altos rendimientos de reaccion (entorno al 70%) con similares velocidades
iniciales: 0,74, 0,80 y 0,84 mmol/L-h respectivamente. Ademas, los enzimas inmovilizados en
Eupergit® C y LentiKats® presentaron mejor estabilidad en las condiciones de reaccién que el

enzima libre, siendo dicho valor un 20% superior al cabo de 192 h.
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2.1. Introduccion

L-fenilalanina (Phe) es un aminoacido aromadtico esencial que goza de gran demanda
comercial a nivel mundial. Se aplica basicamente en la industria farmacéutica, como
intermediario para la sintesis de benziloxazolidinona; en la industria alimentaria, como aditivo
alimenticio o en nutricion parenteral. Pero su mayor importancia radica en que es uno de los
componentes principales para la sintesis del edulcorante no caldrico aspartamo (N-(L-a-

aspartil)-L-fenilalanina-1-metiléster) (Figura 2.1) [1] .

OH

NH,

(a) (b)

Figura 2.1. a) L-fenilalanina y b) Aspartamo (en circulo L-fenilalanina-1-metiléster).

El aminoacido Phe es producido por diferentes métodos, tales como:

1. Sintesis quimio-enzimatica: tiene lugar a partir de la mezcla racémica de Phe (o
derivados) quimicamente preparada y posterior resolucion enzimatica utilizando enzimas tales

como amino acilasas o aminoacido amidasas [2].

2. Sintesis por fermentacion: es uno de los métodos més amplia y exitosamente usado a gran
escala. Se lleva a cabo utilizando cepas bacterianas tales como Brevibacterium flavum y
Corynebacterium glutamicum, que son capaces de producir altas concentraciones del
aminoacido. Estas cepas han sido aisladas de diferentes ambientes y manipuladas

genéticamente para que sean capaces de producir altas concentraciones de Phe. El aminoacido
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Phe se sintetiza metabdlicamente a partir de corismato (precursor comin en la sintesis de
aminoacidos aromaticos) mediante una ruta formada por tres reacciones enziméticas (Figura
2.2) [3].

Figura 2.2. Via metabolica bacteriana para la sintesis de L-fenilalanina.

3. Sintesis por biotransformacion: se lleva a cabo con enzimas tales como L-fenilalanina

amonio liasa, L-fenilalanina deshidrogenasa y L-aspartato transaminasa (Figura 2.3) [4].

El enzima fenilalanina amonio liasa cataliza la adicion reversible de grupos amino al &cido
cinamico. La principal desventaja de este método de sintesis es que el sustrato acido cinamico

tiene un gran efecto inhibitorio sobre el enzima [5-7].

Fenilalanina deshidrogenasa es un enzima dependiente del cofactor NADH vy cataliza la
aminacion reductiva del sustrato fenilpiruvato. Aunque esta reaccion es termodinamicamente
mas favorable hacia la formacion de productos y no presenta problemas de inhibicién, la
principal desventaja de su aplicacion en la sintesis de Phe radica en la necesidad de

regeneracion del cofactor, que se puede realizar acoplando una segunda reaccion
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(generalmente con otra deshidrogenasa) o aplicando técnicas electroenzimaticas,
electroquimicas, etc. En consecuencia el coste total del proceso se incrementa [8, 9].

OH 4+ NHj

1

Acido cinamico Amonio liasa
r 0
HO | Transaminasa
_———=
| OH OH OH
8o+
o] NH, NH,
Acido fenilpiravico L-aspartato L-fenilalanina
Deshidrogenasa
ﬁ
| OH 4 NH3
(0]

Acido fenilpiravico

Figura 2.3. Sintesis de L-fenilalanina por biotransformacion.

Las transaminasas son enzimas dependientes del cofactor piridoxal-5’-fosfato (PLP). Su
aplicacion en la sintesis de Phe tiene muchas ventajas en comparacion con los otros dos
enzimas mencionados, entre las que cabe destacar la ausencia de efectos inhibitorios por

sustratos o productos, una elevada enantioselectividad y autorregeneracion del cofactor PLP.

Se ha reportado la aplicacion de transaminasas de origen bacteriano en la sintesis de Phe. En
muchos casos, el gen que codifica el enzima es aislado y luego clonado en otra célula huésped
como Escherichia coli [10-12]. Asimismo, se ha descrito la inmovilizacién de células E. coli

recombinantes con alta actividad transaminasa en soportes como k-carragenina [12] o una
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mezcla de este soporte con gelatina [11], y su posterior aplicacion en la sintesis de Phe,

obteniéndose en ambos casos rendimientos de reaccion superiores al 90%.

El enzima L-aspartato transaminasa (AAT, EC 2.6.1.1) ha sido ampliamente estudiado y
caracterizado bioquimica y molecularmente; por ello es considerado como enzima modelo en
el estudio de transaminasas (en la seccion 1.4.1.2 se describen en més detalle las principales
caracteristicas del enzima) [13, 14]. Una de las principales aplicaciones de AAT se encuentra
en el campo médico-clinico; sin embargo, se han reportado pocos estudios sobre su

inmovilizacion y aplicacién en el campo de la biotecnologia.

Uno de los primeros estudios de inmovilizacion de AAT de corazon porcino se llevo a cabo
en un soporte de agarosa activado con NaCNBr, alcanzidndose un 90% de rendimiento de
inmovilizacion, 46% de actividad retenida y ausencia de limitaciones difusionales. En este
estudio, los autores afirman que el residuo Lys258 del centro activo (que se encuentra unido
al cofactor PLP por medio de una base de Schiff) no interactda con el soporte derivado de

agarosa ni interviene en el proceso de inmovilizacion [15].

En otro estudio de inmovilizacion de AAT en soportes derivados de agarosa (con grupos
aldehido y sulfhidrilo) se obtuvo una actividad retenida aparente entre el 30 y 40% al
inmovilizar altas cargas enzimaticas por medio de los residuos —SH de la superficie
enzimatica en el soporte agarosa sulfhidrilo, aunque los autores estimaron que dicha retencion
podria ser incluso el doble, sugiriendo la presencia de limitaciones difusionales. Es importante
remarcar dos conclusiones de este estudio: en primer lugar, que no se deben usar agentes
reductores como NaCNBr durante la inmovilizacion de enzimas dependientes de PLP puesto
que reducen la base de Schiff que une el cofactor con el residuo Lys258 del enzima, lo cual
conlleva a una pérdida irreversible de la actividad enzimatica; en segundo lugar, que el uso de
agentes protectores del centro activo del enzima durante el proceso de inmovilizacion permite

incrementar los rendimientos de inmovilizacién [16].

Mas recientemente se realizd un estudio en nuestro laboratorio en el que se describe la
inmovilizacion de varios enzimas dependientes del cofactor PLP, tales como serina
hidroximetil transferasa (enzima recombinante genéticamente modificado con la adicién de
colas de histidina), alanina racemasa y AAT. La inmovilizacién de estos enzimas se realizé en
diferentes soportes tales como aldehido, epoxido e IMAC. Aunque los autores no

establecieron un meétodo de inmovilizacién comun para los enzimas dependientes de PLP, se
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concluyé que los soportes funcionalizados con grupos epdxido constituyen una buena
alternativa, pues permitieron obtener actividades retenidas superiores al 50% después de un
proceso de reactivacion por incubacion de los enzimas inmovilizados con una disolucion de
PLP. Ademas confirmaron que los soportes IMAC constituyen un excelente método de

purificacion-inmovilizacion (en un solo paso) para enzimas con colas de histidina [17].

En este capitulo se describe la inmovilizacion del enzima comercial L-aspartato transaminasa
de corazon porcino por técnicas de formacion de enlaces covalentes y atrapamiento, asi como

su posterior aplicacion en la sintesis del aminoacido aromatico esencial L-fenilalanina.
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2.2. Objetivos

Objetivo general

-Establecer un método enzimético para la sintesis del aminoacido aromatico esencial L-
fenilalanina usando como biocatalizador L-aspartato transaminasa (AAT) de corazon porcino

inmovilizado.

Objetivos especificos

-Estudiar la estabilidad de AAT en las diferentes condiciones de inmovilizacion aplicadas en

este estudio.
-Determinar los pardmetros cinéticos de AAT hacia sus sustratos naturales.
-Establecer y optimizar diferentes métodos de inmovilizacién para AAT.

-Estudiar la estabilidad de AAT inmovilizado en diferentes soportes bajo las condiciones de

reaccion.
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2.3. Metodologia

2.3.1. Enzimay reactivos quimicos

L-aspartato transaminasa de corazén porcino (434 unidades/mg de proteina), Eupergit® C y
los reactivos, de grado analitico, fueron suministrados por Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). El soporte agarosa 10 BCL se adquirié en Iberagar (Coina, Portugal). LentiKats® gel
fue suministrado por GeniaLab (Braunschweig, Alemania).

2.3.2. Ensayos de estabilidad de AAT

Se determind la estabilidad del enzima AAT en las condiciones necesarias para llevar a cabo
los diferentes tipos de inmovilizacion. Para ello se hizo un seguimiento de la actividad

enzimatica a lo largo del tiempo:

i) a diferentes valores de pH y fuerza idnica; pH 5y 6 (en tampon MES 25 mM), pH 7 (en
tampon fosfato sodico 0,1 M y HEPES 0,1 M), pH 8 (en tampon fosfato sddico 0,1 M + NaCl
0,9 M), pH 9y 10 (tampdn bicarbonato sédico 1 M).

i) en presencia de diferentes concentraciones de N’-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil
carbodiimida (CDI): 1, 10, 50 y 100 mM en tamp6n MES 25 mM pH 6.

iii) en presencia de agentes blogueadores de los grupos epoxidos remanentes del soporte
Eupergit® C: 2 M de glicina (en tampdn bicarbonato sédico 1 M pH 10) y 0,2 M de 2-
mercaptoetanol (en tampon HEPES 0,1 M pH 8).

iv) en presencia de agentes estabilizadores de la actividad enziméatica: 493 mM L-aspartato,

1,7 mM a—cetoglutarato y 1,7 mM oxaloacetato (en tampdn bicarbonato sédico 1 M pH 10).

Todos los estudios de estabilidad se llevaron a cabo con una actividad inicial de AAT de 1

U/mL a temperatura ambiente (22 + 2°C) y con agitacion rotativa (en “roller”).
2.3.3. Inmovilizacién de AAT por enlace covalente en Eupergit® C

En primer lugar se hidraté el soporte Eupergit® C con agua desionizada a 4°C. Al cabo de 24
h el soporte se separd por filtracion al vacio. La inmovilizacion de AAT se llevo a cabo
mezclando 1 mL de soporte hiumedo con 10 U de AAT contenidas en 9 mL de disolucién
tampon (bicarbonato sédico 1 M pH 10 o fosfato sédico 0,1 M + NaCl 0,9 M pH 8). Con el
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propdsito de mejorar la estabilidad de AAT se adicion0 a—cetoglutarato (1,7 mM) u
oxaloacetato (1,7 mM) durante el proceso de inmovilizacion. Posteriormente los grupos
epoxidos remanentes en el soporte se bloquearon por incubacién con metilamina 1,5 M (en
tampon bicarbonato sodico 1 M pH 10) durante 19 h 6 2-mercaptoetanol 0,2 M (en tampdn
HEPES 0,1 M pH 8) durante 4 h. Después del proceso de blogueo, los enzimas inmovilizados
se recuperaron por filtracion al vacio. Ademas, en algunos casos se incubd el enzima
inmovilizado en PLP 2 mM a 4°C durante 41 h. Finalmente, los biocatalizadores
inmovilizados se filtraron al vacio, se lavaron con PLP 2 mM en tampén HEPES 0,1 M pH 7,

se filtraron y se almacenaron a 4°C.
2.3.4. Inmovilizacion de AAT por enlace covalente en MANA-agarosa

La preparacion del soporte MANA (monoaminometil-N-aminoetil) agarosa 10 BCL se llevé a
cabo a partir del soporte aldehido-agarosa segln el método descrito por Fernandez-Lafuente

[18] y como se describe en la Figura 1.7.
2.3.4.1. Preparacion del soporte aldehido-agarosa

El soporte aldehido-agarosa (glioxil-agarosa) de maxima carga se prepard por esterificacion
del soporte agarosa 10 BCL con glicidol (2,3-epoxipropanol). Para ello se mezclaron 15 mL
de agarosa 10 BCL (densidad = 1,07 g/mL) con 11,6 mL de una disolucion de glicidol 2 M
conteniendo NaOH 0,32 M y NaBH,4 0,14 M y la mezcla se mantuvo en agitacion rotativa
suave a temperatura ambiente durante 19 h. Al cabo de dicho tiempo el soporte se recupero
por filtracion al vacio y se lavo con abundante agua destilada. Luego se afiadieron 180 mL de
una disolucion de periodato sédico 25 mM y la mezcla se mantuvo en agitacion magnética
suave durante 45 min. La densidad de grupos aldehidos en el soporte se determind por
colorimetria a 475 nm por cuantificacion del periodato consumido con una disolucién de Kl
0,25 M y NaHCO3 0,5 M. Finalmente, el soporte aldehido-agarosa se recuper6 por filtracion

al vacio y se lavo con abundante agua destilada.
2.3.4.2. Preparacion del soporte MANA-agarosa

Para la preparacion del soporte MANA-agarosa, 15 mL de soporte aldehido-agarosa se
resuspendieron en 135 mL de etilendiamina 2 M (tampon NaHCO3 0,1 M pH 10) y la mezcla
se incubd a temperatura ambiente durante 2 h. Las bases de Schiff formadas se redujeron por

adicion de NaBH; (10 mg/mL), manteniéndose la mezcla en agitacién durante 2 h a
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temperatura ambiente. Finalmente, el soporte MANA-agarosa se filtrd al vacio y se lavo con
10 volimenes de NaCl 1 M en tampon acetato sédico 0,1 M pH 5, luego con NaCl 1 M en
tampon bicarbonato sédico 1 M pH 10 y finalmente con agua destilada. La concentracion de
grupos aminos primarios en el soporte MANA-agarosa se estimo igual a la de grupos

aldehidos en el soporte aldehido-agarosa.
2.3.4.3. Proceso de inmovilizacién de AAT en MANA-agarosa

La inmovilizacion de AAT en MANA-agarosa se llevo a cabo en tres etapas que se describen

a continuacion:

i) adsorcion ionica: se mezclaron 9 mL de AAT (10 U) en tampdn MES 25 mM pH 6 con 1

mL de soporte. La suspension se mantuvo en agitacion rotativa durante 15 ¢ 30 min.

i) formacién de enlaces covalentes: se retir6 un determinado volumen de sobrenadante e
inmediatamente después se adiciond el mismo volumen de una disolucion fresca de CDI 200
mM (tampdén MES 25 mM pH 6) para alcanzar una concentracion final de 1, 10 6 25 mM en

la suspension.

iii) desorcion: se adiciond a la suspension NaCl en forma sélida en cantidad necesaria para

alcanzar una concentracion final de 1 M y la mezcla se mantuvo en agitacion durante 1 h.

Finalmente, los enzimas inmovilizados se filtraron al vacio, se lavaron con PLP 2 mM en

tampén HEPES 0,1 M pH 7, se filtraron y se almacenaron a 4°C.
2.3.5. Inmovilizacién de AAT por atrapamiento en LentiKats®

La inmovilizacién de AAT en el soporte LentiKats® se realizé segtn el protocolo descrito por
la casa comercial GeniaLab. El gel LentiKats® se licué por calentamiento a 90°C y luego se
enfrié a 35°C. A esta temperatura se mezclaron 2 mL de disolucion enzimética de AAT (60 U
de AAT/mL) en tampén HEPES 0,1 M pH 7 con 8 mL de LentiKats® liquido. La mezcla se
colocé en una placa de Petri, y usando la “impresora” LentiKats® se procedi6 a la formacion
de las particulas con forma lenticular con un tamafio promedio de 3-4 mm de didmetro (Figura
1.11). Las particulas se mantuvieron a temperatura ambiente hasta una pérdida del 70% de su
peso por efecto de la evaporacion del agua contenida en ellas. Luego se afiadio la disolucion

estabilizadora (15 mL por g de particulas lenticulares) y en estas condiciones las particulas se
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mantuvieron en agitacion rotativa durante 2 h. Finalmente, las particulas se recuperaron por

decantacion y se almacenaron a 4°C.
2.3.6. Seguimiento de los procesos de inmovilizacion

Todas las inmovilizaciones de AAT se llevaron a cabo a temperatura ambiente (22 £ 2°C) y
con agitacion rotativa. En todos los casos se realizd el seguimiento en paralelo de un ensayo
“blanco” en el que el volumen del soporte se sustituyé por el mismo volumen de agua Se

midié la actividad enzimatica del blanco, suspension y sobrenadante a lo largo del tiempo.

La actividad retenida (%) se calculd segun la siguiente formula:

(Suspensién ty — Sobrenadante tf) "

Actividad retenida (%) = 00

Suspension t;

donde:

Suspension t; = actividad enzimética de la suspensién al final de la inmovilizacion.
Sobrenadante t; = actividad enzimatica del sobrenadante al final de la inmovilizacion.
Suspension t; = actividad enzimatica de la suspension al inicio de la inmovilizacion.
El rendimiento de inmovilizacion (%) se calculd segun la siguiente férmula:

o (Suspensi(')n t; — Sobrenadante tf)
Rendimiento (%) = - 10

Suspension t;

donde:
Suspension t; = actividad enzimatica de la suspension al inicio de la inmovilizacion.

Sobrenadante t; = actividad enzimatica del sobrenadante al final de la inmovilizacion.
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2.3.7. Sintesis de L-fenilalanina catalizada por AAT libre e inmovilizado

AAT libre y los enzimas inmovilizados en Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats® se
emplearon como catalizadores en la sintesis de L-fenilalanina (Phe), a partir del ceto analogo
fenilpiruvato y L-aspartato como donador de grupos amino. La composicion del medio de
reaccion fue fenilpiruvato 0,1 M, L-aspartato 0,1 My PLP 0,1 mM, en tamp6n HEPES 0,1 M
pH 7,5. La reaccion se llevo a cabo con 25 U de AAT libre o inmovilizado por mL de

reaccion (volumen final de reaccion de 10 mL) a 37°C y agitacion rotativa.
2.3.8. Medida de la actividad enzimatica de AAT

El ensayo de actividad enzimética se realizd por acoplamiento de una segunda reaccion
enzimatica catalizada por malato deshidrogenasa (MDH). La reaccion de transaminacion de
L-aspartato catalizada por AAT produce oxaloacetato, que el enzima MDH reduce a malato a
la vez que tiene lugar la oxidacion de NADH a NAD". La actividad enziméatica de AAT se
determiné por espectrofotometria a 340 nm por la disminucién de la absorbancia causada por
la desaparicion de NADH. Se mezclaron 50 uL de muestra enzimética con 950 uL de mezcla
reactivo (la concentracion final en la cubeta de 1 mL fue de L-aspartato 193 mM,
o—cetoglutarato 12 mM, MDH 0,6 U/mL, NADH 0,2 mM en tampon fosfato sodico 75 mM
pH 7,5) y se midié la disminucién de absorbancia de NADH a 37°C en el espectrofotometro
Cary50Bio UV-visible (Varian, Palo Alto, CA, USA). Una unidad (U) de actividad se define
como la cantidad de enzima requerida para catalizar la reaccion de 1 umol de L-aspartato a
oxaloacetato por minuto a 37°C. EIl coeficiente de extincion molar de NADH a 340 nm es
6,22 mM™.cm™ [19]. Cuando se evalué la actividad de las suspensiones en los procesos de

inmovilizacion, fue necesario incorporar agitacion magnética a la cubeta espectrofotométrica.
2.3.9. Determinacion de los pardmetros cinéticos

Los parametros cinéticos constante de Michaelis-Menten (Ky) y velocidad méxima de
reaccion (rmax) de AAT hacia los sustratos L-aspartato y a—cetoglutarato se calcularon
mediante la representacion de Lineweaver-Burk. Las velocidades de reaccion se midieron
segun las condiciones descritas en la seccion 2.3.8, variando la concentracion de sustrato. Para
el analisis de los parametros cinéticos hacia L-aspartato, la concentracion del mismo fue de

0,93, 19,3, 96,5 6 193 mM; asimismo, para el analisis del K, y rmax hacia a—cetoglutarato, la
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concentracion de éste fue de 0,12; 1,2; 6 6 12 mM. Las velocidades de reaccion para cada

caso se midieron por duplicado.
2.3.10. Medida de concentracion de fenilpiruvato y L-fenilalanina

Las concentraciones de fenilpiruvato y L-fenilalanina se analizaron mediante cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC, Dionex Ultimate 3000, Sunnyvale, CA, USA). Se empled la
columna X-Bridge TM C18 5 um 4,6 mm x 250 mm (Waters, Milford, MA, USA) y detector
UV. La fase mdvil A consistid en &cido trifluoroacético 0,1% en agua MiliQ y la fase mévil B
en &cido trifluoroacético 0,095% en acetonitrilo 80% y agua MiliQ 20%. Se inyectaron 30 pL
de muestra y el gradiente de elucion se estableci6 entre 15 y 60% de fase movil B durante 25
min a un flujo de 1 mL/min a 30°C. La deteccién de los compuestos se realiz6 a 260 nm y el
analisis cuantitativo se realiz6 por integracion de las areas usando el método de estandar
externo (concentracion de estandares entre 1 y 25 mM). El tiempo retencion para L-
fenilalanina fue 5,9 £ 0,1 min y para fenilpiruvato 21,3 + 0,1 min (Anexo 1).
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2.4. Resultados y discusion

2.4.1. Estabilidad de L-aspartato transaminasa

Los procesos de inmovilizacion suelen llevarse a cabo en condiciones que pueden ser
desfavorables para el enzima y conllevar una posible pérdida de actividad enzimatica. De esta
forma, se estudié el efecto del pH &cido (5 y 6) a baja fuerza i6nica (tampon MES 25 mM),
condiciones necesarias para la inmovilizacion en soporte MANA-agarosa, y pH bésico (8, 9y
10) y alta fuerza idnica (tampdn fosfato sddico o bicarbonato sédico 1 M), condiciones para la

inmovilizacion en Eupergit® C, sobre la estabilidad del enzima.

Como se observa en la Figura 2.4, AAT es bastante estable en las diferentes condiciones de
pH y fuerza idnica. Los mejores resultados se observaron a pH 6 (tampén MES 25 mM) en
que el enzima mantuvo el 87% de su actividad inicial al cabo de 24 h. En todos los casos se

observo que la mayor pérdida de actividad se dio durante las primeras horas.

Actividad AAT (%)

60 -

50 T T T T
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Figura 2.4. Estabilidad de AAT a diferentes condiciones de pH y fuerza iénica: (m) pH 5y (0) pH 6,
en MES 25 mM; (e) pH 8, en fosfato sédico 0,1 M con NaCl 0,9 M; (o) pH9y (V) pH 10, en
bicarbonato sédico 1 M. La mezcla enzimética se mantuvo a temperatura ambiente y agitacion rotativa
durante 24 h. La actividad inicial fue de 1 U de AAT/mL.
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También se estudié la estabilidad de AAT en presencia de diferentes compuestos usados
como agentes bloqueadores de los grupos epdxidos remanentes de Eupergit® C tales como
glicina y 2-mercaptoetanol. Tras 24 h de incubacién el enzima mantuvo su actividad por

encima del 80 y 89% respectivamente (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Estabilidad de AAT en presencia de los agentes bloqueadores de grupos epoxidos. La
mezcla enzimética se mantuvo a temperatura ambiente y en agitacion rotativa durante 24 h. La
actividad inicial fue de 1 U de AAT/mL.

Actividad AAT (%)
Blanco 82,8
Glicina2 M® 80,2
2-mercaptoetanol 0,2 M® 89,9

@ Tampon bicarbonato sédico 1 M pH 10.
®) Tampén HEPES 0,1 M pH 8.

Por ultimo, se evalud el efecto de diferentes concentraciones de carbodiimida (CDI) sobre la
estabilidad del enzima durante 3 horas de incubacidn. Se observd que a bajas concentraciones
de CDI (1 y 10 mM) el enzima mantiene el 100% de su actividad original, y a
concentraciones mayores que 50 mM de CDI se evidencié una disminucion de actividad
superior al 20% (Figura 2.5).

2.4.2. Determinacion de los parametros cinéticos de AAT

Los parametros cinéticos constante de Michaelis-Menten (Ky) y velocidad méxima de
reaccion (rmax) de AAT hacia sus sustratos naturales L-aspartato y o—cetoglutarato se
calcularon mediante la representacion de Lineweaver-Burk (Figura 2.6). Los valores de Ky, y
l'max hacia L-aspartato fueron 40,93 mM y 0,9 uM/min respectivamente; mientras que para el
sustrato o—cetoglutarato los valores de Ky y rmax fueron 0,17 mM y 0,7 puM/min
respectivamente. Estos resultados indican que el enzima tiene mayor afinidad hacia

o—cetoglutarato que hacia L-aspartato.
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Figura 2.5. Estabilidad de AAT a diferentes concentraciones de carbodiimida (CDI) en tampén MES
25 mM pH 6. La mezcla enzimatica se mantuvo a temperatura ambiente y agitacion rotativa durante 3

h con actividad inicial de 1 U de AAT/mL.
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Figura 2.6. Representacion de Lineweaver-Burk para la determinacion de los parametros cinéticos Ky,

Y 'max de AAT (tampon fosfato sédico 75 mM pH 7,5 a 37°C) empleando como sustratos (e) L-
aspartato y (o) a—cetoglutarato.
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2.4.3. Inmovilizacién de AAT en Eupergit® C

El estudio de la inmovilizacion del enzima debe realizarse en ausencia de limitaciones
difusionales, con el fin de evitar el efecto de la difusion de sustratos y/o productos sobre la
medida de la actividad enzimatica [20]. Con este fin, se trabajé con una baja carga de AAT
(10 U/mL de soporte ~ 23 ug de proteina/mL de soporte). En la Tabla 2.2 se muestran los
principales resultados del estudio de las diferentes condiciones de inmovilizacion de AAT en
Eupergit® C.

La inmovilizacién de enzimas en el soporte Eupergit® C se suele llevar a cabo a pH bésico y
alta fuerza ionica, siendo pH 10 el mas recomendado, pues asi se acelera la reaccién entre los

grupos aminos del enzima y los grupos epoxidos del soporte [21].

Como se observé en el estudio de estabilidad, a pH 10 AAT mantiene su actividad por encima
del 70% después de 24 h. Cuando se realiz6 la inmovilizacion a este valor de pH (Método | en
Tabla 2.2) se obtuvo un 91% de rendimiento, 40% de actividad retenida y el proceso dur6 4 h;
sin embargo, después del bloqueo de los grupos epdxidos remanentes con metilamina (pH 10
durante 19 h) y reactivacion del enzima por incubacioén con PLP (pH 7,5 durante 41 h), la
actividad retenida se redujo a 18%.

Con el objetivo de preservar la actividad enzimatica, AAT se inmoviliz6 a pH 8 (Método Il en
Tabla 2.2). En este caso, la actividad retenida se incrementd a 46% aunque el rendimiento
disminuy6 a 70% Yy el proceso tuvo una duracion de 24 h. Cuando se realizaron los procesos
posteriores de bloqueo con metilamina e incubacion con PLP, la actividad retenida disminuy6

drasticamente a 16%.

De estos resultados se concluye que el blogueo con metilamina es la etapa critica, debido al
efecto negativo de las condiciones en las que se lleva a cabo (pH 10 durante 19 h). Ademas,
es posible que se produzca una interaccion de este compuesto aminado con el cofactor PLP,
formandose un complejo PLP-metilamina que se desorberia del centro activo y en
consecuencia se produciria una pérdida irreversible de la actividad [17]. Mediante la
incubacion del enzima inmovilizado con una disolucion de PLP no se logré la reactivacion,
posiblemente debido a la separacion del complejo PLP-metilamina con el lavado final del

catalizador.
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Se ha descrito que 2-mercaptoetanol (2-ME) también se puede usar como agente blogueante,
en cuyo caso, el proceso se realiza a bajos valores de pH y por periodos mas cortos [22].
Ademas, como ya se menciond anteriormente, se comprobd que AAT es estable en presencia
de 2-ME 0,2 M. Cuando el blogueo de los grupos epdoxidos remanentes se llevé a cabo con 2-
ME a pH 8 (Método |1l en Tabla 2.2) se obtuvo un 32% de retencion final y la duracion total
del proceso fue de 69 h. Finalmente, se llevo a cabo una inmovilizacion al mejor valor de pH
(pH 10), empleando el mejor agente bloqueante (2-ME) y con un lavado final con PLP en
sustitucion del proceso de reactivacion del enzima por incubacion con PLP (Método IV en
Tabla 2.2). En estas condiciones se logré un 95% de rendimiento y 29% de retencién en un
periodo de tiempo mas corto (8 h).

La presencia de sustratos naturales en disoluciones enzimaticas tamponadas prevendria la
pérdida de actividad, pues el sustrato se uniria al centro activo del enzima protegiéndolo de la
accion de agentes desnaturalizantes o inhibitorios [23]. Se seleccionaron los sustratos
naturales del enzima AAT (L-aspartato, o—cetoglutarato y oxaloacetato) como posibles
agentes estabilizantes. Para realizar el estudio, se us6 una concentracién de L-aspartato y
o—cetoglutarato 10 veces mayor al valor de K, de AAT hacia estos sustratos. Para
oxaloacetato, otro sustrato ceto &cido, se utilizd6 la misma concentracién que la de
o—cetoglutarato (calculado en la seccion 2.4.2). En la Tabla 2.3 se muestran los resultados del
efecto protector de los agentes estabilizantes. Los mejores resultados se obtuvieron en
presencia de oxaloacetato y a—cetoglutarato, mientras que en presencia de L-aspartato se
observo una mayor pérdida de actividad con respecto al blanco (realizado en ausencia de
sustratos). L-aspartato podria formar el complejo intermediario quetimina (Asp-PLP) con el
PLP unido al enzima, y su subsecuente hidrdlisis dejaria al enzima en su forma PMP, que es
mas inestable y propensa a su desorcion del centro activo [24].

Tabla 2.3. Efecto protector de los agentes estabilizantes en la actividad de AAT. La mezcla
enzimatica se mantuvo en agitacion rotativa a temperatura ambiente durante 24 h, en tampon
bicarbonato sédico 1 M pH 10. La actividad inicial fue de 1 U de AAT/mL.

Agente estabilizante Concentracion Actividad residual (%0)
L-aspartato 409,3 mM 22
a—cetoglutarato 1,7 mM 60
Oxaloacetato 1,7 mM 89
Blanco - 49
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Asi, oxaloacetato y a—cetoglutarato se seleccionaron como agentes estabilizantes durante el
proceso de inmovilizacion (Método V y VI en Tabla 2.2), obteniéndose similares

rendimientos de inmovilizacion y un incremento en las actividades retenidas hasta 40 y 36%
respectivamente.

Finalmente se escogié como el mejor método de inmovilizacién de AAT en Eupergit® C el
descrito en la Tabla 2.2, Método V (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Inmovilizacion de AAT en Eupergit® C (10 U/mL de soporte) en presencia de
oxaloacetato 1,7 mM, en tampon bicarbonato sédico 1 M pH 10 (Método V en Tabla 2.2).
(@) blanco de inmovilizacion (enzima sin soporte); (V) suspension y (o) sobrenadante.

2.4.4. Inmovilizacion de AAT en MANA-agarosa

La inmovilizacion de proteinas via los grupos carboxilos (—COOH) en soportes aminados
suele constituir una buena alternativa, si se tiene en cuenta que los grupos carboxilo
representan usualmente la mayor fraccion de grupos reactivos en la superficie de las proteinas
[18]. Para AAT de corazdn porcino, el 20% de sus aminoacidos son carboxilicos (Asp y Glu),
mientras que sélo el 10% son aminados (Lys y Arg) [14, 25].
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Como soporte aminado se selecciond monoaminometil-N-aminoetil agarosa (MANA-
agarosa), con grupos amino primarios (-NH;) con un pK de 6,8. Este soporte se preparé a
partir de glioxil-agarosa con una densidad de 270 umol de grupos aldehidos por mL de

soporte.

La inmovilizacién de proteinas en soporte MANA-agarosa consiste basicamente en tres
etapas. En primer lugar, se produce una adsorcién ionica de las proteinas que ocurre muy
rapidamente y a bajos valores de pH (5 ¢ 6); a continuacion tiene lugar la formacion de
enlaces covalentes entre los grupos amino del soporte y los grupos carboxilo de las proteinas,
que se lleva a cabo en presencia de carbodiimida (CDI) como activador de los grupos
carboxilo; por Gltimo y a modo de comprobacion, se realiza una desorcion iénica por adicion
de NaCl (1 M), lo cual provoca un aumento de la fuerza idnica promoviendo la desorcién de

las proteinas que no se unieron covalentemente al soporte [18].

Con el objetivo de optimizar el proceso de inmovilizacion de AAT en MANA-agarosa, se
evaluaron diferentes condiciones (Tabla 2.4). Primero, se tratd de establecer la concentracion
adecuada de CDI para garantizar que todo el enzima se uniese covalentemente al soporte.
Cuando se adicionaron 1 y 10 mM de CDI, el 89 y 31% del enzima se desorbid,
respectivamente (Métodos | y Il en Tabla 2.4). Sin embargo, cuando se utilizd una
concentracion final de 25 mM de CDI, sélo el 3% del enzima se desorbié (Método Il en
Tabla 2.4). Asi, se establecio que 25 mM de CDI es la concentracion necesaria para garantizar

la mayor formacion de enlaces covalentes entre el enzima y el soporte.

Los porcentajes de retencion obtenidos en estas tres inmovilizaciones fueron diferentes. La
principal diferencia entre los tres métodos consistio en el sistema tampdn utilizado, por lo que
se puede afirmar que la mayor pérdida de actividad podria estar asociada al sistema tampén.
En tal sentido, se decidi6 realizar las siguientes inmovilizaciones con el tampén MES debido
a su mejor capacidad tamponadora a pH 6 y a los buenos resultados de retencion. Ademas se
redujo el tiempo de adsorcién ionica de 30 a 15 min, obteniéndose una pérdida de actividad
durante esta primera etapa de 13% y una actividad retenida final de 70% (Método IV en Tabla
2.4).
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En todos los procesos de inmovilizacion se realizé un seguimiento de la actividad enzimética
del blanco, suspension y sobrenadante. Se observo que CDI tiene un efecto menos negativo
sobre la actividad de AAT cuando se encuentra unido al soporte que cuando se encuentra
libre, lo que se evidencié con una disminucion del 11% en la actividad de la suspension

mientras que el blanco perdié un 37% al cabo de 2 h de incubacion con 25 mM de CDI
(Figura 2.8).

Finalmente se escogiéo como el mejor método de inmovilizacion de AAT en MANA-agarosa
el descrito en el Método IV en la Tabla 2.4 (Figura 2.8).

Actividad AAT (%)
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Figura 2.8. Inmovilizacion de AAT en MANA-agarosa (10 U/mL de soporte) en tampon MES 25 mM
pH 6 (Método IV en Tabla 2.4). (#) Blanco; (A) suspension y (<>) sobrenadante. I. Adsorcion
ionica; I1. Formacion de enlaces covalentes con CDI 25 mM y 11. Desorcidn i6nica con NaCl 1 M.

2.4.5. Inmovilizacion de AAT en LentiKats®

La inmovilizacion por atrapamiento en hidrogeles es una técnica ampliamente utilizada para
la inmovilizacién de células. Algunos autores afirman que esta técnica no seria adecuada para
la inmovilizacion de enzimas debido a su reducido tamafio, de manera que se podria producir

una difusion rapida hacia fuera del soporte [26-28]. Se plantea que como paso previo a la
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inmovilizacion por atrapamiento en hidrogeles, seria necesaria la formacion de complejos
enziméticos con polielectrolitos o de estructuras supramoleculares por entrecruzamiento del
enzima (CLEAS). Sin embargo, otros autores han reportado obtener buenos rendimientos de
inmovilizacion sin la necesidad de pretratar el enzima por métodos de entrecruzamiento [29-
32].

Antes de la inmovilizacién de AAT por atrapamiento en el soporte LentiKats®, se intentd
realizar el entrecruzamiento del enzima usando glutaraldehido como agente entrecruzante, ya
que es uno de los mas estudiados y utilizados para este propdsito. En los experimentos de
entrecruzamiento con glutaraldehido (0,5% en tampon MES 0,1 M pH 6) se observé la
formacion de agregados; sin embargo estos carecian de actividad enzimética, debido
posiblemente a una interaccion quimica entre el grupo aldehido del glutaraldehido y el grupo
amino de la Lys258 del centro activo. Esta union desplazaria al cofactor PLP del centro activo

y en consecuencia se produciria una pérdida irreversible de la actividad.

A pesar de que los experimentos de entrecruzamiento fallaron, se continué con la
inmovilizacion del enzima libre sin ningun tipo de pretratamiento. Se procedié a inmovilizar
una baja carga de enzima (12 U de AAT/mL de soporte). Después del proceso de incubacion
de las particulas lenticulares en la disolucion endurecedora, se detectd un 40% de la actividad
enzimatica en las particulas, mientras que en la disolucion endurecedora se midio el 60% de la
actividad. Este resultado indicaria que no hay pérdidas de actividad durante el proceso de
inmovilizacion y se descartaria la presencia de limitaciones difusionales en las condiciones de

reaccion que se emplean en el test de actividad.
2.4.6. Sintesis de L-fenilalanina catalizada por AAT libre e inmovilizado

Con el objetivo de sintetizar L-fenilalanina (Phe) mediante el enzima AAT de corazon
porcino, se emplearon los sustratos fenilpiruvato y L-aspartato (Asp) como ceto acido y

donador de grupos amino respectivamente, en presencia del cofactor PLP (Figura 2.9).

Se descartd el uso de sistemas tamponadores basados en fosfatos debido a que éstos
promueven la desorcion del cofactor PLP del centro activo conllevando a la pérdida de

actividad [33]. En su lugar se utiliz6 el tampdn organico HEPES.
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Figura 2.9. Reaccién de sintesis de L-fenilalanina catalizada por AAT.

La reaccion de sintesis de Phe se llevo a cabo usando AAT tanto en su forma libre como
inmovilizada. Como se describié anteriormente, la inmovilizacién de AAT en los soportes
Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats® se optimizé aplicando una baja actividad
enzimatica (del orden de 10 U/mL de soporte). Sin embargo, para poder realizar la reaccion
de interés en un corto tiempo, era necesario utilizar los biocatalizadores inmovilizados con

una mayor actividad enzimatica (250 U de AAT/mL de soporte).

Entonces se procedié a realizar la inmovilizacion de AAT segun los métodos optimizados ya
descritos, con la suficiente carga enzimatica para obtener la actividad deseada para los tres
soportes, considerando el porcentaje de retencion que se habia logrado al inmovilizar bajas

actividades.

Las actividades retenidas al final de los procesos de inmovilizacion de alta carga enzimatica
fueron significativamente menores a las esperadas: 13, 0,5 y 3% para el enzima inmovilizado

en Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats® respectivamente. Esta disminucién podria ser
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debida a la presencia de limitaciones difusionales que suelen incrementarse cuando la

cantidad de proteinas a inmovilizar también aumenta [20].

Las limitaciones difusionales son apreciables cuando la velocidad de difusion de los sustratos
y/o productos es menor que la velocidad de la reaccion; en ese caso, la difusion limitaria la
velocidad observada. En particular, las limitaciones difusionales son rapidamente apreciables
cuando se mide la actividad enzimética de los enzimas inmovilizados empleando los sustratos
naturales (L-aspartato y o-—cetoglutarato) debido a su répida cinética de reaccion. Sin
embargo, el empleo de sustratos no naturales del enzima, como por ejemplo fenilpiruvato, que
implica reacciones mas lentas, podria resultar en similares cinéticas de reaccion tanto para el

enzima libre como para el inmovilizado [34].

Debido a que la velocidad de reaccion del ensayo de actividad enzimatica estaba limitada por
la velocidad de difusion, la cantidad de biocatalizador inmovilizado empleado en la reaccion
de sintesis de Phe se calcul6 empleando los resultados de actividad retenida obtenidos para las
inmovilizaciones a baja carga enzimatica. Todas las reacciones de sintesis de Phe se

realizaron con 25 U de AAT libre o su equivalente inmovilizado por mL de reaccion.

Las velocidades iniciales de reaccion (r,) correspondientes a la formacién de Phe fueron
similares para las reacciones catalizadas por el enzima libre y las catalizadas por el enzima
inmovilizado en Eupergit® C y LentiKats® (Tabla 2.5). Estos resultados confirman que la baja
actividad retenida observada para los biocatalizadores de alta carga enzimética es debida
basicamente a las limitaciones difusionales observadas al realizar el ensayo de actividad.
Ademas, verifican las suposiciones realizadas para calcular las actividades retenidas a altas
cargas enzimaticas. Asimismo, se obtuvieron rendimientos de reaccidon superiores al 70%
tanto en la reaccion catalizada por el enzima libre como las catalizadas por el enzima

inmovilizado en Eupergit® C y LentiKats®.

Las limitaciones difusionales estan muy bien estudiadas cuando se inmovilizan enzimas en
soportes porosos [34, 35]. Sin embargo este fendmeno no estd muy bien descrito cuando la
inmovilizacién se realiza por atrapamiento en soportes, como por ejemplo LentiKats®.
Algunos autores observaron una disminucion de las velocidades de reaccion cuando
inmovilizaron enzimas por esta técnica [28, 29]. Las diferencias entre las cinéticas del enzima

libre e inmovilizado se atribuyen, o bien al hidrogel utilizado, que podria actuar como una
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barrera difusional, o bien a un cambio de la conformacién enzimatica inducido por la

interaccion del enzima con el soporte [31].

Tabla 2.5. Sintesis de L-fenilalanina catalizada por AAT libre e inmovilizado. Las reacciones se
llevaron a cabo con 0,1 M fenilpiruvato, 0,1 M L-aspartato, 0,1 mM PLP y 25 U de AAT/mL de
reaccion (tampén HEPES 0,1 M pH 7,5) a 37°C durante 8 dias.

AAT
Parametros
Libre  Eupergit®C MANA-agarosa LentiKats®
Rendimiento (%) 68,3+1,1 73,725 4701 725+7,0
Actividad residual (%) 52,9+1,1 73,1+0,9 55,0+£0,2 714+272
Velocidad inicial r, (mmol/L-h)® 0,74 0,80 0,07 0,84
®@R?>0,95

En relacion a la sintesis de Phe catalizada por AAT inmovilizado en MANA-agarosa, el
rendimiento y la velocidad inicial de reaccién resultaron ser de un orden de magnitud menor
en comparacion con el enzima libre (Tabla 2.5). A pesar del escaso rendimiento de formacion
de producto, la concentracion de fenilpiruvato disminuy6 en 73% al final de la reaccion.
Ademas, se observd que durante la reaccién el color del soporte MANA-agarosa,
originalmente blanquecino, cambi6 gradualmente a naranja. Con el objetivo de esclarecer este
hecho, se realiz6 un blanco poniendo en contacto una disolucion 0,1 M de fenilpiruvato con el
soporte MANA-agarosa (sin enzima) y se midié la concentracién de fenilpiruvato en el
tiempo a las mismas condiciones que la reaccién de sintesis (tampon HEPES 0,1 M pH 7,5y
37°C). Se observo de nuevo el cambio de color del soporte asi como una disminucién similar
de la concentracion de fenilpiruvato. Para descartar una posible adsorcion ionica de este
compuesto en el soporte se incrementd la fuerza idnica a 1 M, pero no se observd desorcion
de fenilpiruvato al medio. La causa de este fendbmeno podria ser la reaccion entre los grupos
—NH, remanentes del soporte (que no reaccionaron durante la inmovilizacion) y el grupo
carbonilo (-C=0) del fenilpiruvato, que podrian formar enlaces de Schiff [36], 0 bien otros

tipos de interacciones. En uno u otro caso, el resultado es una disminucion importante de la
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concentracion del sustrato fenilpiruvato en el medio de reaccion, lo que conlleva una
disminucion de su disponibilidad en la reaccion enzimética. Por lo tanto, se podria afirmar
que el uso de enzimas inmovilizados en soportes amino como biocatalizadores deberia
evitarse cuando se utilicen sustratos con grupos carbonilo, por posibles interacciones entre el

sustrato y el soporte, a menos que los grupos amino del soporte hayan sido bloqueados
previamente.

Los perfiles de produccion de Phe y consumo de fenilpiruvato en la reaccion catalizada por
AAT libre fueron similares a los obtenidos en las reacciones catalizadas por los enzimas
inmovilizados en Eupergit® C (Figura 2.10) y LentiKats®.
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Figura 2.10. Cinética de conversién de fenilpiruvato a L-fenilalanina catalizada por AAT
inmovilizado en Eupergit® C: (m) L-fenilalanina; (o) fenilpiruvato; (A ) actividad de AAT
inmovilizado. La reaccién se llevé a cabo con 0,1 M fenilpiruvato, 0,1 M L-aspartato, 0,1 mM PLP y
25 U/mL de reaccién (tampon HEPES 0,1 M pH 7,5) a 37°C.

Se ha descrito que la constante de equilibrio (K;) de la reaccion catalizada por AAT a 37°C es
cercana a 1, lo que significa que el rendimiento de reaccion se veria limitado a un 50% [37].
En nuestros experimentos, el rendimiento de reaccion se incremento hasta el 73%, lo cual

podria ser debido a la reaccion de descarboxilacion espontanea que sufre el producto
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oxaloacetato [37]. Asi, la disminucién de la concentracién del producto desplazaria el
equilibrio de la reaccion hacia la produccion de Phe.

Por otro lado, se midio la actividad enzimatica de AAT libre e inmovilizado durante el curso
de la reaccion (Figura 2.11). Después de 72 h de reaccién todos los enzimas inmovilizados
mantuvieron el 100% de su actividad inicial, mientras que el enzima libre perdi6 el 30%. Al
cabo de las 192 horas de reaccion, las actividades para el enzima libre y los inmovilizados en
Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats® fueron de 53, 73, 55 y 71% respectivamente.
Estos resultados muestran una mejora moderada en la estabilidad de AAT en las condiciones
de reaccion (tampdén HEPES 0,1 M pH 7,5y 37°C) cuando el enzima esta inmovilizado en los
soportes utilizados.
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Figura 2.11. Perfiles de estabilidad enzimatica de AAT durante la reaccion de sintesis de L-
fenilalanina en tampén HEPES 0,1 M pH 7,5 a 37°C. (X) AAT libre; (m) AAT inmovilizado en
Eupergit® C; (#) AAT inmovilizado en MANA-agarosa y (A) AAT inmovilizado en LentiKats®.
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2.5. Conclusiones

Se optimizé la inmovilizacion de bajas cargas del enzima L-aspartato transaminasa (AAT)
tanto por formacién de enlaces covalentes en soportes Eupergit® C y MANA-agarosa como
por atrapamiento en LentiKats®. Las condiciones a las que se llevaron a cabo las

inmovilizaciones pueden ser extrapolables para la inmovilizacion de altas cargas enzimaticas.

Se observaron limitaciones difusionales en los biocatalizadores inmovilizados de alta carga
enzimética Unicamente cuando la reaccion se realizo con los sustratos naturales del enzima.
Sin embargo, la difusion dejo de ser limitante cuando se emplearon sustratos no naturales, lo

cual permite la aplicacion del enzima inmovilizado en la sintesis de L-fenilalanina (Phe).

Se obtuvieron altos rendimientos de Phe (> 70%) con AAT inmovilizado en los soportes
Eupergit® C y LentiKats®, con un significativo incremento de la estabilidad enzimatica con

respecto a la reaccion catalizada por el enzima libre.

Durante la reaccion de sintesis se produjeron interacciones inespecificas entre el sustrato

fenilpiruvato y el soporte MANA-agarosa, lo que dio lugar a bajos rendimientos de reaccion.
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Sintesis de L-aspartato catalizada por AspB

Resumen

El aminoéacido L-aspartato (Asp) goza de una alta demanda especialmente en la industria
farmacéutica y alimentaria. La sintesis de Asp se realiza preferentemente por
biotransformacion usando el enzima aspartasa de Escherichia coli o AspA. L-aspartato
amonio liasa de Bacillus sp. YM55-1 o aspartasa (AspB, EC 4.3.1.1) cataliza la conversién
reversible de L-aspartato a fumarato y amonio con una alta especificidad hacia su sustrato. El
enzima AspB se expres6d en Escherichia coli y se purific6 parcialmente por precipitacion
térmica y saturacion con sulfato aménico obteniéndose un factor de purificacion de 7,7 y
actividad especifica de 334 U/mg de proteina. AspB se inmoviliz6 a través de enlaces
covalentes en los soportes Eupergit® C y MANA-agarosa y por atrapamiento en el soporte
LentiKats®, y se alcanzaron porcentajes de retencion de 25, 85 y 63% respectivamente. Por
ultimo, AspB libre y los tres biocatalizadores inmovilizados se emplearon en la sintesis de
altas concentraciones L-aspartato (> 450 mM ~ 60 g/L). Los biocatalizadores inmovilizados
se reutilizaron eficientemente en 5 ciclos de reaccién de sintesis de L-aspartato, manteniendo
alrededor del 90% de su actividad inicial y alcanzando una conversion superior al 90% en

todos los casos.
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3.1. Introduccion

L-aspartato (Asp) es uno de los aminoacidos con mayor demanda en el mercado, debido
principalmente a que es componente del edulcorante artificial aspartamo (Figura 3.1).
También se aplica en la industria farmacéutica, en nutricion parenteral, como aditivo
alimenticio y ademads es usado como materia prima para la sintesis enzimatica del aminoacido

L-alanina [1].

®)

HO
‘ OH

(2) (b)

Figura 3.1. a) L-aspartato y b) Aspartamo (en circulo L-aspartato).

Inicialmente, Asp se producia por métodos quimicos, por ejemplo mediante la hidrolisis del
aminodcido asparagina que a su vez se obtenia a partir de hidrolizados proteicos. Con el
descubrimiento del enzima aspartasa producido por Escherichia coli o AspA (en capitulo 1
seccion 1.4.2.1 se describen en mas detalle las principales caracteristicas de este enzima), la
produccion de Asp por fermentacion usando esta cepa reemplazd rapidamente a los métodos
quimicos. Posteriormente, se realizd el estudio de la ruta metabdlica implicada en la sintesis
del aminoacido, la caracterizacion del enzima AspA, el aislamiento del gen que codifica el
enzima y su posterior clonacion. Con toda esta informacion, actualmente la sintesis del

aminodcido Asp por via enzimatica usando AspA es el método de preferencia [2].

En lineas generales, la sintesis a nivel industrial de Asp catalizada por AspA tiene lugar a
partir de 4cido fumarico o incluso de su precursor, anhidrido maleico (Figura 3.2). Tras la
sintesis enzimatica, la recuperacion de Asp se consigue por precipitacion por adiccion de

acido sulfurico [2].
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Figura 3.2. Sintesis enzimatica de L-aspartato.

Debido a que las materias primas para la produccion de Asp son relativamente baratas, para
mejorar el proceso global de produccion se pone esfuerzo en la optimizacion de la
productividad del biocatalizador, lo cual se puede lograr incrementando su tiempo de vida
media. La estrategia mas ampliamente extendida y aplicada para lograr este objetivo consiste

en la inmovilizacién tanto de células sobreproductoras del enzima como del enzima aislado.

De esta manera, la cepa nativa E. coli sobreproductora de aspartasa se inmoviliz6 en soportes
tales como poliacrilamida, poliuretano o k-carragenina [3-5]. Por ejemplo, las células enteras
de E. coli con actividad AspA inmovilizadas en k-carragenina son utilizadas por la empresa
“Tanabe Seiyaku Co. Ltd.” para la sintesis de altas concentraciones de Asp a partir de
fumarato empleando un reactor del tipo flujo en pistdon de 1000 L y alcanzando conversiones
mayores del 95%. Este método de inmovilizacién permitié incrementar hasta 10 veces la

actividad catalitica de las células y la vida media de las mismas fue de alrededor de 120 dias

[5].

Por otro lado, el enzima AspA purificado parcial o totalmente se inmovilizé en soportes
basados en silica, en soportes de intercambio aniénico y por atrapamiento en geles de
poliacrilamida. Los biocatalizadores resultantes se utilizaron en reactores de lecho empacado
para la produccién en continuo de Asp [5, 6]. El uso del enzima inmovilizado permitié
obtener altas concentraciones de Asp; ademas resultd ser econdmicamente més rentable que el
empleo de células inmovilizadas, puesto que permitié incrementar la vida media del

biocatalizador hasta en 6 meses [5].

Actualmente se contintia en la busqueda de nuevos enzimas capaces de sintetizar Asp. Asi, se

han descrito nuevos enzimas aspartasas con excelentes caracteristicas procedentes de
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bacterias como Pseudomonas fluorescens [7], Serratia marcescens [8], Bacillus subtilis [9] vy
Brevibacterium flavum [10]. Ademas, se ha reportado el enzima L-aspartato deshidrogenasa
dependiente del cofactor NAD(P), que fue utilizado en la sintesis Asp alcanzando un 90% de
conversion y concentraciones finales de hasta 112 mM de Asp. Sin embargo, para poder hacer
el proceso econdmicamente mas atractivo, lo autores plantearon la necesidad de acoplar una

segunda reaccion enzimatica con el objetivo de regenerar el cofactor [11].

Hace poco méas de una década se ha descrito un nuevo enzima aspartasa termoestable
producido por Bacillus sp. YM55-1, denominado AspB (en el capitulo 1 seccién 1.4.2.1 se
describen en mas detalle las principales caracteristicas de este enzima). AspB goza de
excelentes caracteristicas en comparacion con AspA de E. coli, tales como su alta actividad
catalitica, termoestabilidad y la no dependencia de cofactor para mantener su capacidad
catalitica [12]. Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado la aplicacion de AspB en la
sintesis del aminoacido Asp, ni mucho menos se ha establecido un método de inmovilizacion
(ni de las células con actividad AspB ni del enzima aislado) para mejorar aun mas las

caracteristicas del enzima, lo que permitiria su potencial utilizacion en la sintesis del Asp.

En este capitulo se describe la inmovilizacion del enzima L-aspartato amonio liasa de Bacillus
sp. YMb55-1 o AspB por formacion de enlaces covalentes y atrapamiento, asi como la
posterior aplicacion del enzima (libre e inmovilizado) en la sintesis de altas concentraciones

de L-aspartato y la reutilizacion de los biocatalizadores inmovilizados.
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3.2. Objetivos

Obijetivo general

-Establecer un método enzimético para la sintesis de altas concentraciones del amino&cido L-
aspartato usando como biocatalizador L-aspartato amonio liasa de Bacillus sp. YM55-1

(AspB) inmovilizado.

Objetivos especificos
-Purificar parcialmente el enzima AspB.

-Estudiar la estabilidad de AspB en las diferentes condiciones de inmovilizacién aplicadas en

este estudio.
-Inmovilizar AspB por los métodos de formacion de enlaces covalentes y de atrapamiento.

-Determinar los pardmetros cinéticos para la reaccion de sintesis de L-aspartato catalizada por

el enzima libre e inmovilizado.

-Estudiar la estabilidad de los biocatalizadores inmovilizados mediante su reutilizacién en la

sintesis de altas concentraciones de L-aspartato.
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3.3. Metodologia

3.3.1. Enzimay reactivos quimicos

Todos los reactivos quimicos, de grado analitico, y Eupergit® C fueron suministrados por
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). El soporte agarosa 10 BCL fue adquirido en Iberagar
(Coina, Portugal). LentiKats® gel fue suministrado por GeniaLab (Braunschweig, Alemania).
El enzima recombinante L-aspartato amonio liasa o aspartasa (AspB) fue clonado en
Escherichia coli BL21(D3) por c-LEcta (Leipzig, Alemania) quien suministré la cepa y el

plasmido.
3.3.2. Expresion de aspartasa (AspB)

La cepa recombinante E. coli BL21(D3) con actividad AspB fue cultivada por la Planta Piloto
de Fermentacion del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universitat Autonoma de
Barcelona. El cultivo de la cepa se llevo a cabo en un medio definido de minerales [13] que
contenia 0,05 g/L de kanamicina, empleando un biorreactor Biostat® B de 5 L (Sartorious,
Goettingen, Alemania) a 30°C y pH 7. El valor de pO, se mantuvo al 30% de saturacion a 1
vvm adaptando la velocidad de agitacion entre 200 y 900 rpm. EI pH se controld por adicion
de NaOH 30% o H,SO4 2 M. La expresion del enzima se indujo por adicién de 100 uM de
isopropil-B—tiogalactopiranosido (IPTG) a la mitad de la fase logaritmica de crecimiento (8 h
de cultivo) y se mantuvo bajo las mismas condiciones durante 16 h. Al final del proceso de
cultivo (DOgoonm = 136 ~ 41,4 g de peso seco de células — DCW/L de cultivo) las células se
separaron por centrifugacion (4000 rpm a 4°C durante 15 min) y se lavaron dos veces con
tampén HEPES 0,1 M pH 7.

3.3.3. Purificacion parcial de AspB

El precipitado celular se resuspendié en tampon HEPES 0,1 M pH 7 hasta alcanzar una
DOgoonm de 100; luego las células se lisaron mediante doble disrupcién mecanica a 21 Kkpsi
(Constant System LTD, Warwickshire, Inglaterra). Los restos celulares se eliminaron por
centrifugacion (8000 rpm a 4°C durante 30 min). Se recuperaron 20 mL de extracto crudo a
los que se adiciond L-aspartato sélido para alcanzar una concentracién final de 0,1 My 11%
(p/v) de sulfato amonico solido (NH4),SO,4. La mezcla se calenté a 72°C durante 5 min e
inmediatamente se enfri a 4°C. Las proteinas precipitadas se eliminaron por centrifugacién

(8500 rpm a 4°C durante 30 min). Finalmente, se recuperaron 18 mL de sobrenadante y se
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afiadié (NH,;),SO, sélido hasta un 60% (p/v) de saturacion final. La mezcla se mantuvo en
agitacion suave a 4°C durante 30 min. El enzima precipitado se recuperd por centrifugacion y
se almacend como suspension en 60% (p/v) de (NH,;).SO4 a 4°C. Se tomaron muestras en
cada uno de los pasos de purificacion, que se analizaron mediante la técnica de electroforesis
en gel (SDS-PAGE). La concentracién de proteinas se cuantifico por el método de Bradford
(Pierce, Rockford, IL, USA) usando albumina sérica bovina como estandar (Anexo 2).

3.3.4. Ensayos de estabilidad de AspB

El enzima AspB libre (2 U/mL) se incubo6 en las condiciones requeridas por las diferentes
técnicas de inmovilizacion, y se realiz6 un seguimiento de la actividad enzimética a lo largo

del tiempo en dichas condiciones:

i) a diferentes valores de pH y fuerza ionica: pH 5y 6 (en tampon MES 25 mM); pH 7 (en
HEPES 0,1 M); pH 8, 9y 10 (en tampon bicarbonato sédico 1 M).

i) en presencia de diferentes concentraciones de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil
carbodiimida (CDI): 1, 10, 25y 50 mM (en tampdén MES 25 mM pH 6).

iii) en presencia de agentes blogueadores de los grupos epoxidos remanentes del soporte
Eupergit® C: metilamina 1,5 M y glicina 2 M (en tampén bicarbonato sédico 1 M pH 9), 2-
mercaptoetanol 0,2 M (en tamp6n HEPES 0,1 M pH 7).

3.3.5. Inmovilizacién de AspB por enlace covalente en Eupergit® C

Previamente, el soporte Eupergit® C se hidraté con agua desionizada a 4°C. Al cabo de 24 h
el soporte se separé por filtracion al vacio. La inmovilizacion de AspB se llevo a cabo
mezclando 1 mL de soporte himedo con 9 mL de disolucién enzimaética (63 U de AspB) en
tampén bicarbonato sédico 1 M pH 8 ¢ 9. La suspensidn se mantuvo en agitacion rotativa (en
“roller””) y temperatura ambiente (22 + 2°C) durante 15 h. Al cabo de dicho tiempo, el enzima
inmovilizado se recuper6 por filtracion al vacio. Los grupos epoxidos remanentes del soporte
se bloquearon por incubacion del soporte con 2-mercaptoetanol 0,2 M (tampén HEPES 0,1 M
pH 7) en agitacion rotativa y temperatura ambiente durante 4 h. Al final del proceso, el
enzima inmovilizado se recupero por filtracion al vacio, se lavo con tampon HEPES 0,1 M pH

7,5, se filtro y se almacend a 4°C.
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3.3.6. Inmovilizacion de AspB por enlace covalente en MANA-agarosa

La preparacion del soporte MANA (monoaminometil-N-aminoetil) agarosa 10 BCL se realiz
segun el método descrito por Fernandez-Lafuente [14] y como ya se detalld en la seccion
2.3.4.2. Se utilizé el soporte MANA-agarosa con una densidad de grupos amino primarios
(-NH,) de 220 pumol/mL de soporte. Para la inmovilizacion de AspB se mezclé 1 mL de
soporte con 9 mL de disolucion enzimética (57 U de AspB) en tampén MES 25 mM pH 6. La
mezcla se mantuvo en agitacion rotativa a temperatura ambiente durante 15 min.
Posteriormente se retird un determinado volumen del sobrenadante e inmediatamente se
adiciono el mismo volumen de una disolucion fresca de CDI 200 mM (tampén MES 25 mM
pH 6) para alcanzar una concentracion final en la suspension enzimatica de 10 6 25 mM. La
mezcla se mantuvo en agitacion rotativa a temperatura ambiente durante 2 h. Finalmente, para
comprobar la formacion de enlaces covalentes, se adiciono a la suspension NaCl en forma
solida para alcanzar una concentracion de 1 M y la suspension se mantuvo en agitacion
durante 1 h. Al final del proceso, el enzima inmovilizado se recupero por filtracion al vacio,

se lavé con tampon HEPES 0,1 M pH 7,5, se filtrd y se almacend a 4°C.
3.3.7. Inmovilizacién de AspB por atrapamiento en LentiKats®

La inmovilizacién de AspB en el soporte LentiKats® se realiz segtn el protocolo descrito por
la casa comercial GeniaLab. El gel LentiKats® se licué por calentamiento a 90°C y luego se
enfrié a 35°C. A esta temperatura se mezclaron 2 mL de la disolucion enzimética (980 U de
AspB) en tampén HEPES 0,1 M pH 7 con 8 mL de LentiKats® liquido. Mediante la
“impresora” LentiKats® se formaron particulas con forma lenticular, con un de didmetro de 3-
4 mm, sobre una placa Petri (Figura 1.11). Una vez formadas las particulas, se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta una pérdida de peso del 70% por efecto de la evaporacion del
agua contenida en ellas. Luego se afiadio la disolucion estabilizadora y las particulas se
mantuvieron en agitacion rotativa durante 2 h. Finalmente, el enzima inmovilizado se

recupero por decantacion, se lavé con tampén HEPES 0,1 M pH 7,5 y se almacené a 4°C.
3.3.8. Seguimiento de los procesos de inmovilizacion

En todos los casos se realizo el seguimiento en paralelo de un ensayo “blanco” en el que el
volumen del soporte se sustituyé por el mismo volumen de agua. Para todos los procesos de
inmovilizacidn, se tomaron muestras del blanco, la suspension y el sobrenadante a lo largo del

tiempo y se analizo la actividad enzimatica. El célculo de la actividad retenida (%) y del
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rendimiento de inmovilizacion (%) se realizd de acuerdo a las formulas descritas en la

seccion 2.3.6.
3.3.9. Sintesis de L-aspartato catalizada por AspB libre e inmovilizado

AspB libre y los enzimas inmovilizados en Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats® se
emplearon como biocatalizadores para la sintesis de L-aspartato (Asp). Para ello, se afiadieron
2 U de AspB por mL de reaccion (volumen final de 30 mL). ElI medio de reaccion contenia
los sustratos fumarato 0,5 M y NH,Cl 1 M en tampén HEPES 0,1 M pH 7,5. La reaccion se
llevd a cabo a 37°C y en agitacion rotativa. Se tomaron muestras durante el curso de la
reaccion para el andlisis de la concentracion de Asp. La reaccion enzimética se detuvo por
separacion del catalizador. Para ello, las muestras de los biocatalizadores inmovilizados se
centrifugaron a 13000 rpm a 4°C durante 5 min. Para el caso del enzima libre fue necesario
utilizar eppendorfs con membrana de ultrafiltracion con un tamafio de corte de 50 kDa
(Millipore®, MA, USA). Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min y el
filtrado se recuper6 para su posterior analisis.

3.3.10. Reutilizacion de AspB inmovilizado

Los enzimas AspB inmovilizados en Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats® se
reutilizaron en 5 ciclos de reaccion de sintesis de L-aspartato con una duracién de 24 horas
cada ciclo. Al final de cada ciclo de reaccion, los biocatalizadores inmovilizados se
recuperaron por filtracién al vacio y se lavaron con tampon HEPES 0,1 M pH 7,5. En cada
ciclo de reaccion, se midio la concentracion de producto a diferentes tiempos y se calculo la

velocidad inicial de formacion de producto (r).
3.3.11. Medida de la actividad enzimatica de AspB

La actividad enzimética de AspB se determind espectrofotométricamente por medicion del
incremento de absorbancia a 240 nm que tiene lugar por la aparicion de fumarato como
producto de desaminacion de L-aspartato. Se mezclaron 10 uL de muestra con 990 uL del
reactivo de actividad que contenia L-aspartato 0,1 M en tampén HEPES 50 mM pH 7. El
incremento de la absorbancia se midio en el espectrofotometro Cary50 Bio UV-visible
(Varian, Palo Alto, CA, USA) a 240 nm y 30°C. El coeficiente de extincion molar de
fumarato a 240 nm es 2,53-10° M*.cm™ [15]. Una unidad (U) de AspB se define como la

cantidad de enzima que produce 1 umol de fumarato por minuto a 30°C.
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3.3.12. Medida de concentracién de L-aspartato

La concentracion de L-aspartato (Asp) se determind por el método de derivatizacion con 1-
fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB) (Figura 3.3). Se mezclaron 25 pL de muestra con 40 plL de
DNFB (37,6 mM en acetona) y 10 uL de NaHCO3; 1 M. La mezcla se incubé a 40°C durante
1,5 h. La reaccion se detuvo por adiciéon de 20 uL de HCI 1 M y 100 pL de acetonitrilo 20%
(V/Iv).

El Asp derivatizado se analiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC,
Dionex Ultimate 3000, Sunnyvale, CA, USA), con la columna X-Bridge TM C18 5 um 4,6
mm x 250 mm (Waters, Milford, MA, USA) y detector UV. La fase movil A estaba
compuesta por acido trifluoroacético 0,1% en agua MiliQ y la fase movil B por acido
trifluoroacético 0,095% en acetonitrilo 80% y agua MiliQ 20%. Se inyectaron 30 pL de
muestra derivatizada y el gradiente de elucion se establecid entre 31,3 y 48,8% de fase movil
B durante 25 min a un flujo de 1 mL/min a 30°C. Los cromatogramas se detectaron a 360 nm
y el analisis cuantitativo se realiz6 por integracion de las areas usando el método de estandar
externo (concentracion de estandar entre 1 y 25 mM). El tiempo de retencion para L-aspartato

derivatizado fue de 12,6 = 0,1 min (Anexo 3).

0O O
HO H pH basico _ HO H
WOH + F NO, ——— WOH
(0] NH (0] NH
2 O,N
L-aspartato DNFB

DNB-aspartato

Figura 3.3. Derivatizacion de L-aspartato con 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB).
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3.4. Resultados y discusion

3.4.1. Purificacion de AspB

Esta descrito que AspB es un enzima moderadamente termoestable manteniendo su actividad
por encima del 80% después de 1 h de incubacion a 55°C, y con una temperatura 6ptima de
actividad de 65°C a pH 7,5 [12]. La purificacion parcial de AspB recombinante se realizo

teniendo en cuenta su termoestabilidad, siguiendo la metodologia descrita previamente [12].

Después de la precipitacion a 72°C en presencia de (NH4),SO,4 a una concentracion final de
60% del valor de saturacion, se recupero un 65% de la actividad enzimética obteniéndose una
actividad especifica de 333,8 U/mg de proteina y un factor de purificacion de 7,7 con respecto

al extracto crudo (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Purificacion parcial de AspB.

Actividad Actividad Actividad
Paso de Volumen total Proteina especifica recuperada Factor de
purificacion purificacion
(mL) V) (mg)  (U/mg prot.) (%)
Extracto crudo® 20 12945 299 43,3 100 1,0
tpérfrf]'igg(%f'on 18 10989 46 238,9 85 5,5
Pl e 07 8344 25 333,8 65 77

(NH,),S0,®

@ EJ extracto crudo se obtuvo a partir de un cultivo celular de 41,4 g DCW/L de cultivo y segtin como se detalla
en la seccion 3.3.3.

®) precipitacion térmica a 72°C en presencia de (NH,),SO, 11% (p/v) de saturacién y L-aspartato 0,1 M durante
5 min.

© Precipitacion con (NH4),SO, 60% (p/v) de saturacién a 4°C durante 30 min.
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AspB tiene una estructura homotetrameérica con una masa molecular de 200 kDa y
aproximadamente de 50 kDa por mondmero. En el andlisis de electroforesis SDS-PAGE
(Figura 3.4) se puede observar que AspB es la proteina predominante en el paso final de

purificacion.

AspB

215

Figura 3.4. Anélisis SDS-PAGE de la purificacion parcial de AspB. Carril 1: extracto crudo; carril 2:
precipitacion térmica a 72°C durante 5 min en presencia de (NH,),SO4 11% (p/v) de saturacion y 0,1
M de L-aspartato; carril 3: precipitacion con (NH,4),SO, 60% (p/v) de saturacion; carril 4: marcador

de peso molecular de amplio rango BioRad®.

3.4.2. Estabilidad de AspB

Como se ha descrito previamente en el capitulo 2 de esta tesis, antes de proceder a la
inmovilizacion de enzimas es necesario conocer su estabilidad cuando se encuentran
sometidos a las condiciones (pH, fuerza idnica, etc.) en que se llevan a cabo los procesos de

inmovilizacion.

El estudio de estabilidad de AspB libre a diferentes condiciones de pH evidencié que el
enzima es bastante estable entre los pH 6 y 9 manteniendo su actividad por encima del 80%
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después de 24 h de incubacion; sin embargo, a pH 5y 10 el enzima AspB perdié méas del 50%

de actividad en el mismo periodo de tiempo (Figura 3.5).

100

80 A

60 -

40 A

Actividad AspB (%)

20 A

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 3.5. Estabilidad de AspB a diferentes condiciones de pH y fuerza iénica: () pH 5 y (o) pH 6,
en tamp6n MES 25 mM; (V) pH 7, en tampon HEPES 0,1 M; (A) pH 8, (m) pH9 y (0) pH 10, en
tampdn bicarbonato sédico 1 M.

También se analizd la estabilidad del enzima a diferentes concentraciones de carbodiimida
(CDI), compuesto utilizado como promotor de la formacién de los enlaces covalentes entre
los grupos carboxilicos del enzima y los grupos aminos primarios (—NH;) del soporte MANA-
agarosa. Como se muestra en la Figura 3.6, AspB es muy inestable en presencia de CDI, cuyo

efecto negativo en la actividad enzimatica se incrementa al aumentar la concentracién de CDI.

Ademas se analizo el efecto de los agentes bloqueadores de los grupos epdxidos remanentes
usados en la inmovilizacién de Eupergit® C. AspB fue bastante estable en presencia de
metilamina, glicina y 2-mercaptoetanol, observandose una disminucion de actividad en
presencia de estos reactivos similar a la de sus respectivos blancos (Tabla 3.2). Esto indica

que la pérdida de actividad estaria asociada al pH.
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Figura 3.6. Estabilidad de AspB a diferentes concentraciones de carbodiimida (CDI) en tampén MES
25 mM pH 6: (e) Blanco; (o) 1 mM; (¥) 10 mM; (A) 25 mM; (m) 50 mM.

Tabla 3.2. Estabilidad de AspB en presencia de los agentes blogueadores de grupos epdxido. La
mezcla enzimaética contenia 2 U de AspB/mL, y se mantuvo en agitacion rotativa a temperatura
ambiente durante 24 h.

Actividad AspB (%)

2-mercaptoetanol 0,2 M®@ 859+1,8
Blanco 1@ 84,4 +0,6
Metilamina 1,5 M® 929+24
Glicina2 M® 93,1+0,6
Blanco 2 87,9+0,2

@ Tamp6n HEPES 0,1 M pH 7.
®) Tampén bicarbonato sédico 1 M pH 9.

109



Sintesis de L-aspartato catalizada por AspB

3.4.3. Inmovilizacién de AspB

La inmovilizacién covalente de enzimas implica una reaccion quimica entre los grupos
funcionales del soporte y los grupos reactivos pertenecientes a los residuos aminoacidicos que
se encuentran en la superficie enzimatica tales como los grupos amino de lisina o los grupos

carboxilo de aspartato y glutamato [16].

La estructura primaria de AspB estd actualmente descrita: el 5,8% de sus aminoacidos son
lisinas, 3,6% son aspartatos y 8,6% son glutamatos [17], los cuales estarian disponibles para

reaccionar y permitirian la unién covalente del enzima con un amplio rango de soportes.
3.4.3.1. Inmovilizacién de AspB en Eupergit® C

La inmovilizacién de AspB en soporte Eupergit® C se realizé inicialmente a pH 8 pues, como
se mostrd en el estudio de estabilidad, el enzima era ligeramente mas estable a este valor de
pH que a valores més altos. Asi, se obtuvo un 25% de actividad retenida, y el proceso dur6
mas de 28 horas. Cuando la inmovilizacién del enzima se llevé a cabo a pH 9 se obtuvo una

actividad retenida similar pero el tiempo del proceso se redujo a 15 h (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Inmovilizacién de AspB en Eupergit® C.

Actividad Actividad  Rendimiento  Tiempo®
Método  pH® retenida 1®  retenida 2

(%) (%) (%0) (h)
| 8 28 25 87 32
I 9 26 24 96 19

@Tampon bicarbonato sédico 1 M.

®Actividad retenida antes del bloqueo de los grupos epoxidos remanentes del soporte
Eupergit® C con 2-mercaptoetanol (2-ME) 0,2 M en tamp6n HEPES 0,1 M pH 7.

© Actividad retenida después del proceso de bloqueo con 2-ME durante 4 horas y del
lavado con tampén HEPES 0,1 M pH 7,5.

@ Tiempo total, considerando el proceso de inmovilizacién y el blogueo con 2-ME.
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Para la etapa de bloqueo de los grupos epoxidos remanentes del soporte se pueden utilizar
diferentes compuestos como glicina, metilamina o 2-mercaptoetanol, y como ya se menciond
previamente, el enzima AspB es estable en presencia de todos estos compuestos. Se
selecciond 2-mercaptoetanol debido a que las condiciones necesarias para el bloqueo usando
este compuesto son mas suaves (pH neutro) y se realiza en tiempos més cortos (4 h), en
comparacion con los otros dos compuestos mencionados que requieren incubaciones a pH
alcalino y durante mas de 24 h [18, 19]. Después de esta etapa, se observo que el enzima

inmovilizado en Eupergit® C no perdié actividad en ninguno de los casos (Tabla 3.3).

A pH 9, el rendimiento de inmovilizacidn fue bastante alto pero la actividad de la suspension
disminuyé significativamente con respecto al blanco de inmovilizacion tras 15 h. Dicho
blanco conservo el 80% de su actividad inicial después del mismo tiempo (Figura 3.7). Esta
pérdida de actividad durante la inmovilizacion podria ser debida a cambios conformacionales
del enzima, al impedimento estérico causado por la interaccién quimica entre el enzima y el

soporte y/o a limitaciones difusionales.
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Figura 3.7. Inmovilizacion de AspB en Eupergit® C en tampén bicarbonato sédico 1 M pH 9.
(e) Blanco de inmovilizacion; (o) sobrenadante y (V) suspension.
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3.4.3.2. Inmovilizacion de AspB en MANA-agarosa

Como ya se menciono previamente, la inmovilizacion de enzimas en soporte MANA-agarosa

se realiza en condiciones acidas de pH y baja fuerza iénica [14].

La inmovilizacion de AspB en este soporte se llevo a cabo a pH 6, debido a que el enzima es
muy inestable a pH 5. La duracion de la etapa de adsorcion idnica se establecid en 15 min
lograndose més de 95% de adsorcion del enzima al soporte. Para la formacion de enlaces
amida entre los grupos carboxilicos del enzima iénicamente adsorbido y los grupos amino del
soporte, es necesaria la adicion de carbodiimida (CDI). Posteriormente, para comprobar el
grado de formacidon de enlaces covalentes se incrementa la fuerza idnica afiadiendo NaCl 1 M
con lo cual se logra la desorcién del enzima que no se unié covalentemente al soporte. Debido
a que AspB es muy inestable en presencia de CDI, inicialmente se utilizé una concentracion
final de CDI de 10 mM. Sin embargo, se observé que el 35% del enzima se desorbi6 después
de 2 h de incubacion con CDI y tras la adicion de NaCl 1 M, lo cual indica que dicha
concentracion de CDI no es suficiente para completar la formacion de enlaces covalentes.
Con el objetivo de incrementar la retencion del enzima, se decidié aumentar la concentracion
final de CDI a 25 mM aun teniendo en cuenta el efecto negativo que podria tener dicha
concentracion de CDI sobre el enzima. Después de 2 h de incubacién con CDI se adicion6
NaCl, y no se observo desorcion del enzima. Paralelamente se sigui6 la actividad de un blanco
de desorcion, en que se pusieron en contacto el enzima y el soporte pero no se adiciond CDI
en la segunda etapa. En este caso si se observd desorcidon de la enzima cuando se adicion0
NaCl (Figura 3.8).

Adicionalmente, en concordancia con los datos obtenidos para el enzima L-aspartato
transaminasa (capitulo 2), no se observé pérdida de actividad de AspB durante el proceso de
incubacion con CDI 25 mM, en comparacién con el blanco que perdido méas del 95% de
actividad. Esto podria ser debido a la mejora de estabilidad del enzima cuando se encuentra

unido al soporte.

Ademas, se observd que la actividad de la suspension disminuyo un 40% tras la adicion de
NaCl, que se podria explicar como efecto de la alta fuerza iénica (1 M). Debido a esto, en las
siguientes inmovilizaciones de AspB en MANA-agarosa se evitd la adicion de NaCl por tener
un efecto negativo en el enzima y se da por asegurado que todo el enzima estaria

covalentemente unido al soporte.
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En estas condiciones, se obtuvo un 99% de rendimiento de inmovilizacion y 85% de actividad
retenida (Tabla 3.4).

Actividad AspB (%)

0o 50 100 150 200

Tiempo (min)

Figura 3.8. Inmovilizacién de AspB en MANA-agarosa (tampén MES 25 mM pH 6).
I: adsorcion ionica; 11: formacion de enlaces covalentes con CDI 25 mM; I11: desorcion idnica con
NaCl 1 M. (@) Blanco de inmovilizacion, (o) sobrenadante, (V) suspension y (A) blanco de
desorcion (sin adicién de CDI).

3.4.3.3. Inmovilizacion de AspB en LentiKats®

Por Gltimo, AspB fue inmovilizado por atrapamiento en el soporte LentiKats®. Tras la
formacion de las lentejas y el proceso de endurecimiento de las mismas, se obtuvo un 10% de
actividad retenida (Tabla 3.4). Ademas, se observo que después de 2 h de tratamiento de los
LentiKats® con la disolucion endurecedora, el 28% de la actividad total ofrecida al inicio de la
inmovilizacion habia difundido hacia afuera del soporte, con lo cual el rendimiento de
inmovilizacion fue del 72%. La baja actividad retenida observada podria ser debida a la
presencia de limitaciones difusionales o a cambios conformacionales del enzima, lo cual se

discutira en el apartado 3.4.4.
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Tabla 3.4. Inmovilizacion de AspB por enlace covalente en soporte Eupergit® C y MANA-agarosa y
por atrapamiento en LentiKats®.

Soporte

Eupergit® C  MANA-agarosa LentiKats®

Actividad (U/mL de soporte) 63 57 98

pH 9 6 7
Tampon / Fuerza iénica Nf FI\I/ICO3 224 mEI?/I EEPI\E <
Tiempo de inmovilizacion (h) 19,0 2,3 3,0
Rendimiento de inmovilizacion (%) 96 99 72
Actividad retenida (%) 24 85 10@/ 63®

(a) Actividad retenida con limitaciones difusionales.
(b) Actividad retenida sin limitaciones difusionales.

3.4.4. Sintesis de L-aspartato
AspB cataliza la reaccion de aminacién reversible de fumarato para producir el aminoacido L-
aspartato (Figura 3.9) [12].

OH OH
AspB
/k/\/OH P OH
o NF NH o~
| 3 |
o] NH, 0]
Fumarato L-aspartato

Figura 3.9. Reaccion de sintesis de L-aspartato catalizada por AspB.
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AspB libre y los enzimas inmovilizados en Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats® se
utilizaron como biocatalizadores en la sintesis de altas concentraciones de L-aspartato. En la
Figura 3.10 A, se presenta como ejemplo el curso de la reaccion catalizada por AspB

inmovilizado en Eupergit® C.

500

400 ~

B)

300 ~

L-aspartato (mM)

200

L-aspartato (mM)

50

100

T T T T
00 02 04 06 08 10
Tiempo (h)

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 3.10. Perfil de produccion de L-aspartato en la reaccion catalizada por AspB inmovilizado en
Eupergit® C. La reaccion se llevd a cabo con 0,5 M fumarato, 1 M NH,Cl y 2 U de AspB /mL en
tamp6n HEPES 0,1 M pH 7,5 a 37°C durante 24 h.

En la Tabla 3.5 se muestran los pardmetros de reaccion obtenidos en la sintesis de Asp llevada
a cabo con el enzima libre y los enzimas inmovilizados. Como se puede observar, la
conversion y la concentracién final de producto fueron similares tanto para el enzima libre
como para los catalizadores inmovilizados, obteniéndose alrededor de 450 mmol de L-

aspartato/L de reaccion (= 60 g de Asp/L).

Las velocidades iniciales (ro) se calcularon a partir de los valores de la concentracion de
producto frente al tiempo durante la primera hora de reaccion (Figura 3.10 B). Los valores
calculados para AspB inmovilizado en Eupergit® C y MANA-agarosa fueron similares a los

del enzima libre.
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Mencién aparte merece el enzima inmovilizado en LentiKats®. En la primera reaccion de
sintesis que se llevo a cabo con este biocatalizador, se calculd la cantidad necesaria de soporte
considerando la actividad retenida medida mediante el ensayo de actividad enzimatica, que
resultd ser del 10% de la ofrecida inicialmente. En este caso se observd que la velocidad
inicial en la reaccién de sintesis fue 6,1 veces mayor que la del enzima libre y, por tanto, que
la velocidad tedricamente esperada. Este resultado indicaria que la actividad retenida en el
enzima inmovilizado es mayor que la observada mediante el ensayo de actividad; por ende,
supondria la presencia de limitaciones difusionales cuando se aplica el enzima inmovilizado
como catalizador en las condiciones del ensayo de actividad. En previos estudios de
inmovilizacion de enzimas tales como inulinasa [20], B—glucosidasa [21] y B—galactosidasa
[22] en LentiKats®, se obtuvieron actividades retenidas de 48, 39 y 32% respectivamente, y
en todos los casos los autores reportaron variaciones en los pardmetros cinéticos, de lo cual
concluyeron la presencia de limitaciones difusionales. Asimismo, como se describi6 en el
capitulo 2 de esta tesis, también se observo la presencia de limitaciones cuando se

inmovilizaron altas cargas de AAT en este mismo soporte.

Est4 descrito que una posibilidad para mejorar la eficacia de la inmovilizacion cuando hay
limitaciones difusionales internas es incrementar la concentracion de sustratos en el medio de
reaccion, lo cual permite alcanzar velocidades de reaccion cercanas a la velocidad méxima
[23, 24]. En este trabajo, la concentracion del sustrato limitante en la reaccion de sintesis (0,5
M fumarato) fue 5 veces mayor que la de L-aspartato en el ensayo de actividad. Dicho valor
parece ser suficientemente alto como para minimizar el efecto de las limitaciones
difusionales. De acuerdo a los resultados de velocidad inicial de reaccion para el enzima
inmovilizado en LentiKats®, se recalculd la actividad retenida resultando en
aproximadamente 63%. En base a este nuevo valor, se realizd una segunda reaccion de
sintesis utilizando el enzima inmovilizado necesario. En este caso, la velocidad inicial de
reaccion y la concentracion de producto al final del proceso de sintesis fueron similares a las
del enzima libre (Tabla 3.5).

Adicionalmente, se calcularon los pardmetros cinéticos de constante de Michaelis-Menten
(Kn) vy la velocidad maxima de reaccidon (rmax) para el enzima libre y los tres enzimas
inmovilizados por integracion a partir de los datos de evolucién de la concentracion del
producto de la reaccidn de sintesis de L-aspartato (Tabla 3.5). El valor de K, del enzima libre

fue similar al del derivado inmovilizado en LentiKats® y ligeramente superior a los de los
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inmovilizados en Eupergit® C y MANA-agarosa, lo cual es comin cuando los enzimas se
inmovilizan por enlace covalente. Asimismo, se obtuvo una ligera disminucion de rmax para
los tres inmovilizados enzimaticos con respecto al enzima libre, en concordancia con los

resultados obtenidos para las velocidades iniciales respectivas.
3.4.5. Reutilizacion de los biocatalizadores inmovilizados

Los enzimas AspB inmovilizados en Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats® se
reutilizaron como catalizadores en la reaccion de sintesis de L-aspartato. Las velocidades
iniciales de los 3 inmovilizados se mantuvieron por encima del 90% de la actividad inicial
después de 5 ciclos de reaccion de 24 horas cada ciclo (Figura 3.11). La concentracion de Asp
fue superior a 450 mM (= 60 g/L) y se alcanzaron conversiones alrededor del 90% en cada

ciclo de reaccion para todos los catalizadores inmovilizados.

120

100 A

80 A

Velocidad inicial (%)

1 2 3 4 5

Numero de ciclo

Figura 3.11. Reutilizacion de AspB inmovilizado en Eupergit® C (negro), MANA-agarosa (gris claro)
y LentiKats® (gris oscuro) en la sintesis de L-aspartato.
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3.5. Conclusiones

El enzima AspB recombinante se expresd en E. coli y se purificd parcialmente alcanzando
alta actividad especifica. Se establecieron tres métodos simples y rapidos para la
inmovilizacién de AspB en Eupergit® C, MANA-agarosa y LentiKats®.

Se observo la presencia de limitaciones difusionales solo en el caso del enzima inmovilizado
en LentiKats® cuando se aplicé el ensayo de medida de actividad enzimatica empleando L-
aspartato como sustrato. Sin embargo, al incrementar la concentracion de los sustratos en el

medio de reaccion de sintesis, la difusion dejo de ser el paso limitante de la reaccion.

Los enzimas inmovilizados resultantes se reutilizaron en 5 ciclos de reaccion para la sintesis

de altas concentraciones del aminoacido L-aspartato (> 450 mM).

AspB inmovilizado en MANA-agarosa podria ser considerado como el biocatalizador més
apropiado para la sintesis de Asp, debido a la simplicidad del método de inmovilizacion, la
alta retencion enzimaética y los buenos resultados obtenidos en la reutilizacion. Sin embargo,
cualquiera de los tres biocatalizadores inmovilizados podria ser utilizado en la sintesis de

otros compuestos derivados de aspartato o en diferentes medios de reaccion.

119



Sintesis de L-aspartato catalizada por AspB

3.6. Referencias

[1] Leuchtenberger W, Huthmacher K, Drauz K. Biotechnological production of amino acids
and derivatives: current status and prospects. Applied Microbiology and Biotechnology
2005;69:1-8.

[2] Taylor PP. Synthesis of L-aspartic acid. In: D. J. Ager editor. Handbook of Chiral
Chemicals. New York: Taylor & Francis; 2006. p. 317.

[3] Kumagai H, Dworkin M, Falkow S, Rosenberg E, Schleifer KH, Stackebrandt E. Amino
acid production. The prokaryotes. New York: Springer; 2006. p. 756.

[4] Viola RE. L-aspartase: new tricks from an old enzyme. Advances in Enzymology and
Related Areas of Molecular Biology 2000;74:295-341.

[5] Liese A, Seelbach K, Buchholz A, Haberland J. Industrial Biotransformations. Weinhein:
Wiley-VHC; 2006. p. 494.

[6] Tosa T, Sato T, Mori T, Matuo Y, Chibata I. Continuous production of L-aspartic acid by
immobilized aspartase. Biotechnology and Bioengineering 1973;15:69-84.

[7] Takagi JS, Tokushige M, Shimura Y. Cloning and nucleotide sequence of the aspartase

gene of Pseudomonas fluorescens. Journal of Biochemistry 1986;100:697-705.

[8] Omori K, Akatsuka H, Komatsubara S. Construction of a versatile promoter analysis
vector and its use for analysis of the Serratia marcescens aspartase promoter region. Plasmid
1994;32:233-237.

[9] Sun DX, Setlow P. Cloning, nucleotide sequence, and expression of the Bacillus subtilis
and operon, which codes for L-asparaginase and L-aspartase. Journal of Bacteriology
1991;173:3831-3845.

[10] Asai Y, Inui M, Vertes A, Kobayashi M, Yukawa H. Cloning and sequence
determination of the aspartase-encoding gene from Brevibacterium flavum MJ233. Gene
1995;158:87-90.

[11] Li Y, Kawakami N, Oduor HJ, Ashida H, Ishikawa T, Shibata H, Sawa Y. A novel L-

aspartate dehydrogenase from the mesophilic bacterium Pseudomonas aeruginosa PAO1:

120



Capitulo 3

molecular characterization and application for L-aspartate production. Applied Microbiology
and Biotechnology 2011;90:1953-1962.

[12] Kawata Y, Tamura K, Yano S, Mizobata T, Nagai J, Esaki N, Soda K, Tokushige M,
Yumoto N. Purification and characterization of thermostable aspartase from Bacillus sp.
YMB55-1. Archives of Biochemistry and Biophysics 1999;366:40-46.

[13] Ruiz J, Pinsach J, Alvaro G, Gonzéalez G, de Mas C, Resina D, Lopez-Santin J.
Alternative production process strategies in E. coli improving protein quality and downstream
yields. Process Biochemistry 2009;44:1039-1045.

[14] Ferndndez-Lafuente R, Rosell CM, Rodriguez V, Santana C, Soler G, Bastida A, Guisan
JM. Preparation of activated supports containing low pK amino groups. A new tool for
protein immobilization via the carboxyl coupling method. Enzyme and Microbial Technology
1993;15:546-550.

[15] Tokushige M. Aspartate ammonia-lyase. Methods in Enzymology 1985;113:618-627.

[16] Hanefeld U, Gardossi L, Magner E. Understanding enzyme immobilization. Chemical
Society Review 2009;38:453-468.

[17] Kawata Y, Tamura K, Kawamura M, lkei KM, T., Nagai J, Fujita M, Yano S, Tokushige
M, Yumoto N. Cloning and over-expression of thermostable Bacillus sp. YM55-1 aspartase
and site-directed mutagenesis for probing a catalytic residue. European Journal of
Biochemistry 2000;267:1847-1857.

[18] Mateo C, Abian O, Fernandez-Lafuente R, Guisan JM. Increase in conformational
stability of enzymes immobilized on epoxy-activated supports by favoring additional

multipoint covalent attachment. Enzyme and Microbial Technology 2000; 26:509-515.

[19] Mateo C, Torres R, Fernndez-Lorente G, Ortiz C, Fuentes M, Hidalgo A, Lopez-Gallego
F, Abian O, Palomo JM, Betancor L, Pessela BC, Guisan JM, Fernandez-Lafuente R. Epoxy
amino groups: a new tool for improved immobilization of proteins by the epoxy method.
Biomacromolecules 2003;4:772-777.

[20] Fernandes P, Marques MPC, Carvalho F, Cabral JMS. A simple method for biocatalyst
immobilization using PVA-based hydrogel particles. Journal of Chemical Technology and
Biotechnology 2009;84:561-564.

121



Sintesis de L-aspartato catalizada por AspB

[21] Figueira JA, Goncalves FF, Sato HH, Fernandes P. Screening of supports for the

immobilization of f—glucosidase. Enzyme Research 2011;2011:1-8.

[22] Grosova Z, Rosenberg M, Rebros M, Sipocz M, Sedlackova B. Entrapment of —
galactosidase in polyvinylalcohol hydrogel. Biotechnology Letters 2008;30:763-767.

[23] Engasser JM, Coulet P. Comparison of intrinsic stabilities of free and bound enzymes by

graphical removal of diffusional effects. Biochimica et Biophysica Acta 1977;485:29-36.

[24] Hartmeier W. Immobilized Biocatalysts, an Introduction. Berlin; 1988.

122



Capitulo 4

CAPITULO 4

Sintesis multienzimatica
de L-fenilalanina catalizada por
aspartasa (AspB) y transaminasa (AT)
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Resumen

El aminoéacido aromético esencial L-fenilalanina (Phe), ampliamente usado en la industria
alimentaria, se produce principalmente mediante métodos quimio-enzimaticos Yy
fermentativos. Este capitulo constituye un aporte para la sintesis de Phe mediante un método
multienzimatico “one-pot” a partir de fumarato y fenilpiruvato utilizando como
biocatalizadores los enzimas aspartasa de Bacillus sp. YM55-1 (AspB) y transaminasa (AT
EC 2.6.1) bacteriano.

Se compararon los enzimas AAT (de corazén porcino) y AT (de origen bacteriano) en la
sintesis de Phe. Se comprobd que AT tiene mayor afinidad por el sustrato Phe que el enzima
AAT. Para la reaccion de sintesis de Phe catalizada por AT utilizando L-aspartato (Asp) como

donador de grupos aminos se obtuvo un rendimiento de reaccion de 77%.

Se optimizaron las condiciones de la reaccién de sintesis multienzimatica simultanea,
determinandose la compatibilidad de los enzimas en las condiciones operacionales de
reaccion (pH 7,5 y 37°C), la proporcion de sustratos fenilpiruvato y Asp (1:1,25), y la
relacion de concentraciones entre los enzimas AspB y AT (0,3 y 2 U de AspB y AT por mL
de reaccion respectivamente). A estas condiciones se alcanzé un rendimiento global de

reaccion de 83%.
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4.1. Introduccion

L-fenilalanina (Phe) es un aminoacido aromatico esencial de mucha importancia comercial,
puesto que es uno de los ingredientes principales en la sintesis del edulcorante no cal6rico
aspartamo. Asimismo, tiene una gran demanda en la industria farmacéutica y alimentaria [1].
El uso de transaminasas o aminotransferasas (ATs) tales como L-aspartato transaminasa o L-
tirosina transaminasa en la sintesis de Phe presenta una serie de ventajas como la
autorregeneracion del cofactor piridoxal-5’-fosfato (PLP), alta enantioselectividad y ausencia
de inhibicion por sustratos o productos (Introduccion capitulo 2). Sin embargo, una de las
principales desventajas es el bajo rendimiento de reaccion debido a que la constante de

equilibrio (K;) de la reaccion de sintesis de Phe es pequefia (cercana a 1).

La sintesis de Phe catalizada por ATs se lleva a cabo a partir de fenilpiruvato, que es la cetona
analoga a Phe, y un donador de grupos amino que suele ser L-glutamato o L-aspartato
(sustratos aminados naturales del enzima). Entre ellos, L-aspartato (Asp) favorece el
incremento del rendimiento de reaccion, debido a que el oxaloacetato (producto de su
desaminacion) se autodescarboxila para formar piruvato (por efecto del pH y de la
temperatura), lo que permite desplazar el equilibrio de reaccion hacia la formacion de Phe
(Figura 4.1) [2]. En el capitulo 2 se llevo a cabo la sintesis de Phe usando como biocatalizador
AAT de corazdn porcino a partir de concentraciones equimolares de sustratos fenilpiruvato y
Asp, y se observo un incremento del 23% del rendimiento con respecto al 50% tedricamente

esperado, lo cual fue asociado a la autodescarboxilacion de oxaloacetato.

Por otro lado, como se indica en el capitulo 3, el enzima aspartasa de Bacillus sp. YM55-1
(AspB) se utilizo en la sintesis del aminoacido Asp a partir de fumarato y cloruro de amonio,
alcanzandose rendimientos de reaccién superiores al 90% vy altas concentraciones del

aminoacido (= 60 g/L).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los capitulos 2 y 3, se puede establecer un
proceso multienzimatico para la sintesis de Phe a partir de fumarato y fenilpiruvato por
acoplamiento de las reacciones catalizadas por aspartasa (AspB) y transaminasa (AT). En la
primera etapa de la reaccion, AspB catalizaria la reaccion de aminacion de fumarato para dar
lugar a Asp; en la segunda etapa, el producto de la primera reaccion, Asp, serviria de sustrato
donador de grupos amino para la reaccién de transaminacién de fenilpiruvato para dar lugar a

la formacién de L-fenilalanina (Figura 4.1). De esta manera se sustituiria el uso del sustrato L-
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aspartato por fumarato, mucho mas barato, lo cual permitiria disminuir el coste del proceso de

sintesis de Phe.

H
HO\/\/\OH + NH,CI

0]

Fumarato
AspB
(0] ﬁ o
"o H HO\/\/H\
WOH i» OH + H H OH
0 NH, NH, 0 o
L-aspartato L-fenilalanina Oxa!oacetato
O H
‘ autodescarboxilaci(’)rjx
H OH ' o
e
o \/\OH
Fenilpiruvato H
Piruvato

Figura 4.1. Reaccién multienzimatica para la sintesis de L-fenilalanina catalizada por AspB
(aspartasa) y AT (transaminasa).

Se han reportado pocos estudios relacionados con la sintesis acoplada de Phe utilizando el
sistema multienzimatico aspartasa-transaminasa. Xu y col. estudiaron la sintesis acoplada de
Phe utilizando las cepas de E. coli EA1 y EP8-10 con alta actividad aspartasa y transaminasa
respectivamente. En este estudio establecieron como relacion dptima de concentraciones de
sustratos fenilpiruvato:fumarato la relaciéon 1:1,2 y la relacion de concentracién de células
EAL1:EP8-10 (aspartasa y transaminasa respectivamente) como 0,4:1. Con estos valores

obtuvieron un rendimiento final de la reaccion acoplada del 97% [3]. Ademas, Chao y col.
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también estudiaron la sintesis acoplada de Phe usando como biocatalizador una cepa de E.
coli recombinante, la cual co-expresaba tanto aspartasa (AspA) como transaminasa (AspC).
Esta reaccion se llevo a cabo con una concentracion de fumarato 7 veces mayor que la de
fenilpiruvato, obteniéndose un rendimiento maximo de 78 y 83% para Asp y Phe
respectivamente y una acumulacion considerable de Asp al final del proceso. Adicionalmente,
en este mismo estudio inmovilizaron la misma cepa por atrapamiento en soporte Ca-alginato,
y observaron la presencia de limitaciones difusionales [4]. Estos dos recientes estudios
sefialan la potencialidad de acoplar la reaccion de aspartasa con transaminasa para la sintesis
de Phe; sin embargo, a nuestro entender no se ha reportado hasta el momento la sintesis de

este amino&cido por reaccion acoplada usando enzimas libres.

Las reacciones enzimaticas simultaneas o procesos multienzimaticos “one-pot” constituyen
una de las estrategias mas elegantes usadas en la sintesis de productos de interés cuando se
pretenden evitar los pasos de recuperacion y/o purificacion de los productos intermediarios de
la reaccion. Sin embargo, deben tenerse en cuenta algunas consideraciones, tales como
compatibilidad de los biocatalizadores, concentracion de sustratos y biocatalizador, sistema de
reaccion, etc (capitulo 1 seccién 1.1.3).

En este capitulo se describe la sintesis multienzimética “one-pot” del aminoacido aromatico

esencial L-fenilalanina catalizada por los enzimas aspartasa (AspB) y transaminasa (AT).
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4.2. Objetivos

Objetivo general

Establecer un método multienzimatico para la sintesis del aminoacido aromatico esencial L-
fenilalanina (Phe) catalizada por L-aspartato amonio liasa (aspartasa, AspB) y transaminasa
(AT).

Objetivos especificos

-Determinar los parametros de la reaccion de sintesis de Phe catalizada por AT utilizando L-

aspartato como donador de grupos amino.

-Establecer las condiciones de la reaccion multienziméatica para la sintesis de Phe,
considerando la compatibilidad de los enzimas AspB y AT.

-Determinar la relacion éptima de concentracion de L-aspartato y fenilpiruvato en la sintesis
de Phe.

-Determinar la relacion 6ptima de la concentracion de los biocatalizadores (AspB y AT) en la
sintesis de Phe.
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4.3. Metodologia

4.3.1. Enzimas y reactivos quimicos

Todos los reactivos quimicos, de grado analitico, fueron suministrados por Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). El enzima recombinante L-aspartato amonio liasa o aspartasa (AspB) fue
clonado en Escherichia coli BL21(D3) por c-LEcta (Leipzig, Alemania) quien suministro la
cepa y el plasmido. El enzima transaminasa (AT) parcialmente purificado fue proporcionado
por el profesor Timo Korpela del Laboratorio “Joint Biotechnology” de la Universidad de

Turku, Finlandia.
4.3.2. Expresion y purificacion de AspB

La cepa recombinante E. coli BL21(D3) con actividad AspB fue cultivada en la Planta Piloto
de Fermentacion (PPF) del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universitat Autonoma
de Barcelona (UAB). El cultivo se realiz6 en un medio definido de minerales [5] que contenia
0,05 g/L de kanamicina. Las condiciones de cultivo son las detalladas en la seccion 3.3.2.

Asimismo, la purificacion de AspB se realiz6 segun el método descrito en la seccion 3.3.3.
4.3.3. Sintesis de L-fenilalanina catalizada por AT

El enzima transaminasa (AT) se empledé como catalizador en la sintesis de L-fenilalanina
(Phe), a partir del compuesto cetona analogo fenilpiruvato (FP) y el donador de grupos amino
L-aspartato (Asp). La composicion del medio de reaccion fue FP 0,1 M, Asp 0,1 My PLP 0,1
mM, en tampon HEPES 0,1 M pH 7,5. La reaccion se llevo a cabo con 2 U de AT/mL de
reaccion en un volumen final de reaccion de 2 mL, en agitacion orbital a 350 rpm
(Thermoshaker HLC, Bovenden, Alemania) y 37°C durante 48 h. Se tomaron alicuotas a lo
largo del tiempo y la reaccion se detuvo mediante la separacion del enzima, por
centrifugacion (13000 rpm durante 5 min) utilizando eppendorfs con membrana de
ultrafiltracién con un tamafio de corte de 10 kDa (Millipore®, MA, USA). El filtrado se

recupero para el analisis de la concentracion de fenilpiruvato y fenilalanina.
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4.3.4. Optimizacion de las condiciones de reaccion multienzimética
4.3.4.1. Determinacion de la proporcién de Asp y FP

Se determind el rendimiento de reaccion de sintesis de Phe catalizada por AT utilizando FP y
diferentes concentraciones de Asp como donador de grupos amino. Para ello, se utiliz6 0,1 M
de FP y 0,1, 0,125, 0,25 6 0,5 M de Asp en tampdén HEPES 0,1 M pH 7,5 conteniendo 0,1
mM de PLP. La reaccion se llevé a cabo con 2 U de AT/mL de reaccion en un volumen final
de reaccion de 1 mL, en agitacion orbital a 350 rpm y 37°C durante 48 h. Se tomaron

muestras a lo largo del tiempo y la reaccién se detuvo segun se explico en la seccion 4.3.3.
4.3.4.2. Determinacion de la concentracion de enzimas

Se determinaron los parametros de la reaccion multienzimatica (velocidades iniciales y
rendimientos de reaccidn) de la sintesis de Phe catalizada por AspB y AT, utilizando
fumarato, NH,4CI y fenilpiruvato como sustratos y variando la proporcion de la concentracién
de los enzimas. Las reacciones se llevaron a cabo con 0,15 M de fumarato, 0,3 M de NH,CI,
0,1 M de fenilpiruvato y 0,1 mM de PLP en tampon HEPES 0,1 M pH 7,5. La concentracion
de AspB se mantuvo fija a 0,3 U/mL de reaccién y la concentracion de AT fue de 1,2 ¢ 3
U/mL de reaccion. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 3 mL, en
agitacion orbital a 350 rpm y 37°C durante 48 h. Se tomaron muestras a lo largo del tiempo
para el seguimiento de las concentraciones de Asp, FP y Phe. La reaccion se detuvo segun se
explica en la seccion 4.3.3. El rendimiento global de la reaccion se calculé como el producto

de los rendimientos de las reacciones catalizadas por AspB y AT.
4.3.5. Medida de la actividad enzimatica de AspB y AT

La actividad de AspB se determin6é segun el método descrito en la seccién 3.3.11. La

actividad de AT se determind segun el método descrito en la seccién 2.3.8.
4.3.6. Medida de la concentracion de sustratos y productos

La medida de la concentracion de L-aspartato se determiné por el método de derivatizacién
con 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB) y se analizo por HPLC segln el método descrito en
la seccion 3.3.12. La medida de la concentracion de fenilpiruvato y L-fenilalanina se realizo

por HPLC y segun el método descrito en la seccion 2.3.10.
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4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Sintesis de L-fenilalanina catalizada por transaminasa (AT)

Como se explicé en el capitulo 2 de esta tesis, la reaccion de sintesis de L-fenilalanina (Phe)
se llevd a cabo con el enzima comercial L-aspartato transaminasa (AAT) de corazon porcino.
En esta seccion, se describe la reaccion de sintesis de Phe catalizada por el enzima
transaminasa (AT) de origen bacteriano que fue proporcionado por el profesor Timo Korpela
del Laboratorio “Joint Biotechnology” de la Universidad de Turku, Finlandia.

Para comprobar si AT era capaz de catalizar la reaccion de aminacion del sustrato
fenilpiruvato (ceto analogo de Phe) usando L-aspartato como donador de grupos amino, se
realiz6 la reaccion de sintesis de Phe en las condiciones establecidas para la reaccion
catalizada por AAT (concentraciéon 0,1 M para ambos sustratos, pH 7,5y 37°C). Al comparar
los valores de velocidad inicial de reaccién, se observd que la reaccion catalizada por AT fue
5,5 veces mas rapida que la reaccion catalizada por AAT, incluso utilizando 12,5 veces menor
actividad enzimatica (Tabla 4.1). Se calculd el cociente del valor de velocidad inicial (r,)
entre la actividad enzimatica utilizada (U/mL), que resultd ser 69 veces mayor para AT que
para AAT (Tabla 4.1), lo cual nos estaria indicando que posiblemente AT tiene mayor
afinidad por fenilpiruvato y Phe que el enzima AAT. Para confirmar esta suposicion, se
calcularon los pardmetros cinéticos Ky, (constante de Michaelis-Menten) y rmax (velocidad
maxima de reaccion) de AAT y AT hacia Phe mediante el método integral a partir de los
datos del curso de reaccion de sintesis de Phe. Como se observa en la Tabla 4.1, el valor de
K hacia Phe fue de 342,5 y 84,5 mM para AAT y AT respectivamente, lo que confirma que
AT tiene mayor afinidad por el aminoacido Phe que AAT.

El rendimiento de reaccion para la reaccion catalizada por AT fue de 77,2% al cabo de 48 h
mientras que para AAT fue de 68,3% al cabo de 8 dias (Figura 4.2, Tabla 4.1).

En base a la alta velocidad de reaccion y alto rendimiento, se confirma que el enzima
transaminasa (AT) de origen bacteriano es una excelente opcién como catalizador de la

sintesis de Phe.
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Figura 4.2. Sintesis de L-fenilalanina catalizada por (<) AT (2 U/mL) y (A) AAT (25 U/mL).
Ambas reacciones se llevaron a cabo con 0,1 M de fenilpiruvato, 0,1 M de L-aspartato y 0,1 mM de
PLP en tamp6n HEPES 0,1 M pH 7,5 a 37°C.

Tabla 4.1. Comparacion de AAT y AT en la sintesis de L-fenilalanina utilizando 0,1 M fenilpiruvato,
0,1 L-aspartato y 0,1 mM PLP en tampén HEPES 0,1 M pH 7,5 a 37°C.

Enzimas

AAT® AT

Fuente C(_)razén por_cino _ Ba_cteriano
(Sigma-Aldrich®) (Universidad de Turku)

Actividad (U/mL de reaccion) 25 2
Velocidad inicial r, (mmol Phe/L-h) ® 0,74 4,04
Rendimiento (%) 68,3 77,2
Tiempo de reaccion 8 dias 48 h
r, / actividad (umolPhe/umolAsp) 4,9-10* 3,4-107
K (MM)© 3425 84,5
Fmax (MM/h) © 3,3 75
@ Sintesis de Phe catalizada por AAT descrita en el capitulo 2 (Tabla 2.5).
®R?>0,95.

© Los parametros cinéticos Ky, (constante de Michaelis-Menten) y I (velocidad méaxima de reaccion)
fueron calculados por el método integral.
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4.4.2. Optimizacion del proceso multienzimatico

La aplicacion de reacciones multienziméticas “one-pot” 0 simultaneas es una de las mejores
estrategias utilizadas en bioprocesos para evitar los pasos de recuperacion y purificacion de
productos intermediarios. Sin embargo, una de las principales limitaciones es la relacionada
con la compatibilidad de los biocatalizadores a utilizar. Debido a ello, la sintesis de productos
mediante sistemas multienziméaticos es menos frecuente que los procesos enzimaticos usando
un solo enzima [6]. Una de las principales consideraciones a tener en cuenta es que los
biocatalizadores aplicados en el proceso “one-pot” deben ser cataliticamente activos y

estables en las condiciones de reaccion [7].

En el capitulo 3, se aplicé el enzima aspartasa de Bacillus sp. YM55-1 (AspB) en la sintesis
de altas concentraciones de L-aspartato (Asp) a partir de fumarato y NH,4CI, con rendimientos
superiores al 90%. Las mismas condiciones de reaccion (tampon HEPES 0,1 M pH 75y
37°C) se aplicaron en la sintesis de Phe catalizada por AT (seccién 4.4.1). Entonces, se
decidio evaluar la estabilidad de AT a lo largo del tiempo a dichas condiciones de pH vy
temperatura. Se observo que AT mantuvo el 91% de su actividad al cabo de 24 h y perdi6 tan
solo 17% después de 54 horas de incubacién. Ademas, no se ha reportado que los sustratos ni
los productos de reaccion de sintesis ejerzan un efecto inhibitorio en los enzimas en estudio.
Asi, se puede afirmar que los enzimas AT y AspB son compatibles en las condiciones de

reaccion y por lo tanto pueden ser utilizados en la sintesis multienzimatica simultanea de Phe.

Con el objetivo de incrementar los rendimientos de Phe, se procedio a la determinacion de la
concentracion adecuada de L-aspartato para la reaccion catalizada por AT (reaccion no
acoplada) y de la mejor relacion de concentracion de los enzimas AspB y AT para las

reacciones multienzimaticas simultaneas.
4.4.2.1. Determinacion de la proporcion de FP y Asp

Se analiz6 el efecto de diferentes relaciones fenilpiruvato:L-aspartato (FP:Asp) sobre el
rendimiento de reaccion. Para ello, esta relacién varié de 1:1 y 1:5 manteniendo constante la
concentracion de FP. El rendimiento de reaccion se analizo al cabo de 48 h, alcanzando un
99,9% cuando la relacién de FP:Asp fue de 1:5, mientras que el rendimiento mas bajo se

obtuvo cuando se utilizaron concentraciones equimolares de los sustratos (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Sintesis enzimatica de Phe catalizada por AT a distintas concentraciones de L-aspartato
(Asp). Las reacciones se llevaron a cabo con 0,1 M de fenilpiruvato (FP), 0,1 mM de PLP en tampén
HEPES 0,1 M pH 7,5y 2 U de AT/mL de reaccion a 350 rpm y 37°C durante 48 h.

Relacién de

L-aspartato Rendimiento
(MM) Sustratos (%)
(FP:Asp)
0,1 1:1 78,5
0,125 1:1,25 93,3
0,25 1:2,5 98,1
0,5 15 99,9

Basados en estos resultados, se escogié 0,125 M de Asp como la concentracion dptima para la
reaccion de sintesis de Phe catalizada por AT, debido a que se obtiene un incremento
significativo del rendimiento de reaccion con respecto a la relacion 1:1. Para la sintesis
multienzimatica de Phe se descartd el uso de concentraciones mayores de Asp, a pesar de que
los rendimientos fueron préacticamente del 100%, para evitar la acumulacién excesiva de Asp
en el medio de reaccion, lo cual podria interferir en las etapas posteriores de recuperacion del

producto de interés.
4.4.2.2. Determinacion de la concentracion de enzimas

Segun los resultados del capitulo 3, el rendimiento de la reaccion de sintesis de Asp a partir de
fumarato y NH4Cl empleando el enzima AspB como catalizador puede ser superior al 90%.
Teniendo en cuenta este valor, se establecieron unas concentraciones de 0,15 M de fumarato y
0,3 M de NH,CI, con el fin de obtener una concentracion de Asp superior a 0,125 M, lo que

garantizaria un rendimiento de la segunda reaccion superior al 90%.

A continuacién, se procedié a determinar la relacion 6ptima de actividades de los enzimas
AspB y AT. Para ello, se mantuvo constante la concentracion de AspB (0,3 U/mL de
reaccion) y se vario la concentracion de AT (1, 2 6 3 U/mL de reaccion). Las velocidades
iniciales (r,) y los rendimientos de Asp para las reacciones catalizadas por AspB fueron
similares para las tres reacciones, puesto que la primera reaccion de la serie no se vio afectada
por las diferencias de actividad enzimatica de AT. En promedio, r, fue de 25 mmol de
Asp/L-h y el rendimiento de 88% (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Relacion 6ptima de las concentraciones de enzimas AspB y AT.
Las reacciones se llevaron a cabo con fumarato 0,15 M, NH,CI 0,3 M, fenilpiruvato 0,1 My PLP 0,1
mM en tampdén HEPES 0,1 M pH 7,5y 0,3 U de AspB/mL de reaccion, a 37°C durante 48 h.

Transaminasa (AT)

1U/mL 2 U/mL 3 U/mL
Velocidad inicial r, AspB (mmol/L-h) 25,0 24,2 25,5
Velocidad inicial r, AT (mmol/L-h) 4,2 7,3 8,5
Rendimiento Asp (%)® 91,2 87,3 84,5
Rendimiento Phe (%)® 84,1 94,5 89,5
Rendimiento global (%)© 76,7 82,5 75,6

@ El rendimiento de Asp se calcul6 a partir de la suma de los valores de concentracion de Phe y Asp al
final de la reaccion en relacion a la concentracion inicial de fumarato.

®) E| rendimiento de Phe se calculé en base a la concentracién de fenilpiruvato al inicio de la segunda
reaccion.

© El rendimiento global de reaccién se calculé como el producto de los rendimientos de Phe y Asp.

Para la reaccion catalizada por AT, se observd que las velocidades iniciales aumentaron
aunque no en la misma proporcién que la actividad enzimatica utilizada, dado que el sustrato
de la segunda reaccion de la serie es un compuesto intermedio y, por tanto, su concentracion
no es constante ni comparable entre los tres casos analizados. EI mayor rendimiento de Phe se
obtuvo cuando se utilizaron 2 U de AT/mL de reaccion alcanzando 95%, que equivale a una
acumulacion de Phe de 95 mM al final de la reaccion de sintesis. De igual manera, el mayor
rendimiento global de la reaccion fue de 83% y se obtuvo en la reaccién catalizada por 2 U de
AT/mL (Tabla 4.3).

Ademas, en las tres reacciones de sintesis multienzimatica de Phe se observd que la reaccion
catalizada por AspB es mucho mas rapida que la catalizada por AT, lo cual conllevé una
rapida acumulacion de Asp al cabo de las primeras horas de reaccion, con su posterior

disminucion y consecuente incremento de la concentracion de Phe (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Sintesis multienzimatica de L-fenilalanina catalizada por AspB y AT utilizando 0,3y 2
U/mL de reaccidn respectivamente. La reaccién se llevé a cabo con 0,15 M de fumarato, 0,3 M de
NH,4CI, 0,1 M de fenilpiruvato y 0,1 mM de PLP en tampén HEPES 0,1 M pH 7,5 a 37°C. (O)
fenilpiruvato, (A) L-aspartato y (®) L-fenilalanina.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos, las mejores condiciones de reaccion para
la sintesis multienziméatica de Phe son: 0,15 M de fumarato, 0,3 M de NH4CI, 0,1 M de
fenilpiruvato, 0,1 mM de PLP y con 0,3 y 2 U/mL de reaccién para AspB y AT
respectivamente, en tampén HEPES 0,1 M pH 7,5y 37°C (Figura 4.3).
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4.5. Conclusiones

Se establecié un método para la sintesis enzimatica del aminoacido aromético esencial L-
fenilalanina (Phe) mediante una reaccion multienzimatica “one-pot” catalizada por L-

aspartato amonio liasa o aspartasa de Bacillus sp. YM55-1 (AspB) y transaminasa (AT).

El enzima AT (de origen bacteriano) resultd ser una mejor opcion como biocatalizador en la
sintesis de Phe que AAT de corazon porcino, puesto que AT cataliza la reaccion de

transaminacion mas rapidamente y tiene mayor afinidad por Phe.

Los enzimas AspB y AT fueron compatibles en actividad y estabilidad en las condiciones de
reaccion de sintesis de Phe (pH 7,5y 37°C).

La optimizacion de las relaciones de concentraciones de sustratos y de biocatalizadores en la
reaccion de sintesis multienzimatica simultanea permitié obtener altos rendimientos de Phe (=
95%).

Para mejorar la productividad del proceso de sintesis multienzimatica de Phe catalizada en
reacciones simultaneas por AspB y AT, se plantea como alternativa la co-inmovilizacion de
ambos enzimas, que permitiria mejorar su estabilidad, de manera que pudieran ser reutilizados

en varios ciclos de reaccién de sintesis del aminoacido.
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Sintesis de aminas aromaticas catalizada por &-TA

Resumen

El enzima w—transaminasa (o—TA) cataliza inespecificamente la desaminacion reversible de
aminas aromaéticas. Las células recombinantes Escherichia coli con actividad o—-TA se
permeabilizaron con 0,1% de bromuro de cetrimonio consiguiendo un aumento de la actividad
catalitica del 40%. Las células o—TA no permeabilizadas y permeabilizadas se inmovilizaron
por atrapamiento en LentiKats®, obteniéndose una retencién del 100% de actividad para
ambos casos. Tanto las células o—TA libres como las inmovilizadas en LentiKats® se usaron
como biocatalizadores en la sintesis de las aminas aromaticas 1-feniletilamina (FEA) y 3-
amino-1-fenilbutano (AFB), usando isopropilamina (IPA) y L-alanina (Ala) como donadores
de grupos amino. Adicionalmente, el enzima o-TA expresado en E. coli se purificd
parcialmente por doble precipitacion con sulfato amoénico al 35 y 60% (p/v) de concentracién
de saturacién. Se obtuvo un factor de purificacion de 3,2 y actividad especifica de 1,9 U/mg
de proteina. Para la inmovilizacién covalente de m—TA parcialmente purificado se utilizaron
varios soportes, siendo sélo factible en Eupergit® CM con 20% de actividad retenida.
Ademas, el enzima o—TA se inmovilizé por atrapamiento en LentiKats® y se obtuvo una
retencion del 52%. Por ultimo, se estudio la reutilizacion de las células o-TA no
permeabilizadas y permeabilizadas libres e inmovilizadas en LentiKats® asi como el enzima
inmovilizado en LentiKats® en la sintesis de AFB usando IPA como donador de grupos
amino. La inmovilizacién tanto de las células como del enzima en LentiKats® permitio
mejorar la estabilidad de los biocatalizadores, que se reutilizaron hasta en 5 y 10 ciclos de
reaccion manteniendo 80 y 70% de la actividad original respectivamente. De acuerdo a los
célculos de productividad catalitica, el enzima w—TA inmovilizado en LentiKats® seria

considerado como el mejor biocatalizador para ser usado en la sintesis de AFB.
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5.1. Introduccién

La produccion de compuestos aminados es de gran interés sobre todo para la industria
farmacéutica y agroquimica. Estos compuestos son utilizados como intermediarios en la
sintesis de farmacos o de compuestos quimicamente activos [1, 2]. Por ejemplo, 3-amino-1-
fenilbutano (AFB) se utiliza en la sintesis del farmaco dilevalol (Figura 5.1), antihipertensivo

que actlia como antagonista competitivo especifico de los receptores a. y p—adrenérgicos.

HeC
NH
NH,
o/ OH
HO

Figura 5.1. Farmaco dilevalol (el circulo sefiala el compuesto aminado AFB).

Los métodos de biosintesis de compuestos aminados se basan principalmente en el empleo de

enzimas tipo hidrolasas y transaminasas [3].

La sintesis de compuestos aminados usando w—transaminasas (w—TAs) (capitulo 1 seccion
1.4.1.3) puede realizarse por métodos de resolucion a partir de una mezcla racémica del
compuesto aminado o por sintesis asimétrica utilizando un compuesto donador de grupos

amino y un compuesto cetona proquiral (Figura 1.20).

Los o—TAs presentan una elevada enantioselectividad y afinidad por un amplio rango de
sustratos tipo alquilaminas y arilalquilaminas [4]. Sin embargo, la principal desventaja del uso
de estos enzimas es que los valores de la constante de equilibrio (K;) de reaccion son

pequefios, lo que conlleva que la reaccion esté mas favorecida hacia la formacién de sustratos.
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Otra desventaja es la relacionada con el fuerte efecto inhibitorio del enzima por los sustratos y

productos de reaccion [5, 6].

Los estudios de sintesis asimétrica de compuestos aminados realizados con w—TAs se han
llevado a cabo tanto con células (nativas o recombinantes) [7, 8] como con el enzima
(purificado o parcialmente purificado) [5, 9, 10], y han estado enfocados basicamente a
solucionar las desventajas de su aplicacion. De esta manera, para desplazar el equilibrio de la
reaccion hacia la formacién de productos, se plantea el uso de una o mas estrategias, tales

como:

i) Incrementar la concentracion del compuesto donador de grupos amino. Por ejemplo, para
obtener un 90% de conversién del compuesto cetona a su respectivo compuesto aminado, para
reacciones con una K. de 1, la concentracion del donador de grupos amino deberia ser 10
veces superior a la del compuesto cetona; si la K. fuese de 107 el exceso deberia ser de unas
1000 veces [11, 12].

ii) Eliminar el co-producto de reaccion, es decir, la cetona resultante de la desaminacién del
donador de grupos amino. Esto se puede llevar a cabo por métodos in-situ (ej. con resinas de
intercambio, evaporacion, etc.); por acoplamiento de reacciones enzimaticas usando
deshidrogenasas [10, 13] o descarboxilasas [14]; o en caso de células, mediante su maquinaria

enzimatica [15].

El uso de células es una excelente alternativa para eliminar el co-producto de reaccién. Su
principal desventaja radica en la posible formacion de productos no deseados, aunque esto se
puede superar usando células recombinantes que sobreexpresen el enzima, con lo cual se
incrementaria la velocidad de reaccion de interés y se disminuirian las reacciones colaterales
[16]. Otra estrategia para incrementar la velocidad de reaccion catalizada por células consiste
en la permeabilizacion de las membranas celulares, que actan como barreras semipermeables
dificultando el paso de sustratos y productos. La permeabilizacién de las membranas se
realiza tratando las células con agentes permeabilizantes como disolventes (ej. etanol) o

surfactantes (ej. bromuro de cetrimonio) (capitulo 1 seccion 1.1.1).

Por otro lado, a pesar de lo avances realizados con respecto al uso de w—TAsS, pocos estudios
han reportado la inmovilizacion de células con actividad @—TA o la inmovilizacion del propio

enzima.
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Martin y col. inmovilizaron células (secadas por aspersion) con actividad o—TA por
atrapamiento en soporte de Ca-alginato y las utilizaron en la sintesis de acetofenona y
aminotetralina. Los autores observaron un incremento del valor de K, de las células
inmovilizadas de hasta 5 veces con respecto a las células libres; este efecto se relaciono

basicamente con la presencia de limitaciones difusionales [17].

Ademas, se ha reportado la inmovilizacion del enzima o—TA purificado de Vibrio fluvialis en
soporte quitosano, Eupergit® C y Tentagel SCOOSu con actividades retenidas de 18, 11 y
0,5% respectivamente [18]. Asimismo, se ha descrito la inmovilizacion de este mismo enzima
por atrapamiento usando soportes derivados de silica sol-gel, alcanzando una retencion de
alrededor del 25% de actividad enzimatica; la inmovilizacion en este soporte mejord la
estabilidad del enzima, lo que permitié su reutilizacion hasta en 5 ciclos de sintesis de 1-

feniletilamina manteniendo un 90% de su actividad inicial [19].

En este capitulo se describe la sintesis de las aminas aromaticas 1-feniletilamina (FEA) y 3-
amino-1-fenilbutano (AFB) catalizada tanto por células con actividad o—TA (libres e
inmovilizadas) como por el enzima o—TA parcialmente purificado (libre e inmovilizado). Por
ultimo se estudia la reutilizacion y se compara la productividad catalitica de los

biocatalizadores inmovilizados en la sintesis de AFB.
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5.2. Objetivos

Obijetivo general

-Sintetizar las aminas aromaticas 1-feniletilamina (FEA) y 3-amino-1-fenilbutano (AFB),
usando como biocatalizadores células con actividad o—transaminasa (o—TA) inmovilizadas y

el enzima o—TA inmovilizado.

Objetivos especificos

-Establecer un método de permeabilizacion de células con actividad o—TA para incrementar

su actividad catalitica.
-Inmovilizar células con actividad o—TA por atrapamiento en LentiKats®.

-Seleccionar un donador de grupos amino para la sintesis enzimatica de las aminas aromaticas

utilizando células o—TA.

-Purificar parcialmente el enzima ®o-TA y estudiar su estabilidad en las diferentes

condiciones de inmovilizacion aplicadas en este estudio.

-Inmovilizar el enzima ®o-TA por métodos de formacién de enlaces covalentes y

atrapamiento.
-Estudiar la reutilizacién de los biocatalizadores inmovilizados para la sintesis de AFB.

-Establecer el mejor biocatalizador para la sintesis de AFB por comparacién de la produccion

catalitica.
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5.3. Metodologia

5.3.1. Enzimay reactivos quimicos

Todos los reactivos quimicos, de grado analitico, y Eupergit® CM fueron suministrados por
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). EIl soporte agarosa 10 BCL fue adquirido en lIberagar
(Coina, Portugal). LentiKats® gel fue suministrado por GeniaLab (Braunschweig, Alemania).
El enzima recombinante w—transaminasa (o—TA) fue clonado en Escherichia coli BL21(D3)

por la compafiia c-LEcta (Leipzig, Alemania) quien suministré la cepa y el plasmido.
5.3.2. Expresion de @—transaminasa (o—TA)

La cepa recombinante E. coli BL21(D3) con actividad o—TA se cultivo en la Planta Piloto de
Fermentacién (PPF) del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB). EL cultivo se realizé en un medio definido de minerales [20] que contenia
0,05 g/L de kanamicina. Las condiciones de cultivo son las detalladas en la seccion 3.3.2. Al
final del proceso (DOgoonm = 30 = 9,9 g de células en peso seco — DCWI/L de cultivo), las
células se separaron por centrifugacién (4000 rpm a 4°C durante 15 min) y se lavaron dos
veces con tampon HEPES 0,1 M pH 7.

5.3.3. Permeabilizacion de células con actividad @-TA

El precipitado celular se resuspendié en tampon fosfato potasico 0,1 M pH 7 (0,8 ¢
DCW/mL). La suspension celular se tratd con los agentes permeabilizantes bromuro de
cetrimonio (CTAB) a una concentracion final de 0,1, 0,2 y 0,4% (p/v) (tampon fosfato
potésico 0,1 M pH 8) o con etanol a una concentracion final de 20, 40 y 60% (v/v). En todos
los casos, se trataron 0,1 g de células y el volumen final fue de 4 mL. Las suspensiones
celulares se mantuvieron en agitacion orbital (Thermoshaker HLC, Bovenden, Alemania) a
200 rpm y 25°C durante 20 min. Después de este tiempo las células se recuperaron por
centrifugacion (8000 rpm a 4°C durante 10 min) y se lavaron con tampdn fosfato potésico 0,1
M pH 7.

5.3.4. Inmovilizacion de células @—TA en LentiKats®

La inmovilizacién por atrapamiento en el soporte LentiKats® de células ©-TA no

permeabilizadas y permeabilizadas se realiz6 segin el protocolo descrito por la casa
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comercial GeniaLab. El gel LentiKats® se licué por calentamiento a 90°C, y posteriormente
se enfrio a 30°C. A esta temperatura, se mezclaron 2 mL de suspension de células no
permeabilizadas (0,8 g DCW/mL) o permeabilizadas (0,3 g DCW/mL) con 8 mL de
LentiKats® gel. A continuacion se procedi6 a la formacién de las particulas lenticulares por
medio de la “impresora” LentiKats® dando lugar a particulas de 3-4 mm de diametro. Las
particulas se dejaron secar hasta alcanzar un 30% del peso inicial. Al cabo de este tiempo, se
adiciono la disolucion endurecedora (15 mL por g de particulas lenticulares) y la suspension
se mantuvo en agitacion rotativa (en “roller”’) a temperatura ambiente (22 £ 2°C) durante 2 h.
Finalmente, las particulas se separaron por decantacién, se lavaron con tampon fosfato

potésico 0,1 M pH 7 y se almacenaron a 4°C.
5.3.5. Purificacion parcial de @—transaminasa (o—TA)

El precipitado de células de E. coli con actividad m—transaminasa (obtenidas al final del
cultivo) se resuspendié en tampén HEPES 0,1 M pH 7 conteniendo PLP 0,1 mM hasta
alcanzar una DOgoonm de 100; luego, las células se lisaron mediante doble disrupcion
mecanica a 21 kpsi (Constant System LTD, Warwickshire, Inglaterra). Los restos celulares se
separaron por centrifugacion a 8000 rpm y 4°C durante 40 min. El extracto crudo se recupero
y se procedi6 a la purificacion parcial del enzima por doble precipitacion con (NH;).SO,. Para
ello, se afiadidé (NH,4),SO, sélido a 100 mL de extracto crudo para alcanzar un 35% (p/v) de
concentracion de saturacion y se mantuvo en agitacion magnética suave a 4°C durante 30
min. Las proteinas precipitadas se eliminaron por centrifugacion (8000 rpm a 4°C durante 30
min). Se recuperaron 96 mL de sobrenadante y se afiadié (NH,4),SO, sélido para alcanzar un
60% (p/v) de saturacion final. La mezcla se mantuvo en agitacion magnética suave a 4°C
durante 30 min. El enzima precipitado se recuperd por centrifugacion y se almacené como
suspension en una disolucion de (NH;).SO4 al 60% (p/v) a 4°C. Se tomaron muestras en cada
uno de los pasos de purificacion y se analizaron la actividad enzimatica y la concentracion de
proteinas por el método de Bradford (Pierce, Rockford, IL, USA). La cuantificacion de

proteinas se realiz6 usando albumina sérica bovina como estandar (Anexo 2).
5.3.6. Ensayos de estabilidad del enzima @-TA

Se evaluo la estabilidad del enzima o—TA parcialmente purificado midiendo su actividad
enzimatica a lo largo del tiempo cuando se incub6 a diferentes condiciones requeridas por las

diferentes técnicas de inmovilizacion:
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i) a diferentes valores de pH y fuerza idnica: pH 5y 6 (en tampon MES 25 mM), pH 7 (en
tampén HEPES 0,1 M), pH 8, 9 y 10 (en tampdn bicarbonato sédico 1 M).

i) en presencia de diferentes concentraciones de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil
carbodiimida (CDI): 25, 50 y 100 mM; y etilendiamina (EDA): 0,1, 0,5y 1 M. En todos estos
casos se utilizé tampon MES 25 mM pH 6.

Todos los estudios de estabilidad se llevaron a cabo con una actividad inicial de 4 U/mL en un

volumen final de 4 mL con agitacion rotativa a temperatura ambiente.
5.3.7. Inmovilizacion por enlace covalente de @—TA en soportes derivados de agarosa

En esta seccion se describe la inmovilizacion de ®—TA en dos soportes derivados de agarosa:
MANA-agarosa (soporte amino) y aspartico-agarosa (soporte carboxilo). Para ello, primero se
prepar6 el soporte aldehido-agarosa 10 BCL (densidad = 1,07 g/mL) segin el método de
Fernandez-Lafuente [21] y como se describe en el apartado 2.3.4.1. La densidad de grupos

aldehido fue de 220 umol por mL de soporte.
5.3.7.1. Inmovilizacion de @#-TA en MANA-agarosa

Se utilizo el soporte monoaminometil-N-aminoetil agarosa 0 MANA-agarosa (220 umol de
grupos —NH,/mL de soporte), que se prepar6 segun el método de Fernandez-Lafuente y como
se describe en las seccion 2.3.4.2. Para la inmovilizacion del enzima, se mezclo 1 mL de
MANA-agarosa con 9 mL de tampdn MES 25 mM pH 6 conteniendo 40 U de o—TA. Para
promover la adsorcién idnica la suspensién se mantuvo en agitacion rotativa y temperatura
ambiente durante 15 min. Para la formacion de enlaces covalentes se adicioné CDI a una
concentracion final de 25 mM y la suspension se mantuvo en las mismas condiciones de
agitacion y temperatura durante 2 h. Finalmente, el enzima inmovilizado se recuperé por
filtracion al vacio, se lavo con tampon HEPES 0,1 M pH 7,5 conteniendo 1 mM de PLP, se

filtr6 y se almacen¢ a 4°C.
5.3.7.2. Preparacion del soporte aspartico-agarosa

Para la preparacion del soporte aspartico-agarosa (Asp-agarosa) se resuspendid el soporte
aldehido-agarosa en una disolucién de L-aspartato 3 M y cianoborohidruro sodico 0,2 M, se
ajustd el pH a 7 y la suspension se mantuvo en agitacion rotativa a temperatura ambiente

durante 15 h. Inmediatamente después se adicioné NaBH, (10 mg/mL) y NaHCO3 0,5 M, el
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pH se ajustd a 10 y la mezcla se mantuvo en agitacién durante 2 h. Finalmente, se lavo el
soporte resultante con 10 volumenes de una disolucién de acetato sédico 0,1 My NaCl 1 M a
pH 6 y seguidamente con abundante agua destilada. La densidad de grupos carboxilos en Asp-
agarosa se estimé como el doble de la de aldehidos (440 umol de grupos —-COOH/mL de

soporte).
5.3.7.3. Aminacion de la superficie de @-TA

Con el objetivo de incrementar la densidad de grupos —NH; de la superficie del enzima, se
procedi6 a la modificacién quimica del mismo por aminacion. Para ello, se mezclaron 5 mL
de o—TA (70 U) con 45 mL de tampon MES 50 mM pH 6 conteniendo etilendiamina 0,5 M y
carbodiimida 50 mM. La mezcla se mantuvo en agitacion rotativa a temperatura ambiente
durante 2 h. Finalmente, el ®—TA aminado (o—TA-NH,) se recuperd por precipitacion con

sulfato amonico al 60% (p/v) de saturacion.
5.3.7.4. Inmovilizacion de @-TA 'y @—TA-NH, en soporte aspartico-agarosa

Para la inmovilizacion de @—-TA y o—TA-NHj; en el soporte Asp-agarosa, se mezclé 1 mL de
Asp-agarosa con 9 mL de tampon MES 25 mM pH 6 conteniendo 40 U de o—-TA 0 o—-TA-
NH,. La suspension se mantuvo en agitacion durante 15 min. Posteriormente se adicioné CDI
a una concentracién final de 25 mM vy la suspension se mantuvo en agitacion rotativa.
Finalmente, el enzima inmovilizado se recuperd por filtracion al vacio, se lavo con tampdn
HEPES 0,1 M pH 7,5 conteniendo 1 mM de PLP, se filtrd y se almacen6 a 4°C.

5.3.8. Inmovilizacién por enlace covalente de @—TA en Eupergit® CM

Se hidraté el soporte Eupergit® CM con agua desionizada a 4°C durante 24 h. La
inmovilizacion de ®—TA se llevé a cabo mezclando 1 mL de soporte himedo con 9 mL de
disolucion enzimética (40 U de o—TA) en tampon bicarbonato sodico 1 M pH 8 6 9. Los
grupos epdxidos remanentes del soporte se bloquearon por incubacién con 2-mercaptoetanol
0,2 M (tampon HEPES 0,1 M pH 7) durante 4 h. Finalmente, el enzima inmovilizado se
recupero por filtracion al vacio, se lavo con tampon HEPES 0,1 M pH 7,5 conteniendo 1 mM

de PLP, se filtr6 y se almacend a 4°C.
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5.3.9. Inmovilizacién por atrapamiento de @-TA en LentiKats®

La inmovilizacién o—TA en LentiKats® se realiz6 siguiendo el procedimiento especificado en
la seccion 2.3.5 de este manuscrito. Para ello se mezclaron 2 mL de disolucion enzimaética
(3,2 U de »—TA en tampén HEPES 0,1 M pH 7) con 8 mL de soporte LentiKats® liquido. El
enzima inmovilizado se recupero por decantacion, se lavo con tampén HEPES 0,1 M pH 7,5
conteniendo 1 mM de PLP y se almacen¢ a 4°C.

5.3.10. Seguimiento de los procesos de inmovilizacion

Todas las inmovilizaciones del enzima o—TA se llevaron a cabo a temperatura ambiente y
agitacion rotativa. En todos los casos se realiz el seguimiento en paralelo de un ensayo

“blanco” en el que el volumen del soporte se sustituyo por el mismo volumen de agua.

Se tomaron alicuotas del blanco, suspension y sobrenadante a lo largo del tiempo y se midio6

la actividad enzimatica.

El calculo de actividad retenida (%) y del rendimiento de inmovilizacion (%) se realizé de

acuerdo a las formulas descritas en la seccion 2.3.6.
5.3.11. Sintesis de aminas aromaticas con biocatalizadores con actividad o—TA

La sintesis de 1-feniletilamina (FEA) y 3-amino-1-fenilbutano (AFB) (Figura 5.2) se realiz
usando células no permeabilizadas y permeabilizadas tanto libres como inmovilizadas en
LentiKats® (0,02 g DCW/mL de reaccion).

FEA se sintetiz6 por medio de 2 reacciones usando 6 mM de acetofenona (AF) y 1 M de
isopropilamina (IPA) 6 0,1 M de L-alanina (Ala) como donadores de grupos amino. AFB se
sintetiz6 usando 6 mM de 4-fenil-2-butanona (FB) y 1 M de IPA. Todas las reacciones se
llevaron a cabo en un volumen final de reaccion de 2 mL en tampon fosfato potésico 0,1 M
pH 7 y 2 mM de PLP en agitacion orbital (Thermoshaker HLC, Bovenden, Alemania) a 500
rpmy 30°C.

Asimismo, para la sintesis de AFB se utilizé el enzima o—TA parcialmente purificado asi
como los respectivos catalizadores inmovilizados en Eupergit® CM y LentiKats® (0,5 U/mL

de reaccion) en las mismas condiciones descritas previamente.
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a.
ﬁ NH, NH, O‘
L PN
HaC + HC CH, === HiC 4+ HC CHs
Acetofenona (AF) Isopropilamina (IPA) 1-feniletilamina (FEA) Acetona
b.
o) 0 NH, 0
HaC N wAOH ;D_ﬁ HyC N \H/\OH
NH, o]
Acetofenona (AF) L-alanina (Ala) 1-feniletilamina (FEA) Piruvato
C.
0 NH, NH, ﬁ
CHy 4 HyC CH, _o-TA CH; 4 H3C/\CH3

4-fenil-2-butanona (FB) IPA 3-amino-1-fenilbutano (AFB)  Acetona

Figura 5.2. Sintesis de aminas aromaticas 1-feniletilamina (FEA) y 3-amino-1-fenilbutano (AFB)
catalizada por o—transaminasa (o—TA).
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5.3.12. Reutilizacion de biocatalizadores inmovilizados con actividad @—TA

Las células o—TA no permeabilizadas y permeabilizadas tanto libres como inmovilizadas en
LentiKats®, asi como el enzima o—TA inmovilizado en LentiKats®, se reutilizaron en varios
ciclos de reaccion de sintesis de AFB. Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen
final de 4 mL (para células libres e inmovilizadas) 6 3 mL (para el enzima inmovilizado en
LentiKats®), en tampdn fosfato potésico 0,1 M pH 7 conteniendo 6 mM de FB, 1 M de IPA y
2 mM de PLP. La cantidad de células libres o inmovilizadas se calculé a partir de los valores
de velocidad inicial de reaccion obtenidos segun la seccion 5.3.11, con el fin de alcanzar unas
velocidades iniciales de 0,05 umol de AFB/mL-min para células libres y 0,03 umol de AFB/
mL-min para células inmovilizadas. En el caso del enzima o—TA inmovilizado en LentiKats®
se parti6 de una velocidad inicial de 0,2 U/mL. Las reacciones se llevaron a cabo en agitacion
orbital a 500 rpm y 30°C durante 3 h para el caso de células libres e inmovilizadas y 2,3 h
para el enzima inmovilizado. Al final de cada ciclo de reaccion los biocatalizadores
inmovilizados se recuperaron y lavaron 3 veces con tampén fosfato potasico 0,1 M pH 7. La
recuperacion de las células no permeabilizadas y permeabilizadas se realiz6 por
centrifugacion a 8000 rpm y 4°C durante 10 min. Se determinaron las velocidades iniciales y

rendimientos de reaccion para cada ciclo.
5.3.13. Medida de la actividad enzimatica de ®—TA

La actividad enzimética de «o—TA se determind por espectrofotometria midiendo el
incremento de absorbancia a 300 nm causado por la aparicién de acetofenona, que es el
producto de la reaccion de desaminacion de 1-feniletilamina (FEA). Se mezclaron 100 plL de
muestra con 900 uL de la mezcla reactiva que contenia FEA 11 mM, dimetilsulfoxido 1,25%
(v/v), piruvato 11 mM y PLP 0,1 mM en tampon fosfato potasico 50 mM pH 7,4. El
incremento de absorbancia se siguid en el espectrofotometro Cary 50 Bio UV-Visible a 300
nm y 30°C. Una unidad de o—TA se define como la cantidad de enzima que produce 1 umol
de acetofenona por minuto a 30°C. El coeficiente de extincion molar de acetofenona a 300 nm
y 30°C es 0,28 mM™*-cm™.

5.3.14. Medida de la concentraciéon de las aminas aromaticas

Los analisis de las reacciones de sintesis de FEA y AFB realizadas con las células o-TA

(libres e inmovilizadas) se realizaron en el Departamento de Ingenieria Quimica y Bioquimica
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de la Universidad Técnica de Dinamarca (DTU). Los compuestos se analizaron mediante
cromatografia liquida usando un HPLC Ultimate 3000 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) con
una columna Luna 3 um C18(2) 50 x 4,6 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA). La fase
movil A consistié en acido trifluoroacético 0,1% en agua MiliQ y la fase mévil B en
acetonitrilo 100%. Se inyectaron 10 uL de muestra a un flujo de 2 mL/min. El gradiente de
elucion se establecio de la siguiente manera: 0 min (0% de fase mavil B); 1 min (10% de fase
movil B); 2,5 min (10% de fase movil B); 5,9 min (60% de fase movil B), 6 min (0% de fase
movil B), 7 min (0% de fase mdvil B). El compuesto FEA se detecté a 210 nm con un tiempo
de retencion de 2,1 + 0,1 min y AFB a 254 nm con un tiempo de retencion de 4,1 + 0,1 min.

El andlisis de la reaccion de sintesis de AFB catalizada por el enzima o—TA (libre e
inmovilizado) se realizd en la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). Los analisis se
llevaron a cabo mediante un HPLC (Dionex Ultimate 3000, Sunnyvale, CA, USA), con la
columna X-Bridge TM C18 5 um 4,6 mm x 250 mm (Waters, Milford, MA, USA) y detector
UV. La fase movil A consistio en acido trifluoroacético 0,1% en agua MiliQ y la fase mévil B
en acido trifluoroacético 0,095% y acetonitrilo 80% en agua MiliQ. Se inyectaron 30 pL de
muestra y el gradiente de elucidn se establecio entre 40 y 100% de fase movil B durante 15
min a un flujo de 1 mL/min a 30°C. Los compuestos se detectaron a una longitud de onda de
254 nm. EI tiempo de retencion para AFB fue de 4,1 £ 0,1 min y para FB fue 8,8 + 0,1 min
(Anexo 4).

Todos los andlisis cuantitativos se realizaron por integracion de las areas usando el método de

estandar externo.
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5.4. Resultados y discusion

5.4.1. Sintesis de aminas aromaticas catalizada por células con actividad @-TA
5.4.1.1. Permeabilizacion de celulas o-TA

Con el objetivo de incrementar la actividad catalitica de las células w—TA, se evaluo el efecto
de diferentes agentes permeabilizantes de las membranas celulares tales como etanol y
bromuro de cetrimonio (CTAB). El uso de bajas concentraciones de CTAB (0,1 y 0,2%) tuvo
un efecto positivo en la permeabilizacion celular, ya que permitié incrementar la velocidad de
reaccion enzimatica catalizada por las células en alrededor de 40%. Asimismo, se obtuvo un
incremento de 20% en la velocidad de reaccion cuando las células se trataron con 20% de
etanol. Sin embargo, el empleo de altas concentraciones de etanol (40 y 60%) tuvo un efecto
negativo (Figura 5.3). Asi, se estableci6 para los proximos experimentos un metodo para la
permeabilizacion de células de E. coli con actividad m—TA que consiste en 0,1% de CTAB en

tampon fosfato potasico 0,1 M pH 8 a 25°C durante 20 min.

Blanco -

CTAB 0,1% - |

CTAB 0,29 1 |

CTAB 0,4% -

Etanol 20% 1 |

Etanol 40% -

Etanol 60% -

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Actividad o-TA (%)

Figura 5.3. Permeabilizacion de células @—TA con bromuro de cetrimonio - CTAB (tampdn fosfato
potasico 0,1 M pH 8) y etanol. En todos los casos se trataron 0,1 g de DCW a 25°C durante 20 min en
un volumen final de 4 mL.
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5.4.1.2. Sintesis de 1-feniletilamina (FEA) y 3-amino-1-fenilbutano (AFB) catalizada por
células @TA

Inicialmente, se realizo la reaccion de sintesis de FEA como reaccion modelo (Figura 5.2 a'y
b), usando bajas concentraciones de acetofenona (6 mM) debido a su baja solubilidad en agua
(5,5 g/L) y al efecto inhibitorio sobre el enzima a concentraciones superiores de 10 mM (datos
no publicados). Con el objetivo de desplazar el equilibrio hacia la sintesis del producto se
utilizaron altas concentraciones del donador de grupos amino: 1 M para el caso de
isopropilamina (IPA) y 0,1 M para L-alanina (Ala). Para la reaccion catalizada por las células
o—TA no permeabilizadas, se obtuvieron velocidades iniciales de 1,69 y 0,13 umol de FEA/g
DCW:-min y rendimientos de 68,2 y 31,3% al cabo de aproximadamente 24 h de reaccién

cuando se usé IPA y Ala respectivamente (Figura 5.4, Tabla 5.1).

100 -

Rendimiento de reaccion (%)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Tiempo (min)

Figura 5.4. Rendimientos de reaccidn en la sintesis de aminas aromaticas: () Reaccion con 6 mM de
acetofenona y 1 M de isopropilamina; (<) Reaccion con 6 mM de acetofenonay 0,1 M de L-alanina;
(A) Reaccion con 6 mM de 4-fenil-2-butanona y 1 M isopropilamina. Las reacciones se llevaron a
cabo con células ®—TA no permeabilizadas (0,02 g DCW/mL de reaccion) en tampon fosfato potasico
0,1 M pH 7y 2 mM PLP, agitacion orbital a 500 rpmy 30°C.
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En estudios previos se demostré que la reaccion de transaminacion de acetofenona a FEA es
termodindmicamente desfavorable y esta limitada ademéas por el fuerte efecto de inhibicion
del enzima tanto por los productos de la reaccién como por el sustrato cetona incluso a muy
bajas concentraciones [6, 22]. Las limitaciones termodindmicas se pueden superar retirando el
co-producto de reaccion, lo que se puede realizar in-situ o acoplando una segunda reaccion
enzimética. Los co-productos formados por la desaminacion de IPA y Ala son acetona y
piruvato, respectivamente. En principio, la acetona se podria eliminar por evaporacion y el
piruvato se podria degradar acoplando otras reacciones enzimaticas en cascada, catalizadas
por enzimas tales como deshidrogenasas [8, 9, 14, 23]. Sin embargo, en este ultimo caso la
principal desventaja es la regeneracion del cofactor enzimatico NADH, y como consecuencia
el incremento del coste global del proceso. Cuando se usan células como biocatalizadores,
estas pueden emplear su maquinaria enzimatica para la eliminacion de los co-productos de
reaccion, como en el caso del piruvato, que es sustrato intermediario de muchas reacciones
enzimaticas celulares. Sin embargo, en nuestro estudio se observé que la velocidad de

reaccion con IPA fue un orden de magnitud mas rapida que con Ala (Tabla 5.1).

El bajo rendimiento obtenido para la reaccion con Ala no se podria explicar como
consecuencia de la lenta velocidad de reaccion puesto que la reaccion parece llegar a su fin al
cabo de 12 h. Previamente, Shin y Kim reportaron similares rendimientos de reaccion usando
Ala como donador de grupos amino, aunque dicho rendimiento se increment6 a un 90% al

aumentar la concentracion de células en el medio de reaccion [5].

Ademas de la diferencia de la concentracion de sustratos usados (1 M de IPA'y 0,1 M de Ala),
lo cual influiria considerablemente en el gradiente de concentracion (del exterior al interior),
nuestros resultados se podrian explicar como consecuencia del lento transporte de Ala al
interior de la célula (por difusién facilitada) o de la posible metabolizacion de Ala por otras
vias metabolicas celulares y subsecuente disminucion de su disponibilidad para el enzima
o—TA. Otra causa de la diferencia de las velocidades de reaccion podria ser la acumulacion
en el interior de la célula del co-producto piruvato que no estaria siendo metabolizado segun
lo esperado. En cualquiera de los casos, el equilibrio de reaccidn estaria mas favorecido hacia
la formacidn de sustratos (acetofenona/Ala) que a la formacion de productos (FEA/piruvato)
[24].
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Tabla 5.1. Sintesis de 1-feniletilamina (FEA) y 3-amino-1-fenilbutano (AFB) catalizada por células
o—TA libres no permeabilizadas y permeabilizadas.

Células @—TA libres

No permeabilizadas Permeabilizadas
o Rend.® o Rend.®
Sustratos | Producto
(umol/min-g cél) (%) (umol/min-g cél) (%)
AF+IPA FEA 1,69 58,2 2,16 61,3
AF+Ala FEA 0,13 31,3 N.R. N.R.
FB+IPA AFB 2,88 91,6 3,49 91,9

Las reacciones se llevaron a cabo con células o—TA (0,02 g DCW/mL de reaccion) en tampon fosfato
potasico 0,1 M pH 7 conteniendo 6 mM de cetona (AF o FB), 1 M IPA 6 0,1 M Alay 2 mM de PLP.

AF: acetofenona; IPA: isopropilamina; Ala: L-alanina; FB: 4-fenil-2-butanona; r,: velocidad inicial; N.R:
no se detectd reaccion.

@ Rendimiento después de + 24 h de reaccion.

Por otro lado, cuando se us6 Ala como sustrato, se observo que la conversion de acetofenona
(55%) fue significativamente superior que el rendimiento de FEA (31%), pero esta diferencia

fue menor cuando el donador de grupos amino fue IPA (71% conversién y 58% rendimiento).

Cuando se aplicaron células o—TA permeabilizadas, la velocidad de reaccion de acetofenona
e IPA fue superior a la de las células no permeabilizadas, y los rendimientos de reaccién
fueron similares (Tabla 5.1). Sin embargo, no se detectd presencia de producto cuando la
reaccion se realizd con Ala. Yu y Kim reportaron bajos rendimientos de reaccion usando
células o—TA permeabilizadas y concentraciones de sustratos (AF y Ala) similares a las de
nuestro estudio, y explicaron sus resultados como consecuencia de la baja excrecion del
producto FEA [8]. Sin embargo, esto no podria ser una explicacion para nuestro estudio,
puesto que este problema no se observd cuando la reaccion se llevé a cabo con IPA. Otra
causa gue podria explicar este fendbmeno podria ser que el sistema de transporte de Ala hacia

el interior celular estaria siendo afectado negativamente por la permeabilizacion celular.
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En una segunda parte, se estudié la sintesis de AFB usando el cetoanalogo 4-fenil-2-butanona
(FB) e IPA como donador de grupos aminos (Figura 5.2 c). A diferencia de la acetofenona
(AF), se ha descrito que FB es mas reactivo, tiene un menor efecto inhibitorio y el equilibrio
de reaccion es mas favorable hacia la aminacion [5]. Asi, la velocidad inicial de esta reaccion
fue 1,7 veces mayor que la reaccion entre acetofenona e IPA y el rendimiento tras 3 horas de
reaccion fue superior al 90% (Figura 5.4), tanto para las células no permeabilizadas como
permeabilizadas (Tabla 5.1). Ademas, la conversion y el rendimiento para la reaccion de FB
con IPA fueron similares, lo cual podria ser debido a que su cinética de reaccion es mas

répida o a que FB es menos propensa que AF a la degradacidn por reacciones colaterales.
5.4.1.3. Inmovilizacion de células @-TA en LentiKats® y sintesis de FEA y AFB

La inmovilizaciéon de células no permeabilizadas y permeabilizadas se llevé a cabo por
atrapamiento en LentiKats®, usando suspensiones celulares con una concentracion final de 0,8
y 0,3 g DCW/mL para las células no permeabilizadas y permeabilizadas respectivamente.
Teniendo en cuenta una relacion de volumenes entre la suspension celular y la disolucion de
LentiKats® de 1:4, se inmovilizaron 0,17 g de células no permeabilizadas y 0,06 g de células
permeabilizadas por gramo de soporte LentiKats®, equivalente a una velocidad inicial de 0,29

y 0,13 pmol de FEA/min-g de LentiKats®, respectivamente (Tabla 5.2).

Las células inmovilizadas se utilizaron como biocatalizadores en la sintesis de las aminas
aromaticas FEA y AFB. Tanto las velocidades iniciales como los rendimientos de las
reacciones catalizadas por las células inmovilizadas, ya sean no permeabilizadas o
permeabilizadas (Tabla 5.3), fueron similares a los valores obtenidos empleando células libres
(Tabla 5.1).

Estos resultados indican que el rendimiento de inmovilizacién es del 100% y que no hay
presencia de limitaciones difusionales para dichas reacciones. Se reportaron resultados
similares de rendimiento de inmovilizacion cuando se inmovilizaron otros microorganismos
en este mismo soporte [25-28]. Sin embargo, en el caso de células con actividad o—TA,
nuestros resultados representan una gran mejora con respecto a estudios previos. Asi, Martin y
col. observaron un incremento de 4 veces en el valor de Ky, cuando inmovilizaron E. coli con
actividad o-TA en soporte Ca-alginato, y consideraron como causa la presencia de

limitaciones difusionales [17].
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Tabla 5.2. Inmovilizacion por atrapamiento en soporte LentiKats® de células o—TA no
permeabilizadas y permeabilizadas.

Células ®TA

No permeabilizadas  Permeabilizadas

r, de la suspension celular

(umol/min-g DCW)® L% 2l
Concentracion celular en LentiKats® 0,17 0,06
(g de DCW/g de LentiKats®)

r, tedrica de las células inmovilizadas 0,29 0,13
(umol/min-g LentiKats®)®

r, experimental de las células inmovilizadas 0,31 0,13
(umol/min-g LentiKats®)®

Tiempo de proceso (horas) 3 3

@ Velocidad inicial de reaccion para la reaccion de sintesis de 1-feniletilamina (FEA) llevada a cabo
con acetofenona 6 mM, isopropilamina 1 M y PLP 2 mM en tampon fosfato potésico 0,1 M pH 7,
durante 10 min.

Tabla 5.3. Sintesis de 1-feniletilamina (FEA) y 3-amino-1-fenilbutano (AFB) catalizadas por células
o—-TA no permeabilizadas y permeabilizadas inmovilizadas por atrapamiento en LentiKats®.

Células @—TA inmovilizadas en LentiKats®

No Permeabilizadas Permeabilizadas
o Rend.® o Rend.®
Sustratos | Producto . . . .
(umol/min-g cél) (%) (umol /min-g ceél) (%)
AF+IPA FEA 1,68 68,8 2,11 68,4
FB+IPA AFB 2,61 94,7 3,21 99,6

Las reacciones se llevaron a cabo con las células inmovilizadas en LentiKats® (0,02 g DCW/mL de
reaccion) en tampén fosfato potésico 0,1 M pH 7 conteniendo 6 mM de cetona (AF o PB), 1 M de IPA 'y 2
mM de PLP.

AF: acetofenona; IPA: isopropilamina; FB: 4-fenil-2-butanona; r,: velocidad inicial de reaccion.

@ Rendimiento después de 24 horas de reaccion.
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5.4.2. Sintesis de aminas aromaticas catalizada por el enzima o-TA
5.4.2.1. Purificacion parcial de @-TA

Una vez disruptadas las células y obtenido el extracto crudo, se procedi6 a la recuperacion del
enzima usando sulfato amoénico como agente precipitante de proteinas. Se realizaron dos
precipitaciones sucesivas con 35 y 60% (p/v) de saturacién de (NH4),SO,4. Se recuperé el

81,8% del enzima con un factor de purificacion de 3,2 (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Purificacion parcial de o—TA.

Volumen Actividad Prot. Actividad Actividad

Paso de o Factor de
urificacion total especifica recuperada Purificacion

i (mL) U (mg (Umgprot) (%)
Extracto crudo® 100 863 1500 0,6 100 1,0
Precipitacion
(NH),50; 35040 791 1140 0,7 91,7 1,2
Precipitacién

706 380 1,9 81,8 3,2

(NH4),S0, 60%®

@ E| extracto crudo se obtuvo a partir de un cultivo celular de 9,9 g DCW/L de cultivo segtin como se
detalla en la seccién 5.3.5.
®)|_as precipitaciones se llevaron a cabo con agitacion magnética suave a 4°C durante 30 min.

5.4.2.2. Estabilidad de @-TA

Antes de la inmovilizacion del enzima se estudid su estabilidad a los diferentes valores de pH
requeridos por los distintos métodos de inmovilizacion aplicados en este trabajo. Como se
muestra en la Figura 5.5, o-TA es muy inestable a pH 9 y 10 perdiendo mas del 50% de su
actividad en las primeras horas de incubacion; a pH 5 el enzima perdi6 40% de actividad a las
51 h mientras que a pH 6 sélo perdié un 13% de la actividad inicial en el mismo tiempo.
Cuando el enzima se incub6 a pH 7 y 8 la actividad enzimatica se incrementd en un 21 y 13%
respectivamente al cabo de 4 h de incubacion, y aparentemente no se observo pérdida de

actividad al final del estudio (51 h). La pérdida de actividad enzimatica esta asociada a
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factores fisicos como altas temperaturas, alta fuerza idnica o pH; sin embargo, la
hiperactivacion enzimatica es un fendémeno mas complicado de explicar que suele observarse
cuando por algun efecto fisico el centro activo del enzima se ve méas expuesto a los sustratos o

porque el enzima adopta una conformacion mas activa [29].

De esta forma, se establecio que los valores de pH 6, 7 y 8 son los més adecuados para

proceder a la inmovilizacion del enzima o-TA.
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Figura 5.5. Estabilidad o—TA a diferentes condiciones de pH y fuerza i6nica: (A) pH 5y (®) pH 6,
en tampén MES 25 mM; (V) pH 7 en tamp6n HEPES 0,1 M; (@) pH 8, (x) pH 9y (®) pH 10, en
tampdn bicarbonato sodico 1 M.

Ademas, se evalud la estabilidad del enzima a diferentes concentraciones de carbodiimida
(CDI) vy etilendiamina (EDA), que son reactivos empleados en diferentes procesos de
inmovilizacion. Como se observa en la Tabla 5.5, el uso de concentraciones de CDI inferiores
a 50 mM tuvo un efecto activador del enzima. Ademés, o—TA fue bastante estable en

concentraciones de EDA menores de 0,5 M, condiciones a las que mantuvo méas del 85% de
su actividad al cabo de 24 h.
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Tabla 5.5. Estabilidad de ®—TA en presencia de carbodiimida (CDI) y etilendiamina (EDA) después
de 24 h de incubacion (4 U/mL en tampon MES 25 mM pH 6).

Actividad o-TA
Concentracion

(%)
Blanco - 118,3+ 3,7
25 1455+4,1
CDI (mM) 50 131,8 + 4,4
100 68,2 + 3,6
0,1 97,8+10,4
EDA (M) 0,5 84,1+ 10,1
1,0 436+1,1

5.4.2.3. Inmovilizacion de o—TA en soportes de derivados de agarosa

Se estudié la inmovilizacién del enzima por formacién de enlaces covalentes en soportes
derivados de agarosa. Para ello se utilizaron los soportes MANA-agarosa (amino agarosa) y

Asp-agarosa (carboxilo agarosa).

La inmovilizacion de —TA en el soporte MANA-agarosa (220 umol de grupos —NH,/mL de
soporte) se llevd a cabo a pH 6. Como ya se explicé en los capitulos 2 y 3, la adsorcion idnica
es la primera etapa de inmovilizacion de enzimas en este soporte, que suele darse en tiempos
relativamente cortos (15 min segun los experimentos realizados con los enzimas AAT y
AspB) y que se evidencia por una disminucion de la actividad del sobrenadante. Sin embargo
para el enzima o—TA no se observé disminucion de la actividad en el sobrenadante al cabo de
15 min, por lo que se concluy6 que no hubo adsorcion iénica del enzima al soporte. Para que
la adsorcidn idnica se lleve a cabo, es necesario que el enzima tenga una carga neta negativa,
lo cual se logra cuando el enzima se encuentra a un valor de pH por encima de su punto
isoeléctrico (pl). Actualmente, no se ha descrito la caracterizacion de este enzima o—TA, por
lo que su pl es desconocido; sin embargo esta descrito que el pl del ®—TA de Vibrio fluvialis
JS17 es de 5,4 [22]. Asumiendo que el pl de nuestro enzima es similar, a pH 6 la carga neta
del enzima deberia ser negativa y la adsorcion ionica entre el enzima y el soporte deberia

haberse producido. A pesar de no haber adsorcidn idnica, se procedié a la adicion de CDI a
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una concentracion final de 25 mM y la suspension se mantuvo en agitacion durante 2 h. Al
cabo de este tiempo la actividad tanto del sobrenadante como de la suspension no vario, por lo
que se dedujo que la formacion de enlaces covalentes no tuvo lugar. En conclusién, el soporte

MANA-agarosa no es un soporte adecuado para la inmovilizacion del o—-TA.

Como alternativa, se utilizé el soporte aspartico-agarosa (Asp-agarosa), que se activé a partir
del soporte aldehido-agarosa alcanzando un grado estimado de activacion de 440 pumol de

grupos —COOH/mL de soporte.

Para favorecer un mayor nimero de enlaces covalentes entre el soporte y el enzima se
procedié a la modificacion quimica por aminacion de la superficie enzimatica. Para ello se
utilizé el compuesto diaminado etilendiamina (EDA), de manera que uno de sus grupos amino
reaccionaria con un grupo carboxilo de la superficie enzimética en presencia de CDI y el otro
grupo amino quedaria libre para poder reaccionar con el soporte [30, 31]. La modificacion por
aminacion del enzima (o—TA-NH,) se llevé a cabo con EDA 0,5 M y CDI 50 mM a pH 6. Se
descartd el uso de concentraciones mayores de EDA porque éste favorece la formacion de
agregados proteicos que conllevarian la pérdida de actividad [31]. El enzima o—TA-NH; se
recuper( por precipitacion con sulfato amonico al 60% (p/v) de saturacion. A pesar de haber
limitado la concentracion de EDA, tras la precipitacion se observd una pérdida de actividad
del 74%, que podria ser indicativa de la formacion de agregados. De hecho, éstos se
observaron durante el proceso de modificacion quimica y se eliminaron por centrifugacion
previa a la precipitacion del enzima modificado, aunque no se descart6 que dichos agregados

proteicos pudieran tener actividad enzimatica.

La inmovilizacion de ®-TA y o—TA-NH, en el soporte Asp-agarosa se llevo a cabo a pH 6,
con lo cual se garantizaria que el soporte estuviese cargado negativamente y que sus grupos
carboxilos reaccionasen con los grupos amino del enzima en presencia de CDI. En ninguno de
los procesos de inmovilizacion se observé la adsorcion idnica del enzima al soporte. A pesar
de ello, se procedi6 a afiadir CDI a una concentracién final de 25 mM vy las suspensiones se
mantuvieron en agitacion durante aproximadamente 27 h. Al cabo de este tiempo se calculo
que el 15y 23% de o—TA y o—TA-NH, quedaron retenidos covalentemente en el soporte
Asp-agarosa respectivamente. Por altimo, para la recuperacion del enzima inmovilizado se
realizd una filtracion a vacio y se lavé el soporte con tampon conteniendo PLP, tal y como se

habia establecido para la inmovilizacion covalente de AAT (capitulo 2). Tras este proceso, la
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actividad retenida disminuyd drasticamente al 2 y 4% para o-TA y o—-TA-NH,

respectivamente (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Inmovilizacion de o—TA (no modificado) y o—TA-NH, (modificado por aminacion) en

soporte aspartico-agarosa (Asp-agarosa).

Soporte Asp-agarosa

o-TA o-TA-NH;
Actividad (U/mL de soporte) 40 40
Tiempo de inmovilizacion (h) 27 27
Rendimiento de inmovilizacion (%) 11 20
Actividad retenida (%)® 15 23
Actividad retenida final (%)® 2 4

Ambos procesos de inmovilizacion se llevaron a cabo en tampén MES 25 mM pH 6 con adicion de

CDI a una concentracion final de 25 mM.
@ Actividad retenida al final del proceso de inmovilizacion.

®) Actividad retenida después del lavado con tampén HEPES 0,1 M pH 7,5 conteniendo 1 mM de

PLP.

5.4.2.4. Inmovilizacién de @—TA en Eupergit® CM

A pesar de que la inmovilizacién covalente de enzimas en el soporte Eupergit® CM es mas

favorable a pH elevados, se decidi6 realizar la inmovilizacion de o—TA en este soporte a pH

8 debido a que el enzima es muy inestable a valores de pH maés altos. Para una actividad

ofrecida de 40 U por mL de soporte, se obtuvo un 20% de actividad retenida y 70% de

rendimiento de inmovilizacion. Este proceso tuvo una duracion de 72 h incluyendo el bloqueo

de los grupos epdxidos remanentes del soporte con 2-ME 0,2 M a pH 7 y el lavado con

tampon HEPES 0,1 M pH 7,5 conteniendo PLP 1 mM (Tabla 5.7).
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5.4.2.5. Inmovilizacion de —TA en LentiKats®

Por ultimo, se llevd a cabo la inmovilizacion de o—TA por atrapamiento en el soporte
LentiKats®. Se alcanzé un rendimiento aparente de inmovilizacién de casi el 99% de la
actividad enzimaética inicial pero solo se observo un 52% de actividad retenida (Tabla 5.7).
Esto se podria deber a cambios conformacionales del enzima al interaccionar con el soporte o
a la presencia de limitaciones difusionales. No se pudo descartar ninguna de estas causas ya
que no se pudo medir la actividad después del tratamiento de las particulas de LentiKats® con

la disolucion endurecedora debido a la baja sensibilidad del método de medida de la actividad

enzimatica.
Tabla 5.7. Inmovilizacién de ®—TA en Eupergit® CM y LentiKats®.
Soporte
Eupergit® CM  LentiKats®
Actividad (U/mL de soporte) 40 3
pH 8 7
Tampo6n / Fuerza iénica NaHCOs SSES
P 1M 0,1 M
Tiempo de inmovilizacion (h) 72 3
Rendimiento de inmovilizacion (%) 70 99
Actividad retenida (%)® 20 52

@ Actividad retenida tras el lavado con tampén HEPES 0,1 M pH 7,5 conteniendo 1 mM de PLP.

5.4.2.6. Sintesis de AFB catalizada por @—TA libre e inmovilizado

El enzima o—TA libre y los enzimas inmovilizados en Eupergit® CM y LentiKats® se
emplearon como catalizadores en la sintesis de 3-amino-1-fenilbutano (AFB) utilizando su
ceto analogo 4-fenil-2-butanona (FB) como sustrato e isopropilamina (IPA) como donador de
grupos amino (Figura 5.2 c¢). La reaccion de sintesis se seleccion0 en base a los resultados de

velocidad de reaccion y rendimientos obtenidos en la seccion 5.4.1.
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Se observé que la velocidad inicial de reaccién (ro) para el enzima inmovilizado en Eupergit®
CM fue un orden de magnitud menor que para el enzima libre y el rendimiento sélo llegé al
61% después de 2,3 h de reaccién (Tabla 5.8). Como se discutié en la seccién 5.4.1, la
reaccion de sintesis de AFB utilizando IPA es mas rapida que la reaccion de sintesis de FEA
usando el mismo donador de grupos amino. La medida de actividad enziméatica w—TA se
realizé con la reaccion mas lenta de las dos, que es la de desaminacion de FEA. La baja r,
para la reaccién de sintesis de AFB utilizando el inmovilizado en Eupergit® CM puede estar
asociada a la presencia de limitaciones difusionales, debido a que esta reaccion es mas rapida
que la reaccion de medida de actividad.

Por otro lado, la velocidad inicial de la reaccidn catalizada por el enzima inmovilizado en
LentiKats® fue similar a la catalizada por el enzima libre, por lo cual en este caso se descarta
la presencia de limitaciones difusionales en la medida de actividad enzimética. Asimismo, los
rendimientos de reaccidén fueron superiores al 90% en concordancia con los resultados

obtenidos para la reaccion de sintesis de AFB catalizada por células ®—TA (Tabla 5.8).

Tabla 5.8. Sintesis de 3-amino-1-fenilbutano (AFB) catalizada por m—TA libre e inmovilizado. Las
reacciones se realizaron con 6 mM de 4-fenil-2-butanona, 1 M de isopropilamina, 2 mM PLP, 0,5 U
de o—TA/mL de reaccion (tampdn fosfato potéasico 0,1 M pH 7) a 30°C durante 2,3 h.

o—-TA
Libre Eupergit®CM  LentiKats®
Rendimiento (%) 94,5 60,8 94,7
Velocidad inicial r, (umol/mL-min)® 0,184 0,025 0,199

@ R2>0.95.

5.4.3 Reutilizacion de células y enzima inmovilizados con actividad @—TA

Debido a la importancia que tiene el compuesto 3-amino-1-fenilbutano (AFB) en la industria
farmacéutica como sustrato en la sintesis del antihipertensivo dilevalol, se eligié la reaccion

de sintesis de AFB para el estudio de reutilizacion de los biocatalizadores estudiados: el
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enzima o-TA inmovilizado en LentiKats® y las células o—TA no permeabilizadas y
permeabilizadas tanto libres como inmovilizadas en LentiKats®. En todos los casos se
compararon las velocidades iniciales de reaccion para cada ciclo con sus respectivas

velocidades iniciales en el primer ciclo de reaccion.

Como se muestra en la Figura 5.6, las células libres permeabilizadas perdieron alrededor del
65% de actividad al cabo del primer ciclo de reaccion, mientras que las células libres no
permeabilizadas perdieron el 61% después de 4 ciclos. Cuando se usaron las células libres
como biocatalizadores, la pérdida de actividad podria ser debida a los procesos de
recuperacion del biocatalizador (centrifugaciones y lavados) y/o a la lisis celular durante la
reaccion. Claramente se observa que este efecto estaria afectando de forma mas severa a las
células permeabilizadas, lo cual estaria asociado a la debilidad de la membrana celular que
predispone a las células a su lisis. En relacion a las células no permeabilizadas y
permeabilizadas inmovilizadas en LentiKats®, éstas perdieron sélo un 24 y 17% de su
actividad inicial al cabo de 5 ciclos de reaccion respectivamente. El enzima «o-TA
parcialmente purificado inmovilizado en LentiKats® conservé alrededor del 90% de su
actividad inicial después del ciclo 4 de reaccion de sintesis de AFB, mientras que al cabo de
10 ciclos s6lo perdi6 un 30% de su actividad (Figura 5.6). Estos resultados demuestran que la
inmovilizacién por atrapamiento en el soporte LentiKats® tanto del enzima parcialmente
purificado como de las células con actividad ®—TA mejora considerablemente la estabilidad

del biocatalizador.

En el caso de las células libres el rendimiento de reaccion fue superior al 90% en el primer
ciclo de reaccién y fue disminuyendo de manera gradual en concordancia con la disminucion
de las velocidades iniciales de reaccion, alcanzando un valor de 63% para células no
permeabilizadas al finalizar el quinto ciclo y 24% para células permeabilizadas al cabo del
cuarto ciclo de reaccidén. Para el caso de los biocatalizadores inmovilizados (células y
enzima), en el primer ciclo de reaccion el rendimiento fue superior al 95% en todos los casos;
para las células inmovilizadas disminuy6 ligeramente al fin del quinto ciclo de reaccion
alcanzando un 86 y 85% para las células no permeabilizadas y permeabilizadas
respectivamente; para el enzima inmovilizado en LentiKats® el rendimiento se mantuvo por

encima del 95% al fin del décimo ciclo de reaccidn.
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Figura 5.6. Reutilizacion de biocatalizadores con actividad o—TA en la sintesis de 3-amino-1-
fenilbutano (AFB). (®) Células no permeabilizadas libres; (V) células permeabilizadas libres; (M)
células no permeabilizadas e inmovilizadas en LentiKats®; (<) células permeabilizadas e
inmovilizadas en LentiKats®; () enzima o—TA inmovilizado en LentiKats®. La velocidad inicial
para células libres fue 0,05 umol/mL-min, para células inmovilizadas fue 0,03 umol/mL-miny para
o—-TA inmovilizado fue 0,2 U/mL.

5.4.4. Determinacion de la produccion catalitica

Se calculo la produccion catalitica para la reaccion de sintesis de AFB expresada como pumol
de producto formado por gramo de células (DCW) para el primer ciclo de reaccion. Ademas,
se calculo la produccién catalitica acumulada al cabo de 5 ciclos de reaccion para lo cual se
consideraron los rendimientos de reaccion en cada ciclo (Tabla 5.9).

Para el calculo de la produccion catalitica usando el enzima inmovilizado, se utilizo el valor
equivalente de actividad enzimatica en relacion a la cantidad de células. Se consideré como
punto de partida la suspension celular antes del proceso de lisis mecanica (DOgoonm = 100 ~ 33

g DCWI/L), y se tuvieron en cuenta las pérdidas de actividad en los procesos de purificacion
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parcial (28%) e inmovilizacion (48%) obteniéndose el valor final de 102,7 U inmovilizadas/g
DCW.

Tabla 5.9. Produccion catalitica para la reaccién de sintesis de 3-amino-1-fenilbutano (AFB)
catalizada por células ®—TA libres e inmovilizadas y el enzima o—TA inmovilizado.

Produccion catalitica
(pmol/g DCW)

1*" ciclo Acumulada
de reaccion (5 ciclos de reaccidn)
No permeabilizadas 275 1140
Células libres®
Permeabilizadas 275 594©
No permeabilizadas 285 1375
Células
Inmovilizadas®
Permeabilizadas 295 1430
Enzima inmovilizado® 1167 6039

@ Se utilizaron 0,02 g DCW/mL de reaccion.
®)Se utilizaron 0,2 U de o~TA/mL de reaccién, y se aplicé el factor de 102,7 U de o—TA/g DCW.
© productividad catalitica calculada hasta 4 ciclos de reaccion.

La produccion catalitica al cabo del primer ciclo de reaccion de sintesis de 3-amino-1-
fenilbutano (AFB) catalizada por el enzima inmovilizado fue 4 veces mayor que para la
reaccion catalizada por las células libres e inmovilizadas. En cuanto a la produccidn catalitica
acumulada en los 5 ciclos de reaccion, se alcanzaron valores mayores para las células
inmovilizadas que para las células libres, debido a la disminucion del rendimiento en cada

ciclo de reaccién catalizado por éstas Ultimas (Tabla 5.9).
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5.5. Conclusiones

Tanto las células Escherichia coli recombinantes con actividad o—-TA como el enzima
parcialmente purificado se utilizaron en la sintesis de la amina aromatica 3-amino-1-

fenilbutano (AFB) alcanzando altos rendimientos de reaccion (> 95%).

Para el caso de las células o—TA, el uso del surfactante CTAB permite incrementar la
actividad catalitica significativamente. Asimismo, el rendimiento de reaccion para la sintesis
de FEA usando isopropilamina (IPA) como donador de grupos aminos es mucho mayor que

cuando se usa L-alanina.

La inmovilizacion por enlace covalente del enzima w—TA parcialmente purificado fue sélo
posible en el soporte Eupergit® CM. Ademéas se llevé a cabo la inmovilizacién por
atrapamiento en LentiKats®. Este Gltimo fue el soporte elegido para aplicar el enzima como
biocatalizador en la sintesis de AFB, pues permitié alcanzar un mayor porcentaje de retencién

de actividad y no se observaron limitaciones difusionales en la reaccién de sintesis de AFB.

La inmovilizacion por atrapamiento tanto de células como del enzima mejora
significativamente la estabilidad de los biocatalizadores, pues permite su reutilizacion al
menos durante 5 ciclos en la reaccion de sintesis de AFB para las células o—TA y 10 ciclos
para el enzima, con minimas pérdidas de actividad. Esto se traduce en una mejora en la
productividad del biocatalizador y en consecuencia en la disminucion de los costes asociados

a su uso en los procesos de sintesis.

El enzima inmovilizado en LentiKats® es el mejor biocatalizador para la sintesis de AFB en

términos de produccidn catalitica.
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CAPITULO 6

Inmovilizacion de aspartasa mutado
(AspB-Cob)
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Resumen

El enzima aspartasa mutado o AspB-C6 es un enzima obtenido por evolucion dirigida a partir
del enzima aspartato amonioliasa o aspartasa de Bacillus sp. YM55-1 (AspB, EC 4.3.1.1). El
interés de este enzima radica en que es capaz de catalizar la reaccion de aminacion
regioselectiva del acido crotonico en posicién beta (—p) para dar lugar a la formacion del

acido B—aminobutirico.

El enzima AspB-C6 se expresd en Escherichia coli y se purificd parcialmente siguiendo el
protocolo de purificacion establecido para AspB, que consiste en una precipitacion térmica a
72°C y una precipitacion con sulfato amonico al 60% (p/v) de concentracion de saturacion. Se
recuperé un 53% del enzima con un factor de purificacion de 5,7; ambos valores fueron

menores a los obtenidos para el enzima nativo.

Asimismo, AspB-C6 se inmovilizé en Eupergit® C y MANA-agarosa por extrapolacion de los
métodos de inmovilizacién descritos para AspB. Los rendimientos de inmovilizacion fueron
similares en ambos casos; sin embargo los porcentajes de retencion enzimatica fueron
significativamente inferiores para AspB-C6, obteniéndose valores de 15 y 45% cuando el

enzima se inmovilizé en Eupergit® C y MANA-agarosa respectivamente.
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6.1. Introduccién

Los B—aminoacidos son un grupo de aminoacidos que presentan en su estructura quimica al
menos un grupo carboxilo (~COOH) con un grupo amino (—-NH,) en posiciéon beta (—f)
(capitulo 1, seccion 1.3.1). Los p—aminodcidos son utilizados en la sintesis de
B—oligopéptidos, que son moléculas constituidas por una cadena corta de aminoécidos unidos
por enlace peptidico en posicion B. Estos oligopéptidos estan siendo probados como nuevos
farmacos peptidomiméticos, puesto que al tener una estructura quimica diferente a los
oligopétidos naturales, no son reconocidos por las proteasas humanas [1]. Ademas, los
B—amino&cidos son compuestos intermediarios para la sintesis de algunos antibioticos, como

aquellos del grupo de los B—lactdmicos.

La sintesis de B—aminoécidos se puede realizar por catalisis metalica (usando metales de
transicion y ligandos quirales), organo-catalisis (usando pequefias moléculas organicas
quirales) y biocatalisis [2, 3]. La sintesis biocatalitica de B—aminoacidos se lleva a cabo
basicamente por métodos de resolucion usando enzimas del grupo hidrolasas, tales como
penicilina acilasa, p—lactamasa, acilasa I, a—quimotripsina y lipasas (tipo A y B). Los
enzimas lipasas son los mas utilizados, pues con ellos se han obtenido altos rendimientos en la
sintesis de este tipo de aminoacidos [2]. Ademas, recientemente se ha reportado la aplicacion
de un enzima o—transaminasa de Mesorhizobium sp. en la resolucién de una amplia gama de

B—amino&cidos aromaticos [4].

En el presente capitulo se emplea el enzima aspartasa mutado o AspB-C6, obtenido mediante
ingenieria de proteinas a partir del enzima aspartasa nativo o AspB, como catalizador de la
reaccion de aminacion en posicién beta (—f) de acido croténico para la sintesis de
B—aminobutirato. Ademés, como parte de los objetivos del proyecto europeo (ERA-IB Eng
Biocat), se describe la inmovilizacién de AspB-C6 por formacion de enlaces covalentes segun

los métodos de inmovilizacion establecidos para el enzima nativo AspB (capitulo 3).
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6.2. Objetivo

Obijetivo general

Inmovilizar el enzima aspartasa mutado (AspB-C6) en los soportes Eupergit® C y MANA-
agarosa por extrapolacion de los métodos de inmovilizacion establecidos para el enzima

aspartasa nativo (AspB) en dichos soportes.

Objetivo especifico
-Purificar parcialmente el enzima AspB-C6, segin el método establecido para AspB.

-Determinar la especificidad para la reaccion de aminacion de acido crotonico catalizada por
AspB-C6.
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6.3. Metodologia

6.3.1. Enzimay reactivos quimicos

Todos los reactivos quimicos, de grado analitico, y Eupergit® C fueron suministrados por
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). EIl soporte agarosa 10 BCL fue adquirido en Iberagar
(Coina, Portugal). ElI enzima recombinante aspartasa-C6 (AspB-C6) fue clonado en
Escherichia coli BL21(D3) por c-LEcta (Leipzig, Alemania), quien suministré la cepa y el

plasmido.
6.3.2. Expresion de aspartasa mutado (AspB-C6)

La cepa recombinante E. coli BL21(D3) con actividad AspB-C6 se cultivd en la Planta Piloto
de Fermentacion (PPF) del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universitat Autonoma
de Barcelona (UAB). EL cultivo se realiz6 en un medio definido de minerales que contenia
0,05 g/L de kanamicina. Las condiciones de cultivo son las detalladas en la seccion 3.3.2. Al
final de la fermentacion (DOgoonm = 177 = 53,9 g peso seco de célula — DCWI/L de cultivo) las
células se separaron por centrifugaciéon (4000 rpm a 4°C durante 15 min) y se lavaron dos
veces con tampon HEPES 0,1 M pH 8.

6.3.3. Purificacion parcial de aspartasa mutado (AspB-C6)

El precipitado celular se resuspendié en tampon HEPES 0,1 M pH 8 hasta alcanzar una
DOgsoonm de 100. Las células se lisaron mediante doble disrupcion mecéanica a 21 kpsi
(Constant System LTD, Warwickshire, Inglaterra). Los restos celulares se eliminaron por
centrifugacion (8000 rpm a 4°C durante 40 min). A 35 mL de extracto crudo se adicionaron
1,4 mL de &cido crotonico 2,5 M (disolucion en tampon HEPES 0,1 M pH 8), para alcanzar
una concentracion final de 0,1 M, y sulfato aménico ((NH,4),SQO,4) sélido para obtener una
concentracion del 11% (p/v) de saturacion. La mezcla se calentdé a 72°C durante 5 min e
inmediatamente se enfri a 4°C. Las proteinas precipitadas se eliminaron por centrifugacion
(8500 rpm a 4°C durante 30 min). Finalmente, se recuperaron 30 mL de sobrenadante, y se
afiadié (NH4),SO, solido hasta un 60% (p/v) de saturacién. La mezcla se mantuvo en
agitacion magnética suave a 4°C durante 30 min. El enzima precipitado se recuperd por
centrifugacion y se almacen6 como suspension en 60% (p/v) de (NH4),SO, a 4°C. La
concentracion de proteinas se cuantificd por el método de Bradford (Pierce, Rockford, IL,

USA) usando albimina sérica bovina como estandar (Anexo 2).
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6.3.4. Inmovilizacién de AspB-C6 en Eupergit® C

La inmovilizacién de AspB-C6 en soporte Eupergit® C se llevé a cabo segin el método
optimizado para la inmovilizacién de aspartasa nativo (AspB) en este mismo soporte (seccion
3.4.3.1). Para la inmovilizacion de AspB-C6, se mezclé 1 mL de soporte humedo con 9 mL
de disolucién enzimatica (1,3 U de AspB-C6) en tampon bicarbonato sédico 1 M pH 9 y la
mezcla se mantuvo en agitacion rotativa (en “roller”) a temperatura ambiente (22 + 2°C)
durante 15 horas. Luego la suspension se separ0 por filtracion al vacio. Se recupero el soporte
y se procedio al bloqueo de los grupos epdxidos remanentes. Para ello se afiadieron 9 mL de
2-mercaptoetanol 0,2 M (tampon HEPES 0,1 M pH 7), y la suspension se mantuvo en
agitacion a temperatura ambiente durante 4 h. El enzima inmovilizado se recuperd por
filtracién al vacio, se lavo con tampén HEPES 0,1 M pH 8 conteniendo MgCl, 2 mM, se filtro

y se almaceno a 4°C.
6.3.5. Inmovilizacion de AspB-C6 en MANA-agarosa

La obtencion del soporte MANA-agarosa 10 BCL (220 umol de —NH,/mL de soporte) se
realiz6 segun lo descrito en la seccion 2.3.4. AspB-C6 se inmoviliz6 segun el método
establecido para la inmovilizacion de aspartasa (AspB) en dicho soporte (seccion 3.4.3.2).
Para la inmovilizacién de AspB-C6, se mezclé 1 mL de soporte con 9 mL de disolucion
enzimatica (1,5 U de AspB-C6) en tampon MES 25 mM pH 6 y la mezcla se mantuvo en
agitacion rotativa a temperatura ambiente durante 15 min. Luego, para la formacion de los
enlaces covalentes entre el soporte y el enzima, se retiraron 1,25 mL de sobrenadante y se
afiadié el mismo volumen de una disolucion fresca de CDI 200 mM (tampon MES 25 mM pH
6) para alcanzar una concentracién final de CDI de 25 mM; la suspension se mantuvo en
agitacion rotativa durante 2 h. El enzima inmovilizado se recuper6 por filtraron al vacio, se

lavo con tampon HEPES 0,1 M pH 8 conteniendo MgCl, 2 mM, se filtr6 y se almacen6 a 4°C.
6.3.6. Seguimiento de los procesos de inmovilizacion

Todas las inmovilizaciones de AspB-C6 se llevaron a cabo a temperatura ambiente y con
agitacion rotativa. En todos los casos se realizo el seguimiento en paralelo de un ensayo
“blanco” en el que el volumen del soporte se sustituyd por el mismo volumen de agua. Se
analizo la actividad enzimatica del blanco, suspensién y sobrenadante a lo largo del tiempo.
El calculo de actividad retenida (%) y del rendimiento de inmovilizacion (%) se realizd de

acuerdo a las formulas descritas en la seccion 2.3.6.
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6.3.7. Medida de la actividad enzimética de AspB-C6

Debido a que AspB-C6 es un enzima mutado obtenido por ingenieria de proteinas, no se ha
descrito un método cinético para la medida de su actividad enzimatica. El grupo c-LEcta
(Leipzig, Alemania) propuso un meétodo de punto final, que consiste en la sintesis de acido

B—aminobutirico y su posterior derivatizacion y analisis por HPLC.

6.3.7.1. Sintesis de f—aminobutirato

El enzima aspartasa mutado (AspB-C6) cataliza la aminacion de acido croténico para dar

lugar a la formacion de &cido p—aminobutirico (Figura 6.1).

HO CH AspB-C6 HO CHs
Y\/ 3 + NH,CI ﬁp ||
o} o] NH,
Acido croténico Acido p—aminobutirico

Figura 6.1. Reaccion catalizada por aspartasa mutado (AspB-C6).

La sintesis de acido p—aminobutirico se llevé a cabo mezclando 25 pL de muestra enzimética
(AspB-C6) con 48 puL de tampon HEPES-MgCI, pH 8, 12 uL de &cido crotdnico y 15 uL de
NH4Cl (ambos en el mismo tampdn). La concentracion final de los componentes de la
reaccion fue 0,1 M de HEPES, 2 mM de MgCl,, 0,3 M de acido crotonico y 0,2 de NH,CI. La
mezcla de reaccibn se mantuvo en agitacion orbital (Thermoshaker HLC, Bovenden,
Alemania) a 350 rpm y 37°C durante 4 h. Se realiz6 un blanco de reaccion en el cual se
afiadieron 12 uL del tampon en vez de &cido crotonico. La reaccion se detuvo por
calentamiento a 80°C durante 20 min. Luego las muestras se centrifugaron a 13000 rpm
durante 10 min y se recuperd el sobrenadante que contenia el producto de reaccion

B—aminobutirato.
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6.3.7.2. Derivatizacion de S—aminobutirato

La concentracion de p—aminobutirato se determind por el método de derivatizacién con 1-
fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB) (Figura 6.2). Para ello, se mezclaron 25 pL del
sobrenadante de la reaccion de sintesis con 40 uL de DNFB (37,6 mM en acetona) y 10 uL de
NaHCO3; 1 My la mezcla se mantuvo en agitacién orbital a 350 rpm y 40°C durante 1,5 h. La
reaccion se detuvo por adicién de 20 uL de HClI 1 M y 100 pL de acetonitrilo 20% (v/v). La
concentracion de B—aminobutirato derivatizado (DNB-B—aminobutirato) se analizé6 mediante
HPLC (Dionex Ultimate 3000, Sunnyvale, CA, USA) segun las condiciones descritas en la

seccioén 3.3.12.

HO\/\(CHS

0 NH
HO\/\(CH3 N . NO, pH basico
H
o] NH, O,N
NO,
B—aminobutirato DNFB DNB-B—aminobutirato

Figura 6.2. Derivatizacion de f—aminobutirato con 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB).

La deteccion del compuesto se realiz6 a 360 nm y el analisis cuantitativo se llevé a cabo por
integracion de las areas usando el método de estandar externo (concentracion de estandar
entre 1 y 25 mM). El tiempo de retencion para B-aminobutirato derivatizado fue 22,8 + 0,1

min (Anexo 5).
6.3.7.3. Célculo de la actividad enzimatica de AspB-C6

La actividad enzimética de AspB-C6 se calculd en base al valor de la concentracion de B-

aminobutirato formado en la reaccion de sintesis, y segun la siguiente formula:
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UAspB—C6 _ Vtotal

=(C - C ) - .
mL muestra blanco Vmuestra . t1empo

Donde:
Chuestra = COncentracion de B—aminobutirato en la muestra,
Chianco = concentracién de f—aminobutirato en el blanco de reaccion,
Viotal = 100 pL,
Vmuestra = 25 pL,
tiempo = 240 min

Una unidad (U) de AspB-C6 se define como la actividad de enzima que produce 1 umol de

B—aminobutirato por minuto a 37°C y pH 8.
6.3.8. Analisis de a—aminobutirato

El compuesto a—aminobutirato (quimicamente puro) se analiz6 por el método de
derivatizacion con 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB) y se detectd por HPLC segun las
condiciones descritas en la seccion 3.3.12. El tiempo de retencion para a—aminobutirato fue
28,9 + 0,1 min (Anexo 5).
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6.4. Resultados y discusion

El enzima aspartasa mutado (AspB-C6) es un enzima obtenido por ingenieria de proteinas
mediante la técnica de evolucidn dirigida a partir del enzima nativo L-aspartato amonio liasa
0 aspartasa (AspB). Los experimentos de evolucion dirigida fueron realizados por la empresa

c-LEcta (Leipzig, Alemania).
6.4.1. Determinacion de la especificidad de AspB-C6

El enzima nativo AspB cataliza la aminacion del acido fumarico para dar lugar a la formacién
de L-aspartato, mientras que el enzima mutado AspB-C6 es capaz de catalizar la reaccion de
aminacion del &cido crotonico (informacion aportada por la empresa c-LEcta). Desde el punto
de vista de la estructura quimica de los sustratos, tanto AspB como AspB-C6 aceptan
sustratos acidos carboxilicos de cadena simple de 4 carbonos. En el caso de AspB-C6 el
sustrato puede ser monocarboxilico, mientras que el sustrato de AspB debe tener dos grupos

carboxilicos (Figura 6.3).

O
| I
HO\/\/\ ‘ ‘
OH e N
‘ He” N OH
O
Ac. Fumérico Ac. crotonico
lAspB J ASpB'C6
"’,.—’ ~.~_~~\
0 0 NH, O
HO ¢ ‘ ‘ ¢ ‘ ‘ M
WOH H3C/\ﬁOH ch B oH
o) NH, NH,
Ac. L-aspartico Ac. a—aminobutirico Ac. B—aminobutirico

Figura 6.3. Reacciones catalizadas por AspB y AspB-C6.
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Ademas, estd descrito que AspB realiza la reaccion de aminacién del &cido fumarico
exclusivamente en posicion alfa (—a). En el caso de AspB-C6, al usar el acido crotonico como
sustrato, la aminacion se podria dar tanto en posicion alfa (—a) como en beta (—f3), lo cual
daria lugar a la formacién de los productos acido a—aminobutirico y acido f—aminobutirico,

respectivamente (Figura 6.3).

En el presente estudio, se comprob6 que la reaccion de aminacion del &cido crotonico
catalizada por AspB-C6 tiene lugar exclusivamente en la posicion beta (—f) dando lugar a la
formacion de un dnico producto, el acido B—aminobutirico, y descartandose por tanto la

formacion del acido a—aminobutirico (Figura 6.4).

A VL 360 nY
| 1« 22 TRT
BEL
1
] ﬂ—u.tmu-'l.-umnm*
1 derivatizalo
200 I
1
1 T .TH, B0
| .
4 - aminobutis ato rl:
1::||:|—i deanaizade -“}1
| i
1 1 [
! -\_llrl'- LE e g ]
|
50 ! T T T T T =t
0.0 5.0 100 16.0 20.0 26.0 ]
ket JI'l-'lnﬁ.'_" 1 = 4F BF3 Wil 360 nin
_'l]}
4 f—ammobuny ato
3I00— dernvatizado
-i 4 =33 AT
] DNFE mp || i
] {emoenn) | "
100— | ‘
i | \
1 NPT | {
| o .. ") -
1
50— : : : : _mi
.0 5.0 10,0 15,0 20.0 250 =

Figura 6.4. Especificidad de AspB-C6. a) Estandares de o y f—aminobutirato derivatizados con
DNFB (concentracién para ambos compuestos de 25 mM). b) Producto de la reaccion catalizada por
AspB-C6 (0,3 M de acido croténico, 0,2 M de NH,Cl y 2 mM de MgCl, en tampén HEPES 0,1 M pH
8) derivatizado con DNFB.
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6.4.2. Purificacion parcial de AspB-C6

Para la purificacion de AspB-C6, se considerd que el enzima tenia las mismas caracteristicas
intrinsecas descritas para el enzima nativo (AspB), como la termoestabilidad. La purificacion
de AspB-C6 se llevo a cabo segun el método establecido para AspB (capitulo 3) mediante dos
precipitaciones: la primera fue una precipitacion térmica a 72°C en presencia de 0,1 M de
acido crotonico y (NH,4),SO, al 11% de saturacion; la segunda fue una precipitacion con una
concentracion final de 60% (p/v) de saturacion de (NH4),SO,. Finalmente, se recuperd un

53% de la actividad enzimatica de partida con un factor de purificacion de 5,7 (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Purificacion parcial de AspB-CB6.

Actividad . Actividad  Actividad Factor
Pasode Volumen total O eopecifica  recuperada de
purificacion e
(mL) (L) (9)  (Ufgprot) (%)  purificacion
E:Sgg“o 35 8,1 0,76 10,7 100 1
férfrﬁ'iggif'on 30 5,7 0,18 31,7 70 3,0
AEE IR 3 43 0,07 61,4 53 5,7

(NH,),SO,"

@ Precipitacion térmica a 72°C en presencia de (NH4),SO, 11% (p/v) de saturacion y acido crotdnico 0,1
M durante 5 min.
®) precipitacion con (NH,),SO, 60% (p/v) de saturacion a 4°C durante 30 min.

Los valores finales de actividad recuperada y factor de purificacion de AspB-C6 difieren
significativamente de aquellos obtenidos para el enzima nativo AspB (65% de recuperacion y
7,7 de factor de purificacién). La mayor diferencia entre ambos procesos de purificacion se
observo en la primera etapa de precipitacion térmica (72°C) en la que se perdié un 30% del
enzima AspB-C6 mientras que solo se habia perdido un 15% de AspB. Ello podria ser una
consecuencia de la evolucion dirigida, que habria provocado algunos cambios de la estructura
aminoacidica de AspB afectando negativamente a las caracteristicas de AspB-C6. El enzima
podria resultar menos resistente a las temperaturas elevadas, o bien menos afin al acido
crotonico, con lo cual el efecto protector frente a la desnaturalizacion térmica que este

compuesto ejerce sobre el enzima seria menor.
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6.4.3. Inmovilizacion de AspB-C6

Se asumid que el enzima aspartasa mutado (AspB-C6) presentaba las mismas caracteristicas
de estabilidad (pH, fuerza idnica, etc.) que el enzima aspartasa nativo (AspB). Asi, la
inmovilizacién de AspB-C6 por formacién de enlaces covalentes en los soportes Eupergit® C
y MANA-agarosa se llevd a cabo segun los protocolos establecidos y optimizados para AspB

(capitulo 3).

Como se muestra en la Tabla 6.2, para la inmovilizacion de AspB-C6 se obtuvo un 85 y 95%
de rendimiento de inmovilizacion en soportes Eupergit® C y MANA-agarosa
respectivamente. Estos valores fueron similares a los obtenidos para AspB cuando se
inmoviliz6 en dichos soportes (96 y 99% para Eupergit® C y MANA-agarosa,
respectivamente). Sin embargo, los valores de actividad retenida fueron inferiores para AspB-
C6, siendo del 15% para Eupergit® C y 45% para MANA-agarosa, mientras que para AspB
las actividades retenidas fueron de 24 y 85% respectivamente.

Tabla 6.2. Inmovilizacion de AspB-C6 por formacion de enlaces covalentes en soportes Eupergit® C y
MANA-agarosa.

Soporte

Eupergit® C MANA-agarosa

Actividad (U/mL de soporte) 1,3 1,5
pH 9 6
Tampon / Fuerza idnica NfHMCO3 2:3\/' nlii/l
Tiempo de inmovilizacion (h) 19,0 2,3
Rendimiento de inmovilizacion (%) 85 95
Actividad retenida (%) 15 45
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La evolucion dirigida de enzimas presenta una serie de ventajas entre las que cabe destacar la
mejora de las propiedades cataliticas del enzima. Sin embargo, la variacion al azar de uno o
mas aminoacidos en la secuencia aminoacidica del enzima puede afectar negativamente a

alguna de sus propiedades [5, 6].

En este caso, aunque se desconoce cuales son las modificaciones de la secuencia
aminoacidica de AspB para obtener AspB-C6, se ha logrado que el nuevo enzima reconozca
sustratos monocarboxilicos insaturados y sobre todo que sea capaz de realizar la reaccion de
adicién de grupos amino en la posicion beta (—f) de la cadena carbonada. Esto constituye un
gran avance teniendo en cuenta la gran importancia e interés que tienen los compuestos

B—aminodcidos en la industria farmacéutica.

Por otro lado, parece ser que la evolucion dirigida también afecté negativamente al enzima,
haciendo que éste sea aparentemente menos termoestable (segun los resultados de
purificacion). Ademas, no se puede descartar que hayan tenido lugar otras modificaciones, las
cuales han podido afectar en menor o mayor medida al enzima AspB-C6. Esto podria
justificar las diferencias obtenidas mediante la extrapolacion de los métodos de

inmovilizacion establecidos para AspB y aplicados al enzima mutado AspB-C6é.
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6.5. Conclusiones

El enzima aspartasa mutado (AspB-C6) cataliza la reaccion de aminacion regioselectiva de

acido crotdnico dando lugar a la formacion exclusiva de acido f—aminobutirico.

Los métodos de purificacién parcial e inmovilizacién por enlaces covalentes en Eupergit® C y
MANA-agarosa establecidos previamente para el enzima nativo AspB no fueron del todo
extrapolables para el enzima mutado AspB-C6, lo cual puede ser debido a las modificaciones
de la secuencia aminoacidica del enzima causadas por las mutaciones realizadas por la técnica

de evolucion dirigida.

189



Inmovilizacion de AspB-C6

6.6. Referencias

[1] Aguilar MI, Purcell AW, Devi R, Lew RA, Rossjohn J, Smith Al, Perlmutter P. B—amino
acid-containing hybrid peptides-new opportunities in peptidomimetics. Organic and
Biomolecular Chemistry 2007;5:2884-2890.

[2] Liljeblad A, Kanerva LT. Biocatalysis as a profound tool in the preparation of highly
enantiopure f—amino acids. Tetrahedron 2006;62:5831-5854.

[3] Weiner B, Szymanski W, Janssen DW, Minnaarda AJ, Feringa BL. Recent advances in the
catalytic asymmetric synthesis of f—amino acids. Chemical Society Review 2010;39:1656-
1691.

[4] Bea HS, Park HJ, Lee SH, Yun H. Kinetic resolution of aromatic 3—amino acids by o—

transaminase. Chemical Communications 2011;47:5894-5896.

[5] Wang X, Minasov G, Shoichet BK. Evolution of an antibiotic resistance enzyme

constrained by stability and activity trade-offs. Journal of Molecular Biology 2002;320:85-95.

[6] Dalby PA. Strategy and success for the directed evolution of enzymes. Current Opinion in
Structural Biology 2011;21:473-480.

190



Conclusiones generales

191



Conclusiones

Se establecieron procesos de biotransformacion para la sintesis de los aminoacidos L-
aspartato (Asp), L-fenilalanina (Phe) y B—aminobutirato y el compuesto aminado 3-amino-1-
fenilbutano (AFB) mediante enzimas y/o células con actividad transaminasa y amonio liasa.
Con el fin de mejorar la eficacia de los procesos, se establecieron diferentes métodos de

inmovilizacion de los biocatalizadores utilizados.

Se estableciéo un método para la sintesis enzimatica de altas concentraciones del aminoacido
L-aspartato (Asp) a partir de fumarato utilizando el enzima aspartato amonio liasa o aspartasa
de Bacillus sp. YM55-1 (AspB) inmovilizado en MANA-agarosa, Eupergit® C y LentiKats®,
En todos los casos se obtuvieron rendimientos superiores al 90% (= 60 g Asp/L) y los
enzimas inmovilizados se reutilizaron hasta en 5 ciclos de reaccion de sintesis de Asp. El
enzima inmovilizado en MANA-agarosa es considerado como el biocatalizador mas
apropiado para la sintesis de Asp, debido a la simplicidad del método de inmovilizacion, la
alta retencion enzimatica y los buenos resultados obtenidos en la reutilizacion (capitulo 3).

La sintesis enzimatica de Phe se llevd a cabo inicialmente mediante una reaccion de
transaminacion entre los sustratos aspartato y fenilpiruvato catalizada por el enzima L-
aspartato transaminasa (AAT) de corazén porcino inmovilizado en los soportes MANA-
agarosa, Eupergit® C y LentiKats®. Se demostré que las inmovilizaciones en Eupergit® C y
LentiKats® constituyen las mejores alternativas en términos de retencién enzimatica en el
soporte, estabilidad del biocatalizador resultante y rendimiento de reaccion (capitulo 2). El
enzima AT (de origen bacteriano) resulté ser una mejor opcion que AAT de corazdn porcino
como biocatalizador en la sintesis de Phe, puesto que cataliza la reaccidon de transaminacion

mas rapidamente y porque tiene mayor afinidad por Phe (capitulo 4).

Ademas, se estudio la sintesis de Phe mediante dos reacciones enzimaticas simultaneas
catalizada por los enzimas aspartasa (AspB) y transaminasa (TA) empleando fumarato y
fenilpiruvato como sustratos. Se evidencio que los dos enzimas son compatibles en el medio
de reaccion y se establecieron las concentraciones éptimas de sustratos y enzimas para
mejorar el rendimiento de la reaccion, alcanzandose un rendimiento global de 83% (capitulo
4). Se puede afirmar que la reaccién catalizada por AspB y TA es una excelente alternativa
para la sintesis multienzimética de Phe puesto que, al remplazar el uso del sustrato L-aspartato
(Asp) por el mas economico fumarato, permitiria disminuir los costes de produccion del

aminoacido.
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El enzima aspartasa mutado (AspB-C6) se emple6 como catalizador de la reacciéon de
aminacion regioselectiva de &cido crotonico dando lugar a la formacion de écido
B—aminobutirico. Se estudio la extrapolacion del método de inmovilizacion de AspB para el
enzima mutado AspB-C6, aunque los resultados de inmovilizacion y retencion enzimatica
disminuyeron con respecto a los obtenidos para AspB (capitulo 6). Esto podria estar asociado
a las modificaciones de la secuencia aminoacidica del enzima causadas por las mutaciones

realizadas por la técnica de evolucion dirigida.

La amina aromatica 3-amino-1-fenilbutano (AFB) se sintetiz6 enzimaticamente a partir de 4-
fenil-2-butanona y de isopropilamina empleando células Escherichia coli (no permeabilizadas
y permeabilizadas) y el enzima con actividad o—transaminasa (o—TA). En ambos casos se
alcanzaron altos rendimientos de reaccion (> 95%). EI método de atrapamiento en el soporte
LentiKats® resulté ser adecuado para la inmovilizacién tanto de células ®-TA como del
enzima, obteniéndose alta retencion y ausencia de limitaciones difusionales. Esto permitié la
reutilizacion de los biocatalizadores inmovilizados en varios ciclos de sintesis de AFB. El
enzima o—TA inmovilizado en LentiKats® fue el mejor biocatalizador para la sintesis de AFB

en términos de produccion (capitulo 5).

Finalmente, una de las principales limitaciones de la aplicacion de biocatalizadores
inmovilizados en procesos de sintesis es la presencia de limitaciones difusionales. En este
trabajo de tesis, varios de los enzimas inmovilizados utilizados presentaban limitaciones
difusionales al catalizar la reaccion correspondiente a sus sustratos naturales. Sin embargo, las
limitaciones difusionales dejaron de ser una limitante en las reacciones de sintesis al trabajar
con reacciones mas lentas utilizando sustratos no naturales del enzima (capitulo 2) o al

incrementar la concentracion de los sustratos en el medio de reaccion (capitulo 3).
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Anexo 1. Cromatogramas y curva patron de L-fenilalanina y fenilpiruvato

1.1. Cromatograma de L-fenilalanina y fenilpiruvato

Las condiciones se detallan en la seccion 2.3.10.

=7 ImAU WVL:260 nm
2 -21,260
200
i L-fenilalanina
150 1-5873
1 & Fenilpiruv
100 enilpiruvato
50
1 min|
_50 T T T T ‘ T T T T ‘ T T T ‘ T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

1.2. Curva patron de L-fenilalanina (Phe) y fenilpiruvato (FP)

Phe Area FP Area
(mM) (mAU-min) (mM) (mAU-min)
50 159,34 £+ 2,57 50 800,92 + 10,65
25 79,85 + 1,59 25 400,64 + 8,36
10 32,81+2,01 10 162,88 + 2,34
5 16,47 £ 0,98 5 81,65+1,12
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Area (mAU-min)

Area (mAU-min)

=

N

o
1

=

o

o
1

80 -

60 -

40 A

20 ~

10 20 30 40 50

L-fenilalanina (mM)
R*=0,99

L-fenilalanina (mM) = 0,3186-Area (MAU-min)

60

1000

800 -

600 -

400 -

200 -

10 20 30 40 50

Fenilpiruvato (mM)

R2=0,99

Fenilpiruvato (mM) = 0,2853-Area (MAU-min)

60

197



Anexos

Anexo 2. Curva patron de proteinas con albimina sérica bovina (BSA)

Absorbancia (595 nm)

0,7

0,6

0,5 1

04 1

0,3

0,2 1

0,1 1

0,0

BSA Absorbancia
(ng/mL) (595 nm)

500 0,6206 + 0,0118

250 0,3274 + 00,0156

125 0,1804 + 0,0042

25 0,0206 + 0,0080

|l 3
160 260 360 460 560 600

ug de Proteina/mL

R%=0,98

g Proteina
L

= 0,7692 - Absorbancia (muestra)
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Anexo 3. Cromatogramay curva patron de L-aspartato derivatizado

3.1. Cromatograma de L-aspartato derivatizado (DNB-aspartato)

Las condiciones se detallan en la seccién 3.3.12.

mAU WVL:360 nm
1-12,560
800
600
J DNB-aspartato -
derivatizado
400
DNFB
200 :
, 3-16,427
2. A\ns | 4-20,073
I — 1 I I
'100 T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ ml\n
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 31,5

3.2. Curva patron de L-aspartato (Asp)

La concentracion de Asp es equivalente a la concentraciébn de DNB-aspartato una vez

realizada la derivatizacion.

Asp Area
(mM) (mAU-min)
25 1085,89 * 38,89
10 405,97 £ 12,15
5 212,28 + 24,67
1 48,67 + 4,68
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Anexo 4. Cromatograma y curva patron de 3-amino-1-fenilbutano y
4-fenil-2-butanona

4.1. Cromatograma de 3-amino-1-fenilbutano (AFB) y 4-fenil-2-butanona (FB)

Las condiciones se detallan en la seccién 5.3.14.

¥ ImAU WVL:254 nm
FB
200+ 2-8,847
150
] AFB
100 1-4,120
50|
o
l min
T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 15,0

4.2. Curva patron de AFBy FB

AFB Area FB Area
(mM) (mAU-min) (mM) (mAU-min)
5 12,82 + 0,22 5 16,18 + 0,30
2,5 6,10 £ 0,38 2,5 8,36 £ 0,18
1 3,26 +0,17 1 3,37 £0,15
0,5 1,82 £ 0,09 0,5 1,71 +£0,19
0,1 0,38+ 0,03 0,1 0,36 + 0,05
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Anexo 5. Cromatogramay curva patrén de p—aminobutirato

5.1. Cromatograma de f—aminobutirato

Las condiciones se detallan en la seccion 6.3.7.

oo

mAU WVL:360 nm
i 1-22,787
B—aminobutirato
derivatizado . .
a—aminobutirato
200 derivatizado
2-28,91
100
min
'50 T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 31,

5.2. Curva patrén de —aminobutirato (B—abut)

B—abut Area
(mM) (mAU-min)
25 835,46 £ 17,17
12,5 460,10 + 0,34
5 181,01 + 4,07
1 38,36 £ 0,52
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