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RESUMEN 

RESUMEN 

El proceso Kraft para la producciOn de pulpa de celulosa genera residuos que tienen un gran 
potencial de revalorizaciOn. Una de las fracciones que se puede obtener a partir del residuo 
conocido como jabôn de licor negro es denominada fracciOn neutra liviana, la cual contiene 
principalmente policosanoles, dentro de los cuales se destacan los alcoholes primarios alifáticos 
de 22 y 24 carbonos denominados docosanol y tetracosanol respectivamente. La producciOn de 
ácidos grasos de cadena larga por oxidaciOn de los policosanoles (docosanol y tetracosanol) 
obtenidos del jabOn de licor negro posee una importante utilidad en la industria farmacéutica, 
alimenticia y cosmética. 

La presente tesis tiene como objetivo central seleccionar microorganismos productores de 
alcohol deshidrogenasas e inducw en ellos la producciOn de una enzima alcohol deshidrogenasa 
con capacidad de oxidaciOn de alcoholes de 22 y 24 átomos de carbono adicionando al cultivo 
alcanos o alcoholes. Para ello se estudiaron siete cepas entre las cuales se encontraba una 
cepa mesOfila (Candida tropicalis ATCC20336), una termOfila (Thermus A131) y cinco termófilas 
extremas (Thermus thermophilus H1327, HN11 1, NR17, PRQ16, PRQ25). SOlo Candida tropicalis 
A1CO20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ25 lograron producir mediante la 
utilizaciOn de los agentes inductores hexacosanol, docosanol y eicosanol respectivamente una 
alcohol deshidrogenasa con capacidad de oxidar alcoholes de 14, 22 y 24 átomos de carbonos. 
Las actividad maxima de oxidaciOn sobre tetracosanol, docosanol y tetracosanol se obtuvo con 
la enzima proveniente de Candida tropicalis AT0020336 con valores de 86,7; 196,9 y 218,8 
pmolm1n 1 g 1  de proteina respectivamente. Los más altos niveles de enzima se obtuvieron 
cuando el inductor es anadido al iniclo de la fermentaciOn y las células recolectadas al comienzo 
de la fase estacionaria (entre 100 y 140 h de fermentaciOn). 

La purificaciOn de las enzimas alcohol deshidrogenasas provenientes de Candida tropicalis ATCC 
20336, Thermus A131 y Thermus thermophilus FRQ 25 se logrO mediante el uso de una mezcla 
de matrices cromatográficas de tipo catiOnicas y aniOnicas con factores de purificaciOn de 39, 237 
y 567 respectivamente y rendimientos en actividad de 24% para Candida tropicalis ATCC 20336 
y de 36% para las enzimas de Thermus A131 y Thermus thermophilus PRO 25. 

Los mejores biocatalizadores fueron obtenidos al inmovilizar las enzimas de Candida tropicalis 
ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 en glioxil agarosa BCL par medio 
de uniOn covalente multipuntual, obteniéndose valores de actividad de 1,84; 1,82 y 2,09 imoImin 
1. g 1  soporte respectivamente, valores determinados sobre tetracosanol como sustrato de la 
reacciOn enzimática. La maxima actividad fue registrada a pH 7,0; 50°C para Candida tropicalis 
ATCC 20336, 60°C Thermus AB1 y 70°C Thermus thermophilus PRO 25, en presencia de 2mM 
FeSO4. 

Estudios de la conversiOn de los alcoholes de 14, 22 y 24 carbonos revelaron que la alcohol 
deshidrogenasa de Candida tropicalis ATCC 20336 inmovilizada en glioxil agarosa es el mejor 
biocatalizador para realizar la oxidaciOn de tetradecanol, observándose el mayor grado de 
conversiOn (84%) luego de 72 horas de reacciOn con un rendimiento en âcido tetradecanoico de 
67% y sOlo un 17% en tetradecanal. En cambio la alcohol deshidrogenasa de Thermus 
thermophilus PRO 25 es mejor para Ileva a cabo la reacciOn de oxidaciOn de docosanol y 
tetracosanol, con valores de conversiOn del 85,9% y 78,7% respectivamente y rendimientos en 
ácido docosanoico de 61,7% y ácido tetracosanoico 35,8% respectivamente. 
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CAPITULO 1: INTRODUCCION 

1. INTRODUCCION 

La industria de celulosa en Chile exhibe un crecimiento sostenido y representa una de las 

actividades económicas más importantes a nivel nacional. El proceso Kraft para la obtención 

de celulosa genera residuos, como los jabones de licor negro y trementina al sulfato, con un 

gran potencial de revalorizaciOn. Los jabones de licor negro, pueden constituir un importante 

insumo para la elaboraciôn de productos quimicos. 

Ultimamente ha surgido un gran interés en la recuperaciOn de los alcoholes alifáticos 

primarios como docosanol (022H460) y tetracosanol (0241-1500) contenidos en estos residuos, 

dado que se ha descubierto que los alcoholes alifáticos de cadena larga (20 a 32 átomos de 

carbonos) son utilizados por la industria farmacéutica para la formulación de medicamentos 

antivirales utilizados, por ejemplo, para el tratamiento del herpes (Leung y Sacks, 2004). 

Por otro lado, los ácidos grasos de cadena larga, como el ácido lignocerico o tetracosanoico 

(C24H480), se utilizan en formulaciones de productos cosméticos y dermatolOgicos (Nielsen et 

al., 2005), artIculos de limpieza de la piel (Seki, 2005), alimentos (Loh et al., 2004), bebidas, 

helados de crema bajos en calorIas (Tancibok et al., 1997), en la preparación de resinas 

antiestáticas de poliéster biodegradable (Hasebe y Sashida, 2004). Asimismo, son utilizados 

en su forma metilada como biomarcadores para determinar comunidades de 

microorganismos aerobios y aerobios facultativos (Quezada et al., 2007), y en la elaboración 

de combustibles y aditivos (Breakspear etal., 2006) 

De igual forma, el ácido lignocerico es utilizado en el area farmacéutica para la formulaciOn 

de micropartIculas inyectables utilizadas en et tratamiento de la dependencia de drogas 

(Nuwayser, 2006), en la composición de un método para el tratamiento de enfermedades 

gastrointestinales (Clymer, 2006), en la formulaciOn de agentes antialergénicos (Konishi, 

2003), en la elaboraciôn de preparados sintéticos a base de mezclas de lipidos y ceramidas 

para tratamientos en personas con baja permeabilidad de la piel (Jager et al., 2005), en la 

formulación de una droga que inhibe el crecimiento de células mamifera y/o formaciôn de 

metéstasis (Zaloga et al., 2004), como ingrediente de pastillas masticables efervescentes 

(Gebreselassie y Boghani, 2006) en la producciOn de vitaminas liposolubles (Immig et al., 

2006). 
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A su vez el acido behénico (22 átomos de carbono) o docosanoico es utilizado para la 

producciOn de cosméticos y cremas humectantes (Fujino y Yokohama-shi, 2004), como 

materia prima para la elaboraciôn de un aerosol para refrescar la piel (Noritoshi, 1999), para 

la elaboración de chocolate (Masanori et al., 2003), tinturas (Cottard y Rodeau, 2004), para 

la producciôn de aceites de mesa bajos en calorlas (Thengumpilli et al., 2003), para la 

formulaciôn de cremas comestibles resistentes a elevadas temperaturas (Takaaki et al., 

2003) y en la formulaciOn de combustibles y aditivos (Breakspear et al., 2006), en la 

elaboraciôn de resinas de policarbonato para su uso en automôviles y cables eléctricos 

(Tatsuzi, 1990), elaboraciôn de alimentos que presentan en su composición elementos con 

distinta actividad de agua; en este caso el acido graso es utilizado para formulación de capas 

hidrofObicas que separan estos elementos (Gaonkar et al., 2004). 

En el area farmacéutica también es utilizado para el tratamiento de enfermedades 

gastrointestinales (Clymer, 2006), en la producciôn de medicamentos bioabsorbibles 

(Yoshiro, 2001; Labrecque et al., 2006) y como materia prima para la elaboraciôn de 

vitaminas en aerosol (Abram et al., 2006). 

Pese a su gran utilidad, los ácidos grasos de cadena larga como el lignocérico y behénico 

son los ácidos grasos naturales más escasos. En el caso del lignocérico, su ocurrencia en 

aceites vegetales rara vez sobrepasa 0,3 %, de modo que su oferta comercial es casi 

inexistente. Por otro Iado el ácido behénico se encuentra en mayor cantidad, de 2 a 5% en la 

piel de manI y menos de un 0,5% en la semilla de raps, sésamo y oliva (UAM, 2007; Lee, 

2008). 

Una estrategia interesante para producir estos ácidos de cadena larga en cantidades 

comerciales es mediante la oxidaciôn de los alcoholes correspondientes (docosanol, 

tetracosanol). Existen antecedentes para Ia oxidación qulmica de octadecanol y eicosanol a 

los correspond ientes ácidos usando como oxidante peróxido de hidrôgeno y como 

catalizador peroxotungstofosfato de amonio cuaternario (Bi et al., 2001), y para la oxidaciôn 

de docosanol usando un lIquido iônico como catalizador compuesto por el cation 

Aliquat®336 y el anion poliperoxometalato {PO4[WO(02)2]4}3 (Guajardo etal., 2010). 
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Como alternafiva a la oxidaciôn qulmica se encuentra la oxidaciôn enzimática mediante la 

enzima alcohol dehidrogenasa E.C.1.1.1.192 (ADCL), que actüa sobre alcoholes de cadena 

larga cuya actividad se ha comprobado en la reacciOn de hexadecanol a hexadecanoico 

(Brenda, Enzyme Database on line). Esta enzima pertenece al grupo de las oxidoreductasas 

y, como tal, requiere de cofactores estequlométricos (o disociables) que son quienes actUan 

como transportadores de electrones. En el caso de la ADCL, el cofactor requerido es NAD, 

quien se reduce a NADH + H, requiriendo dos moles de NAD por mol de ácido producido 

(Ueda y Tanaka, 1990). 

La enzima alcohol dehidrogenasa (ADCL) es intracelular, estructuralmente compleja, en 

general inestable y de alto costo, lo que supone la conveniencia de emplearla en forma 

inmovilizada. Adicionalmente, en la actualidad solo existen en el mercado dos alcohol 

deshidrogenasas producida por las levaduras Candida tropical/s y Candida lipolytica que son 

capaces de actuar en la oxidaciôn de alcoholes de largo de cadena superior a 16 átomos de 

carbono (Ueda y Tanaka, 1990). Sin embargo, no se han reportado deshidrogenasas activas 

sobre alcoholes de cadena superior a 18 átomos de carbono. 

En forma previa a la realizaciOn de esta propuesta se estudiO la capacidad de oxidación de 

etanol, docosanol y tetracosanol de 13 alcohol deshidrogenasas (ADH), que se encuentran 

listadas en la Tabla 1.1, encontréndose que las alcohol deshidrogenasas de Lactobacillus 

brevis 0 LB y ADH CDX013 son las ünicas que presentan una elevada velocidad inicial de 

oxidación de docosanol y tetracosanol; sin embargo, no sobrepasan los 0,1 !.tmol NADH 

producidosmin 1 g 1  protelna. 
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Tabla 1.1. Enzimas estudiadas, cofactor utilizado, formulación y actividad especIfica sobre 

distintos sustratos. 

Actividad Actividad Actividad 

TI P0 
especIfica especIfica especIfica 

Cofactor Formulación 
ADH Etanol Docosanol Tetracosanol 

(j.imoFmin 1-g 1  (tmoImin 1  g 1  (j.tmol-min 1  g 1  
proteina)*** proteina) proteina) 

HIgado* 
NAD sOlida de caballo 0,026 0,004 0,004 

Levadura NAD sólida 0,025 0,006 Sin reacción 

CP ** NAD liquida Sin reacciOn 0,01 0,05 

RS1 NAD liquida 0,008 0,05 0,04 

RS2 NAD sOlida Sin reacciôn 0,0004 0,008 

T** NADP sOlida Sin reacción 0,06 Sin reacción 

PRI** NAD sólida Sin reacción Sin reacción 0,0005 

PR2 NAD sOlida Sin reacciOn 0,006 0,004 

PF NADP liquida 0,016 0,015 0,016 

LB** NADP sôlida Sin reacción Sin reacciôn 0,10 

CDX003** NADP sOlida Sin reacción 0,01 Sin reacciOn 

CDXO1O NAD4  sôlida 0,002 0,004 0,005 

CDX0I3** NADP4  sôlida Sin reacciôn 0,04 0,08 

* Enzimas producidas por Sigma 
Kit enzimático producido por Julich Chiral solutions GMBH. 

***ltmot NADH pr0duc1d0smin 1 g 1  proteina. 

4 



CAPITULO 1: INTRODUCCION 

En este contexto es que el presente proyecto se orienta a la büsqueda de un 
microorganismo capaz de producir una alcohol deshidrogenasa que oxide alcoholes de 
cadena larga, especificamente docosanol (0221-1460) y tetracosanol (C241-1500), permitiendo la 

revalorizacián de alcoholes primarios alifáticos provenientes de los licores de jabones negro, 
además de posicionar a nuestro pals como el ünico proveedor mundial de âcido lignocérico. 

Dado los antecedentes señaiados, este proyecto de investigación propane Jo siguiente: 

HIPTESIS 

Mediante la adiciôn de alcanos o alcoholes a!ifâticos al media de cultivo de cepas 

microbianas seleccionadas, será posible inducir la smntesis de la enzima alcohol 
deshidrogenasa con alta actividad oxidativa sabre alcoholes de cadena larga y obtener, 
luego de su purificación e inmovilizaciôn, un biocatalizador apta para efectuar la oxidación de 

alcoholes de 22 y 24 átomos de carbono. 

OBJETIVO GENERAL 

Se plantea coma objetivo general del proyecto, seleccionar microorganismos productores de 
alcohol deshidrogenasas e inducir en ellos la producción de una enzima alcohol 
deshidrogenasa con capacidad de oxidación de alcoholes de 22 y 24 átomos de carbono 
adicionando al cultivo alcanos o alcoholes alifáticos, para su posterior purificación, 
caracterizaciôn e inmovilizaciôn. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1.- Realizar un screening de microorganismos capaces de producir alcohol deshidrogenasas 

que oxiden alcoholes superiores y seleccionar aquel a aquellos microorganismos que 

produzcan una enzima con elevada actividad sobre tetracosanol, superior a las 0,1 imol 

NADH producidosm1n 1'g 1  protelna, valor máximo obtenido con alcohol deshidrogenasa 

de Lactobacillus brevis (LB). 
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Determinar el tipo de inductor, concentración y tiempo de adiciôn en el cultivo por lote en 
matraces, que maximicen la producciOn de una alcohol deshidrogenasa con capacidad 
oxidativa sobre alcoholes de 22 y 24 átomos de carbono. 

Extraer y purificar la enzima desde el o los microorganismos seleccionados. 

Caracterizar estructuralmente la enzima producida, determinando su peso molecular y 
nümero de subunidades. 

Inmovilizar la enzima por union covalente a fin de aumentar la estabilidad del 
biocatalizador producido. 

Caracterizar cinéticamente la enzima inmovilizada, estudiando el efecto de pH y la 
temperatura en su actividad y su estabilidad térmica, comparándola con la enzima libre. 

Evaluar la reacción de smntesis de ácidos grasos tetradecanoico, tetracosanoico y 
docosanoico con las enzimas producidas. 
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CAPITULO 2:REVISI6N BIBLIOGRAFICA 

2. REVISION BIBLIOGRAFICA 

A continuaciOn se analizará el estado del arte para la obtención de los alcoholes primarios 

alifáticos a partir de los jabones de licor negro. Posteriormente se presentará una revisiOn 

sobre la obtención de ácidos grasos a partir de alcoholes de cadena larga. En seguida se 

presentarán algunas caracteristicas de las alcoholes deshidrogenasas, en cuanto a su 

estructura, especificidad de sustrato y cofactores y, finalmente, se entregarán los 

antecedentes que se tienen sabre la producciOn de alcohol deshidrogenasa par via 

fermentativa. 

2.1 Obtención de alcoholes primarios alifáticos a partir de jabones de licor 

negro 

Los jabones de licor negro constituyen un subproducto del proceso de obtenciôn de la pulpa 

Kraft de madera de conIferas. En este proceso las astillas de madera se digieren a 17000 

durante dos horas en una soluciOn acuosa que contiene hidrOxido de sodio y sulfuro de sodio; 

de esta forma se logra deslignificar la madera dando origen a una suspensiOn acuosa de color 

oscuro denominada licor negro. El licor negro es una mezcla compuesta par sales sOdicas de 

ácidos grasos y ácidos resinicos, que constituyen la fracción saponificable de la mezcla, 

además de contener una serie de otros compuestos tales coma esteroles, estanoles, 

alcoholes grasos a policosanoles, mono y diterpenos que en conjunto constituyen la fracciOn 

no saponificable, también denominada fracciOn neutra de los jabones de licor negro. Una vez 

realizada la reacciOn de deslignificaciOn la pulpa de celulosa es separada del licor negro y 

luego lavada para su posterior utilizaciOn (Johansson, 1982; Harting etal., 2000; Manes et al., 

2008). 

Por otro lado, el licor negro es recuperado par razones econOmicas y/o ambientales. Este 

proceso se desarrolla evaporando el licor negro hasta obtener un concentrado de 

aproximadamente 23-32 % en peso de sólido. De la superficie del licor concentrado se 

separan los jabones de ácidos grasos y resinicos en conjunto con una serie de compuestos 

hidrofObicos a neutros solubilizados en dichos jabones. El material obtenido contiene entre 

50-70 % de sOlidos que pueden ser utilizados como combustibles, a bien acidificarse 
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utilizando âcido sulfürico diluido transformando de esta forma las sales sôdicas en ácidos 

grasos libres. Se obtiene asi una fase acuosa que contiene sulfato de sodio y una fase aceite 

con el resto de los componentes. Esta fase aceite se conoce como el nombre de "tall-oil" 

crudo (CTO)(Johansson, 1982; Harting etal., 2000; Manes etal., 2008). 

A partir de una destilaciOn fraccionada al vacio del CTO se obtienen por tope ácidos grasos 

conocidos como TOFA ("tall oil fatty acids", que constituyen una de las fracciones de mayor 

valor del CTO), ácidos resinicos denominados TOR ("tall oil resins') y tall-oil destilado o DTO, 

los cuales presentan una amplia aplicacion comercial. Por fondo de Ia destilaciOn se obtiene 

el "pitch" que contiene la mayorIa de los componentes insaponificables del tall oil los que son 

utilizados ya sea como combustibles o en preparaciones de emulsiones asfálticas. Dentro de 

los componentes insaponificables con grupos funcionales alcohólicos, se encuentran los 

esteroles y los estanoles, cuyo proceso de separaciôn fue desarrollado en el proyecto 

FONDEF D0011096 con resultados muy exitosos (Harting etal., 2004; Manes etal., 2008). 

El proceso de obtenciôn de esteroles a partir de pitch genera una corriente de tope 

denominada "neutros livianos" que contiene los policosanoles, además de alcoholes 

rosinicos y eventualmente pequenas fracciones de esteroles. Una vez obtenida esta corriente 

es posible la obtención de docosanol, tetracosanol y hexacosanol previa esterificación, 

metanôlisis, destilación fraccionada y cristalización. La optimización de este proceso fue 

desarrollado en el proyecto FONDEF D0411007 por la Escuela de Ingenierla Bioquimica y la 

empresa Harting (Harting etal., 2004). 

La Figura 2.1 muestra el esquema completo del proceso de revalorizaciOn del jabón de licor 

negro desarrollado por la empresa Harting, destacándose la etapa de la obtención de 

alcoholes prima rios alifáticos (docosanol y tetracosanol). 
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Figura 2.1 Esquema del proceso de revalorización del jabón de licor negro desarrollado por la 

empresa Harting. El cuadro en verde muestra el proceso de obtenciOn de Policosanoles 

(alcoholes primarios alifáticos). 

2.2 Obtención de ácidos grasos de cadena larga a partir de alcoholes alifáticos 

Una estrategia interesante para la producciôn de ácidos grasos de cadena larga en 

cantidades comerciales es mediante la oxidación qulmica. Existen antecedentes para la 

oxidaciOn qulmica de octadecanol y eicosanol a los correspondientes ácidos usando como 

oxidante perôxido de hidrOgeno y coma catalizador peroxotungstofosfato de amonio 

cuatemano (Bi et al., 2001). En la actualidad enmarcado en el proyecto FONDEF D0411007 

se desarrollô una tesis de Magister en Ciencias de la Ingenierla con mención en Ingenierla 

Qulmica que estudia el proceso de oxidaciôn de tetracosanol a ácido lignocérico; la oxidaciôn 

es realizada usando un lIquido iónico como catalizador compuesto par el cation Aliquat®336 y 

el anion poliperoxometalato {PO4[W0(02)2]4}3. Los estudios cinéticos de la oxidación fueron 

Ilevados a cabo con y sin solventes a temperaturas que oscilan entre los 90 y 120 °C, y como 
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solvente se utilizó Conosol C-200, un hidrocarburo liquido que posee un alto punto de 

ebullición lo que permite realizar las cinéticas a las mismas temperaturas que sin solvente 

(Guajardo etal., 2010). 

La alternativa a la oxidación qulmica es la oxidación enzimática mediante la enzima alcohol 

deshidrogenasa que actüa sobre alcoholes de cadena larga EC.1.1.1.192 (ADH) y cuya 

actividad ha sido probada en la reacción de hexadecanol a hexadecanoico (Brenda, Enzyme 

Database on line; Ueda y Tanaka, 1990). 

Esta enzima pertenece al grupo de las oxidoreductasas y requiere de cofactores 

estequiométricos como NAD (NADP) que actüen como transportadores de electrones. 

La reacción de oxidación enzimática de los ácidos grasos de cadena larga a partir de 

alcoholes alifáticos es la siguiente: 

ADH 
(Ecuacion 1) 

CH3(CH,),,CH2OH + 2 NAD' + 1-1,0 - cH(cH,),,cooH + 2 NADH + 2 H 

Los cofactores son moléculas orgánicas complejas y de alto costo por lo que su regeneración 

es esencial para su aplicación tecnológica. Existen diversas opciones para regenerar dichos 

cofactores, pero la más adecuada es mediante el uso de un sistema enzimático auxiliar en 

que otra oxidoreductasa cataliza la reducción de un sustrato auxiliar que permite la 

reoxidaciOn del cofactor NADH a NAD. Esto supone una dificultad tecnolôgica considerable, 

por cuanto se requiere de una enzima auxiliar y de un sustrato auxiliar que generará un 

subproducto que deberâ ser convenientemente separado del producto a obtener (Zhao y Van 

der Donk, 2003; Liu y Wang, 2007; Hussain et al., 2008; Findrink et al., 2008; Vrsalovic y 

Basic-Racki, 2009). 

Los cofactores pueden ser coinmovilizados o bien derivatizados y empleados en un reactor de 

membrana. De momento son muy escasos los procesos con oxidoreductasas que han 

alcanzado la madurez tecnolôgica, pudiendo citarse el caso de la producción de tert-leucina 

mediante aminación reductiva con la enzima leucina deshidrogenasa y regeneración del 

cofactor con el sistema auxiliar con la enzima formiato deshidrogenasa, desarrollado por la 

empresa alemana Degussa AG (Wandrey, 2004). 

10 



CAPITULO 2:REVISI6N BIBLIOGRAFICA 

En la actualidad solo existe en el mercado dos alcohol deshidrogenasas producida por las 

levaduras Candida tropicalis y Candida lipolytica capaces de actuar en la oxidaciôn de 

alcoholes de cadenas superior hasta 16 átomos de carbono, no existiendo antecedentes en la 

literatura técnica o de patentes sobre la producciOn de ácido lignocérico mediante oxidaciôn 

enzimática de tetracosanol. 

2.3 Alcohol deshidrogenasa 

Las alcohol deshidrogenasas (ADHs) son enzimas pertenecientes a la clase de las 

oxidoreductasas que catalizan la oxidaciOn reversible de alcoholes a aldehIdos o cetonas con 

la correspondiente reducciOn de la coenzima, NAD o NADP. 

Las alcohol deshidrogenasas están ampliamente distribuidas en la naturaleza: se han 

encontrado en animales, plantas y microorganismos, jugando un rol importante en un amplio 

rango de procesos fisiolágicos (Hirakawa etal., 2004). 

Han sido clasificadas de acuerdo a su tamaño molecular dividiéndolas en tres familias 

denominadas: alcoholes deshidrogenasas de cadena media (MDRs), alcoholes 

deshidrogenasas de cadena corta (SDRs) y alcoholes deshidrogenasas activadas por hierro 

(Jornvall etal., 1987; Hummel, 1999). 

2.3.1. Alcohol deshidrogenasas de cadena media (MDRs) o Tipo / 

Esta es la familia més estudiada. Son enzimas de unos 350 residuos aminoacidicos por 

subunidad, estructuradas en dImeros o tetrámeros; algunas dependen de zinc para realizar la 

catálisis y la gran mayorIa de estás alcohol deshidrogenasas utilizan NAD(H) o NADP(H) 

como cofactor (Riveros-Rosas et al., 2003, Papanikolau et al., 2005 y Persson et al., 2008). 

Estâ compuesta por más de mil secuencias proteicas conocidas con una actividad enzimática 

muy diversa, y que participan en una gran diversidad de funciones fisiolágicas, tales como 

fermentaciôn alcohólica, detoxificaciOn de aldehIdos y alcoholes, biosIntesis de lignina, 

protecciôn frente a un daño oxidativo, o en la biosintesis de ácidos grasos (Valencia et al., 

2004; Jörnvall et al., 2010). Principalmente son deshidrogenasas del tipo alcohol 

deshidrogenasa, poliol deshidrogenasa, formaldehido deshidrogenasa glutation-dependiente y 
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quinoprotelna etanol deshidrogenasa (Larroy et. a!, 2002; Riveros-Rosas et al., 2003; Persson 
et al., 2008). 

Riveros-Rosas y colaboradores (2003) indicaron que existen identificadas hasta esa fecha 
583 secuencias de alcohales deshidrogenasas de cadena media en arqueas, bacterias, 
protozoa levaduras, plantas y animales, de las cuales 328 proteinas provienen de 
organismos eucariotas. Estas ültimas fueron divididas en 3 macrofamilias que engloban a su 
vez a diversas familias y subfamilias. 

Macrofamilia I: son proteinas homodiméricas que requieren iOn zinc para la catálisis y 
utilizan el cofactor NAD(H). Suelen ser citoplasmáticas. Está compuesta a su vez de dos 
familias: las polialcohol deshidrogenasas (PDH) y la familia ADH, desglosada en seis 
subfamilias: las ADHs de plantas, las ADH clase III, las ADHs de animales, la ADHs 
secundarias, las butanol deshidrogenasas (BDH) y las sorbitol deshidrogenasas (DHSO). 

Macrofamilia II: Son proteinas estructuradas en homodimeros u homotetrámeros que 
requieren iOn zinc para la catálisis. Se localizan en el citoplasma y requieren NAD(H) y 
NADP(H) como coenzima. Están formadas par dos familias, la familia de ADHs de levadura y 
la familia de cinamil alcohol deshidrogenasas (CADH), desgiosada en seis subfamilias: las 
CADHs y proteinas emparentadas, proteinas de plantas relacionadas con la defensa e 
inducibles par elicitor (ELI3), las ADHs de levaduras y proteinas emparentadas, las manitol 
deshidrogenasas de hongos (MTD), las ADHs secundarias de hongos y las ADHs de amplia 
especificidad de sustrato. 

Macrofamilia Ill: Son proteinas que no requieren zinc en la catâlisis y utilizan 
mayoritariamente NADP(H) coma cofactor. Su localización celular es muy diversa. Está 
formada par cuatro familias, la familia de los factores de transcripciôn/proteina de uniOn a 
receptores nucleares (NRBP), la familia de las enoil reductasas (ER), la familia de los 
leucotrienos deshidrogenasas (LTD) y la familia de las quinonaoxidoreductasa (QORL). Esta 
macrofamilia es la más heterogénea y engloba diversas subfamilias, entre ellas: Las NRBPs, 
las cristalina oxidoreductasas, las quinona oxidoreductasa inducidas par p53 (P1G3) y 
proteinas emparentadas, las enoil reductasas (pER). 
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En los ültimos años la familia de alcohol deshidrogenasas de cadena media ha crecido 

considerablemente, desde octubre de 2007 tiene cerca de 11.000 miembros, sin tener en 

cuenta (as variaciones de las especies. Aproximadamente la mitad de las proteinas MDR se 

pueden agrupar en familias grandes con centenares de miembros, mientras que cerca de 

1000 forman pequeños clusters con 10 o menos miembros cada uno. En la Tabla 2.1 se 

presentan los miembros de las familias MDR que se encuentran ha (a fecha publicados en 

UniProt secciOn Swissprot y TrEMBL (Persson et al., 2008). 

Tabla 2.1. Numero de miembros de las familias MDR publicados en 

Swissprot y TrEMBL. 

Familia Swissprot TrEMBL 

ADH 99 832 

CADH 35 485 

LTD 15 413 

TADH 40 290 

YHDH 1 294 

BPDH 3 226 

PDH 18 200 

TDH 49 166 

BurkDH 0 67 

MCAS 1 57 

MECR 13 36 

VAT1 6 33 

QOR 8 20 

ACR 4 21 

DOIAD 7 6 

QRL 3 11 

RT41 3 7 
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Por otro lado el miembro más representativo y más estudiado de la familia de las alcoholes 

deshidrogenas de cadena media es la alcohol deshidrogenasa de hIgado de caballo 

(HLADH). Estudios cristalográficos de esta enzima y otras MDR han revelado que todas 

mantienen las mismas caracterIsticas estructurales: se trata de proteinas formadas por 

subunidades de aproximadamente 40 kDa que representan dos dominios, uno catalltico y otro 

de uniOn al cofactor, separados por una profunda hendidura y dos átomos de zinc, uno con 

función estructural y otro con funciOn catalitica. El espacio creado entre ambos dominios 

describe el centro de uniOn a la coenzima y el centro de uniOn al sustrato. Ver figura 2.2 

(Eklund etal., 1976; Papanikolau etal., 2005). 

AAO 

& 

&A W 

I F. 

It 't __._; 4 
a' 

1
41  

Figura 2.2 Estructura de la alcohol deshidrogenasa de higado de caballo. Los jones zinc 

están representados como esferas grises y la molécula de coenzima está representada en 

forma de modelo de bolas y bastones (Ramaswamy etal., 1999). 
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Sitio de union a la coenzima: 

Para que se produzca la catálisis, la molécula de coenzima debe estar bien posicionada 

debido a que la transferencia de protOn es al carbono 4 de la nicotinamida (Ver figura 2.3). La 

adecuada ubicación de la coenzima para que se de el reconocimiento del anillo de 

nicotinamida implica una union fuerte con la proteina a través de multiples interacciones, lo 

que crea un conflicto dado que no facilita su disociación una vez finalizada la catálisis, siendo 

éste el paso limitante. La molécula de NAD(P) forma entre 16 y 19 puentes de hidrógeno con 

la protelna, de los cuales el 30% está mediado por moléculas de agua. La hendidura entre 

dominios que forman el centro de union a la coenzima se divide en tres zonas, la uniOn a 

adenina, el pirofosfato y la nicotinamida, siendo esta ültima la más iriterna (Larroy, 2006). 

NH 

HCT 
JçH 

5' 
CH2-O- 

Th A4' 

3' 

H 

H 0 

OH OH 

-P-0-P_0-CH2 
11 II 0 
o 0 4' 1' 

2' 

HOOH 

Nicotinamida 

Adenosina 5'monofosfato Ri bosa 5'monofosfato 

Figura 2.3 Estructura de la Nicotinamida adenin dinucleOtido (NAD) 

La adenosina se ubica en la posición más extema del centro de uniOn a la coenzima, 

quedando accesible al solvente. Entre los residuos involucrados en la interacciôn con la 

ribosa se encuentran las glicinas 199, 201 y 202 (para el caso de la HLADH). Un residuo 

aminoacidico importante para discriminar entre la uniOn de NAD(H) o NADP(H) es el situado 

en la posiciOn 223, que para el caso de las alcoholes deshidrogenasas NAD(H) dependiente 
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es un ácido aspártico. El gran volumen de la cadena lateral del acido aspártico y su carga 
negativa que aporta a la region de la ribosa de la adenina impedirian la adecuada ubicación 
de la molécula de NADP(H). El pirofosfato se sitUa en la region intermedia, siendo 
estabilizado los oxIgenos del pirofosfato por los residuos de arginina 47 y 369 y por los 
nitrôgenos de la cadena principal de la proteina. Finalmente la nicotinamida se une a la regiOn 
más cercana al zinc catalitico, que para el caso de la HLADH la cara A del anillo se orienta 
hacia el espacio reservado para el sustrato de manera que en la oxidorreducción se transfiera 
el hidrOgeno. Esta es una transferencia estereosespecIfica resultado de la reorganizaciOn del 
centro activo. La disposiciôn del anillo de nicotinamida en relaciOn al sustrato determinará qué 
hidrOgeno será transferido. (Larroy, 2006). 

Sitio de union al sustrato: 

Es una hendidura que se encuentra expuesta al medio; sin embargo, el cambio 
conformacional provocado por la entrada de la coenzima deja esta hendidura aislada del 
solvente. Las caracteristicas del centro de uniOn del sustrato junto con las interacciones del 
sustrato con el tünei hidrofObico de la enzima, favorecen la reacciOn de oxidaciOn de 
alcoholes debido al entorno anhidro. La reacciOn se inicia con la uniOn de Pa coenzima NAD 
generando la rotaciOn del cuerpo rigido de los dominios cataliticos en 10 A° provocando el 
acercamiento de la coenzima al centro de uniOn a la molécula. Esta union va seguida por la 
ionizaciOn de Pa molécula de agua que coordina el zinc por el grupo hidroxilo liberãndose un 
protOn. Luego este proton es liberado a la superficie mediante un sistema de transmisiOn que 
involucra a los residuos de histidina 51, serina/treonina 48 (para el caso de la HLADH). El 
sustrato se acerca al zinc catalitico desplazando al hidroxilo que lo coordinaba. Las 
caracteristicas del iOn zinc y el microentorno favorecen la ionizaciOn del alcohol y el proton 
liberado formará una molécula de agua junto con el hidroxilo desplazado. Luego se produce la 
transferencia del hidruro al carbono 4 del NAD con la consiguiente formaciOn del aldehido y 
la reducciOn del NAD a NADH. Finalmente se disocian del sustrato y la coenzima reducida, 
siendo este ültimo el paso limitante de la reacciOn (Larroy, 2006). 

Por otro lado Ludwig y colaboradores (1995) al estudiar la alcohol deshidrogenasa de 
Rhodococcus eiythropolis ATCC 4277 observaron que su sitio activo está formado por dos 
sitios de uniOn a sustrato; un sitio de uniOn a pequenos grupos alquil y un sitio para los grupos 
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alquil más grandes, ambos ubicados a un costado del sitio catalitico, determinando que el sitio 

de union a los pequeños grupos alquil acepta solo a grupos metil o etil, pero no a cadenas 

alquil de mayor longitud. Por otro lado indicaron que el sitio de union para grupos alquil más 

grandes estarla conformada por una ranura hidrofObica que se produce en la superficie de la 

enzima y que es capaz de aceptar las cadenas hidrocarbonadas lineales de mayor longitud. 

2.3.2. Alcohol deshidrogenasas de cadena cotta (SDRs) o Tipo II 

Son enzimas con subunidades de unos 250 a 350 aminoácidos que no requieren metal como 

cofactor, tal como la alcohol deshidrogenasa de Lactobadilus brevis (Hirakawa et al., 2004). 

Esta familia está compuesta por alrededor de 3000 alcohol deshidrogenasas dependientes de 

NAD(P). Estas enzimas presentan actividad con un amplio rango de sustratos tales como 

alcoholes, azücares, aminoácidos, esteroides, retinoides, prostaglandinas y ácidos biliares, 

encostrándose en esta familia de alcoholes deshidrogenasas de cadena corta actividades 

diversas como la actividad deshidrogenasa, deshidratasa, sintasa, epimerasa e isomerasa 

(Larroy, 2006 y Jörnvall et al., 2010). 

2.3.3. Alcohol deshidrogenasas activadas por hierro o Tipo Ill 

Las alcoholes deshidrogenasas activadas por hierro con dos a cuatro subunidades de 380 a 

390 aminoácidos que requieren jones divalentes para la catálisis (Hirakawa et al., 2004). 

Actualmente es la familia más desconocida, ya que hasta la fecha se han identificado pocas 

enzimas que pertenezcan a este grupo, siendo éstas de bacterias y levaduras. A pesar de 

que se clasifican como enzimas activadas por hierro, no todas las enzimas de este grupo 

requieren de hierro, sino que también pueden aceptar otros iones divalentes. Dentro de los 

miembros más estudiado se encuentra la alcohol deshidrogenasa IV de Saccharomyces 

cerevisiae activada por zinc (Hirakawa et al., 2004) y la alcohol deshidrogenasa II de 

Zymomonas mobilis activada por hierro (Larroy, 2006). 
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2.4 Obtención de alcohol deshidrogenasas con actividad sobre diferentes 

sustratos mediante screening de microorganismos. 

Aunque existe una gran cantidad de alcohol deshidrogenasas NAD(P)+ dependientes, hoy en 

dIa a nivel tecnolOgico hay una gran demanda de enzimas con especificidades por nuevos 

sustratos. Se pueden obtener nuevos biocatalizadores o bien mejora los existentes a través 

de dos métodos: screening de enzimas desde su fuente natural o mediante mutagenesis 

dirigida de enzimas conocidas. La forma tradicional para descubrir nuevas enzimas es 

mediante el screening de microorganismos, plantas o animales. El uso de microorganismos 

es de interés debido al corto tiempo de generación y a la gran diversidad de rutas metabólicas 

y enzimas que intervienen en ella. 

La literatura bioqulmica y de fisiologla microbiana puede ser Otil a Ia hora de seleccionar la 

cepa que produzca la enzima que permita la biotransformaciOn de nuestros sustratos de 

interés. 

La siguiente tabla muestra algunos ejemplos de alcoholes deshidrogenasas aisladas de 

distintas fuentes y sus diferentes especificidades por los sustratos. 

Tabla 2.2: Alcoholes deshidrogenasas provenientes de distintas fuentes 

Tipo ADH 
(Fuente) PM Sustratos Referencia 

Especificidad por: 
• Alcoholes alifáticos primarios. Dickinson et al., 

Alcohol Homodimero 
• Alcoholes alifáticos secundarios 

1967 
deshidrogenasa de 80 KDa. 

hasta 8 carbonos. hIgado de caballo (40 KDa c/u) 
• Alcoholes cIclicos. 

Branden et al., 
1973  

• Baja actividad sobre cetonas. 

Especificidad por: 
• Alcoholes alifáticos primarios 

hasta 2 carbonos. 
Aeropyrum pernix Homotetrámero 

• Alcoholes alifáticos secundarios 
Hirakawa et al., K1 160 KDa.  

recombinante (40 Kda c/u) 
sobre 10 carbonos. 

2004.
• Alcoholes aromáticos 
• Cetonas aromáticas y alifáticas 

Benzaldehko.  

11 



CAPITULO 2:REVISION BIBLIOGRAFICA 

Continuaciôn tabla 2.2 

Tipo ADH PM Sustratos Referencia 
(Fuente) 

Especificidad por: 
• Alcoholes alifáticos primarios 

Rhodococcus 
Homodimero hasta 12 carbonos 

eythropo!is 
110 KDa • Alcoholes alifáticos secundarios Ludwig et al., 

ATCC 4277 
(48 Kda c/u) desde 7 a 9 carbonos. 1995. 

• Enantioselectividad por S(+) 

Especificidad por: - 

• Alcoholes alifáticos primarios 
hasta 8 carbonos. 

The rmococus Homotetrámero • 
No oxida alcoholes alifáticos 

litoralis 200 KDa 
secundarios. 

DSM 5473 (48 KDa c/u) • Sustrato fisiolOgico es aldehido Ma etal., 1994. 
(a alcohol), sin embargo 
observan que realiza bien la 
oxidaciôn. 

Especificidad por: 
• Alcoholes alifáticos primarios 

hasta 8 carbonos y el mejor 
Homotetrámero resultado es con 6 carbonos 

Thermococcus 
184 KDa 

(46 KDa c/u) 
• Baja actividad sobre alcoholes 

Ma et al., 1995. 
ES-1 alifáticos secundarios. 

1g-átomo de Fe • Más eficiente su acción sobre 
por subunidad aldehido para dar alcohol 

primano. 

Especificidad por: 
• Alcoholes alifáticos primarios 

hasta 8 carbonos a 80°C 

Pyrococcus 
Homohexámero • Baja actividad sobre alcoholes 

furiosus 270 KDa alifáticos secundarios o polioles. Ma etal., 1999. 

DSM 3638 (48 KDa c/u) • Más eficiente su acciOn sobre 
aldehido para dar alcohol 
primario. 

19 



CAPITULO 2:REVISI6N BIBLIOGRAFICA 

Continuaciôn tabla 2.2 

TipoADH 
PM Sustratos Referencia (Fuente) 

The rmococus 
hydrotermalis 
Recombinante 

Sulfolobus 
solfataricus 

Saccharomyces 
cerevisiae 

(isoenzimas VI) 

Raistonia 
autropha 

Comamonas 
testosteroni 

Pseudomoria 
putida 

Especificidad por: 

Homotetrámero 
• Oxidaciôn de alcoholes alifáticos 

197 KDa 
primarios preferentemente de 2 a 

(45 KDa c/u) a 
8 carbonos y el mejor resultado es 

pH 10,5 
con 6 carbonos Antoine et al., 

•oxidación de alcoholes aromáticos 1999. 

Dimeros •Sustrato fisiolôgico es aldehido, 

80,5 KDa sin embargo observan que realiza 

a pH 7,5 bien la oxidaciOn. 
• 

Especificidad por: 
• Alcoholes alifáticos primarios 

lineales y ramificados hasta 5 
Rella et al., 

HomodImero 
carbonos . 

1987 
70 KDa • Alcoholes secundarios ciclicos y 

lineales. 
Ammendola et al., 

• Cetonas ciclicas 1992. 
• Anisaldehido 

Especificidad por: 
• Alcoholes alifáticos primarios 

HomodImero 
lineales y ramificados de hasta 8 

40 KDa c/u 
carbonos. Larroy etal., 

• Alcoholes aromáticos primarios. 2002 
• Aldehidos 

Especificidad por: 
• Oxidación de alcoholes alifáticos 

primarios lineales hasta 6 
Monômero carbonos ' alcoholes alifáticos Zarnt et al., 73 KDa primarios ramificados 

1997 generando el ácido respectivo. 
• Tetrahidrofurfuril alcohol 

Especificidad por: 
OxidaciOn de alcoholes alifáticos 

Monómero primarios, principalmente etanol De Jong et al., 
71 KDa 1995 

Especificidad por: - 

Alcoholes alifáticos primarios 
MonOmero hasta 12 carbonos y el mejor Toyama etal., 72 Kda resultado es sobre 6 a 8 1995. 

carbonos. 
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2.5 Producción alcohol deshidrogenasa por microorganismos 

Se han realizado algunos estudios sobre la induccián de la producciOn de enzimas 
relacionadas con la w-oxidacián y 13-oxidaci6n utilizando n-alcanos como ünica fuente de 
carbono. La incorporación de los alcanos pasan por una primera etapa de hidroxilaciôn par el 
sistema citocromo P-450 y NADPH-citocromo P-450 reductasa, sistema que está IocaIizado 
en el reticulo endoplasmâtico (microsomas), generândose el correspondiente alcohol de 
cadena larga. Estos alcoholes de cadena larga producidos no son solamente degradados en 
Ia via de la 13-oxidaci6n, sino que también son utilizados para la biosintesis de ilpidos en la 
mitocondria y el reticulo endopIasmático después de producida la deshidrogenaciôn par la 
alcohol deshidrogenasa que actUa sobre cadenas largas, adehIdo deshidrogenasa y 
posiblemente existiria la participaciOn de una alcohol oxidasa (Yi y Rehm, 1982a; Yi y Rehm, 
1982b; Ueda y Tanaka 1990; Kitamoto et al.2001; Craft et al., 2003; Sanders et al., 2005; 
Throne-Hoist et al., 2006; Van Beilen et al., 2007). 

La figura 2.4 resume el rol que cumpie las deshidrogenasas en la incorporación de los 
alcanos al metabolismo de las levaduras. 

n-Al kane 

n-Al kane 

Fatty alcohol .E— - - Fatty alcohol - - .Fatty alcohol 

ADII .,J,
ADH I ADH 

Fatty aldehyde Fatty aldehyde Fatty aldehyde 

ALDH ALDH ALDH 
Fatty acid Fatty acid Fatty acid 

4, ACS ..j,ACS J
,

ACS 
Acyl-CoA Acyl-CoA Acyl-CoA 

1' GAT 
Acetyl-CoA Lipid Lipid 

Peroxisoxne Microsome Mitochondrion 

Figura 2.4 Esquema de la incorporaciôn de n-alcanos al metabolismo de 
las levaduras (Yamada etal., 1980). 

21 



CAPITULO 2:REVISION BIBLIOGRAFICA 

Algunas especies de levaduras que pertenecen al género Candida producen w, 13  diácidos 
como consecuencia de cultivar el microorganismo en n-alcanos o ácidos grasos como ünica 

fuente de carbono. La utilizaciôn de una mezcla de n-alcanos entre 10 y 13 carbonos por las 
levaduras Candida tropicalis ATCC 20336 y Candida lipolytica NRRL Y-6795 como ünica 
fuente de carbono han inducido la sintesis de una alcohol deshidrogenasa, capaz de oxidar 
alcoholes de cadenas de largo superior entre 8 y 16 átomos de carbono, obteniendo la 
maxima actividad al utilizar tetradecanol (C14H300) como sustrato. Ambas enzimas son NAD- 

dependientes y se encuentran localizadas en el microsoma, mitocondria y peroxisoma. En 
peroxisomas, esta alcohol deshidrogenasa se encuentra localizada junto a otras enzimas 
tales como aldehido deshidrogenasa que actüa sobre aldehidos superiores, acyl CoA 

sintetasa y sistema de 13-  oxidaciOn de ácidos grasos, indicando que en conjunto participan en 

la degradación de los ácidos grasos (Ueda y Tanaka, 1990). 

Por otro lado es posible dirigir los sustratos hacia las vias de 13-oxidaci6n o w-oxidación 

utilizando ingenierla metabôlica. Picataggio et al., en 1992 por medio de la interrupción 

secuencial de los cuatro genes que codifican las isoenzimas acil-CoA oxidasas, lograron 
aumentar la producción de âcidos carboxilicos de cadena larga. Estas isoenzimas son las 
responsables de catalizar la primera reacciOn en la via de la 13-oxidaci6n y por lo tanto los 
sustratos como alcanos y ácidos grasos son redirigidos hacia la w-oxidaciôn. For 
consecuencia la eficiente conversiOn y selectividad quimica por la oxidación terminal del 
correspondiente ácido carboxilico aumenta cons iderablemente. 

2.6 Uso de microorganismos extremófilos para la producción de alcohol 

deshidrogenasa 

Es de gran interés la utilizaciOn a nivel industrial de alcoholes deshidrogenasas provenientes 
de microorganismos extremOfilos, principalmente termOfilos, debido a que a elevadas 
temperaturas se reducen los problemas de solubilidad de los componentes de la reacciOn, la 
utilizaciOn de solventes orgánicos y el riesgo de contaminaciOn (Van den Burg, 2003). 

En los Ultimos años se han realizado muchos estudios acerca de las caracterIsticas de las 
alcoholes deshidrogenasas proveniente de microorganismos termofilicos, e hidrotermofilicos. 
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Se conocen cerca de 20 arqueas termôfilas y 17 cepas de bacterias termOfilas que producen 

alcohol deshidrogenasas. 

Los microorganismos termofilicos han sido aislados desde fuentes naturales como 

respiraderos hidrotermales, sedimentos marinos volcánicos, aguas calientes, o bien de 

fuentes no naturales como reservorios de petróleo, digestores, pilas, etc. La mayoria de estos 

microorganismos termófilos producen multiples alcoholes deshidrogenasas y algunas son de 

diferente tipo (Radianingtyas et al., 2003). En 1987, Rella y colaboradores detectaron una 

alcohol deshidrogenasa NAD dependiente en Sulfolobus solfataricus una arquea temofIlica 

extrema, esta enzima ha sido clasificada como una alcohol deshidrogenasa de cadena media 

por estar conformada de 347 aminoácidos, presenta especificidad por una gran variedad de 

sustratos donde se incluyen alcoholes primarios lineales y ramificados, alcoholes secundarios 

lineales y cIclicos y cetonas ciclicas. Además que esta enzima es extraordinariamente 

termófila presentando un incremento en su actividad al aumentar la temperatura en una rango 

de 40 a 95°C. En cuanto a su estabilidad térmica se observa un tiempo de vida media de 20 h 

a 60°C y 5 h a 70°C. 

Más tarde Ammendola et al., (1992) secuenciaron el gen y la proteina de esta alcohol 

deshidrogenasa NAD dependiente en Sulfolobus solfataricus y la relacionaron con otras 

alcoholes deshidrogenasas, observando que existe entre un 24 a 25% de identidad con la 

secuencia aminoacidica de las alcoholes deshidrogenasas proveniente de higado de caballo, 

levadura y Thermoanareobium brockii. 

Por otro lado Bryant et al., 1988 purificaron dos alcoholes deshidrogenasas de 

Thermoanaerobacter ethanolicus (ATCC 31550). Ambas enzimas son tetraméricas con 

aparentemente idénticas subunidades. Son NADP dependientes y presentan una elevada 

termoestabilidad. Lo que las diferencia es la selectividad por el sustrato: una de ellas actüa 

sobre alcoholes primarios incluyendo heptanol y otros alcoholes de cadena larga. La otra 

enzima actüa sobre alcoholes secundarios y se inactiva frente a pentanol y alcoholes 

superiores. La alcohol deshidrogenasa primaria es formada por Thermoanaerobacter 

ethanolicus después de la fase de crecimiento. En cambio la alcohol deshidrogenasa 

secundaria se produce durante la etapa de crecimiento del microorganismo, es estimulada por 

piruvato y tiene una baja afinidad por acetaldehido. Se postula que es responsable de la 

formaciôn de eta nol en la fermentación de carbohidratos. 
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Ludwig et al., 1995 detectO una alcohol deshidrogenasa NAD- dependiente en Rhodococcus 

erythropolis ATCC 4277 que es activa sabre un amplio rango de sustrato, particularmente 

sobre alcoholes alifáticos secundario de cadena larga. La enzima muestra una moderada 

termoestabilidad con un tiempo de vida media de 4 h a 60 °C y puede potencialmente ser 

utilizada para la sintesis de esteroisômeros ópticamente puros de alcoholes secundarios. 

El mismo año Ma et al. (1995) aislaron desde aguas hidrotermales una arquea anaerobia 

denominada Thermococcus ES-1. Este microorganismo crece a temperaturas superiores a los 

91°C, y su rendimiento y velocidad de crecimiento depende de la concentraciôn de azufre 

elemental (S°) en el media. Requiere de una concentración minima de S° para detectar 

actividad catabôlica durante la etapa de crecimiento. Dentro de las enzimas se incluye una 

alcohol deshidrogenasa NADP dependiente formada par homotetrámeros y que 

preferentemente cataliza la reducciOn de acetaldehIdo y fenilacetaldehida, aunque también se 

ha abservado que actüa en la oxidaciOn de alcoholes de 2 a 8 átomos de carbono. 

Otra alcohol deshidragenasa NAD- dependiente fue observada par D' Auria et al. (1996). 

Esta vez la enzima proviene del micraorganisma termáfila Bacillus acidocaldarius; es un 

tetrámera campuesto par subunidades idénticas de 38 KDa cada una. Aunque presenta 

especificidad par alcoholes primarios y secundarias lineales y cIclicos, el etanol es el mejar 

sustrato y no es activa en presencia de cetonas. 

Un aña después Li y Stevenson (1997) purificaron una alcohol deshidrogenasa tipa Ill 

NADP(H)- dependiente de una Thermococcus, esta vez de la cepa AN1. Esta enzima es un 

homotetrámero que oxida una serie de alcoholes primarias lineales, pero no cataliza la 

oxidaciôn del metanol. El valor de pH y temperatura optima utilizando etanol coma sustrato es 

de 7,0 y 85°C respectivamente. 

Posteriarmente Antoine et al. (1999), lagraron clonar, secuenciar y sabre expresar en 

Escherichia co/i el gen que cadifica la alcohol deshidrogenasa tipa Ill NADP(H)- dependiente 

de Thermococcus hydrothermalis. La enzima recombinante fue purificada, caracterizada y 

camparada con la enzima nativa abservanda que la estructura de la recombinante es 

dependiente del pH: a pH 10,5 es un homotetrámero de 45 kDa cada subunidad y a pH 7,5 es 

un dImero de 80,5 KDa. Par atro lada, los parâmetros cinéticos muestran que la enzima 

recombinante presenta mayor afinidad par el aldehido, aunque tamblén axida alcoholes 
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alifáticos primarios preferentemente de dos a ocho átomos de carbono y alcoholes 
aromáticos, además de presentar actividad sobre metanol, glicerol y estéreo especificidad por 
monoterpenos. 

Holt et al. (2000), clonan, secuencian y expresan en Escherichia co/i el gen de una alcohol 
deshidrogenasa de Thermoanaerobacter ethanolicus JW 200, obteniendo una alcohol 
deshidrogenasa termoestable capaz de oxidar alcoholes primarios de cadena larga. La 
secuencia nucleotidica de adhA corresponde a un ORF (open reading frame) de 1179 pb que 
codifican 399 aminoácidos. El análisis de la secuencia aminoacIdica muestra que existe un 

69% de identidad con alcohol deshidrogenasas desde dos especies de arqueas 
(Thermococcus AN  y Thermococcus lit orales). 

Posteriormente, Hirakawa et al. (2004), purificaron una alcohol deshidrogenasa de la arquea 
hipertermofilica Aeropyrum pernix Ki y la expresan en Escherichia co/i. La enzima 

recombinante obtenida es un homotetrámero cuyo pH para las reacciones oxidativas es de 
10,5 y para las reductivas es alrededor de 8,0. Esta enzima es una NAD-dependiente 
termofIlica cuya actividad catalItica se incrementa a! aumentar la temperatura sobre los 95°C 
y mantiene sobre 24% de su actividad inicial durante 30 mm. a 98°C. Su especificidad por 
sustratos mncluye alcoholes alifáticos y aromáticos y cetonas alifáticas y aromáticas. 

Kube et al. (2006) optimizaron la producciôn de la alcohol deshidrogenasa de la arquea 
termoactiva Pyrococcus furiosus (Adh C) a través de diferentes estrategias de cultivo del 
microorganismo. Para eso expresaron el gen que codifica la Adh C en Escherichia coil para 
posteriormente estudiar el crecimiento en medio minimo de este microorganismo en cultivo en 
un biorreactor operado en la modalidad por lote. Las estrategias de cultivo utilizadas para 
optimizar la producciôn de la enzima consistieron en variar la temperatura de 37 a 28°C, 

aplicar shock térmicos desde 37 a 42°C y desde 37 a 45°C y variar el tiempo de inducción. La 
maxima actividad registrada fue de 30 UI/I (co rres pond iente a 6 mg/I protelna), donde una 
unidad internacional UI es definida como a cantidad de enzima requerida para la conversion 

de 1 j.tmol NAD por min a condiciones estándar, utilizando 2,3 butanodiol como sustrato y 

realizando el shock térmico de 37 a 42°C. 
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Este proyecto se centra en la produccion y purificaciôn de una alcohol deshidrogenasa que 
oxide alcoholes de cadena larga produciendo el respectivo ácido carboxIlico de interés 
industrial, ya que mediante la revision del estado del arte se pudo determinar que es factible 
inducir la producciOn de alcoholes deshidrogenasas en microorganismos utilizando como 

sustrato el alcano o alcohol correspondiente; sin embargo, no existen trabajos realizados 
sobre la sIntesis alcohol deshidrogenasa con activa sobre alcoholes de 22 y 24 átomos de 
carbono. 

Por otro lado se descartO Ia utilizaciOn de enzimas comerciales debido a que no existe en el 
mercado una enzima capaz de oxidar alcoholes de 22 y 24 carbonos, y a que estudios previos 
de la capacidad de oxidaciOn de docosanol y tetracosanol de 13 alcohol deshidrogenasas 
(Ver tabla 1.1), que fueron descritas para actuar sobre alcoholes superiores y que se 
encuentran disponibles comercialmente no presentaron actividad significativa sobre estos 
sustratos de interés. 
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3 MATERIALES Y METODOS 

3.1 Microorganismos 

Las cepas utilizadas para el estudios fueron Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y 
Thermus thermophilus HB27, HNI-11, NR-17, PRQ16, PRQ25, proporcionadas por el Dr. 
José Berenguer y el Dr. Daniel Vega del Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa" de la 
Universidad Autónoma de Madrid, España. 

3.2 Equipos y materiales 

3.2.1 Equipos 

• Autoclave, Fab. Lequex S.A. 

• Incubadora orbital Labtech , modelo LSl-3016R 

• Centrifuga Sorvall, modelo RC-SB 

• Centrifuga Sorvall, modelo RC2-13 

• Estufa de secado Memmerth, modelo ULM 600 

• Microscopio óptico Zeiss. 

• Vortex Heidolph, modelo Reax 2000 

• Centrifuga de mesa sprout 

• Espectrofotómetro Jenway modelo 6715 UVNIS 

• Baño de agua con termocirculador de inmersión Julabo Modelo EC 

• Cromatografo de gases Pelkin Elmer, modelo Clarus 500 

• Columna HP-5, Crosslinked 5% fenil metil silicona 

• Detector FID 300 00 

• Câmara de electroforesis Bio-RaD Mini Protein tetra System 

• Fuente de poder Termo Electron corporation, modelo EC 250-90 

• pH metro HANNA, Instruments pH 211 

• Roller Mixer SRT2 

• Bomba de vaclo 

• Balanza granataria Precisa, modelo XB 220A 

• Balanza granataria Precisa, modelo XB 42000 
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Placa agitadora multiestación Variomag Telesystem 

3.2.2 Materiales 

• Matraces erlenmeyer 250, 500 ml y 1 I 

• Asa de loop 

• Cámara Neubauer Improved Bright 

• Placas de petri 

• Portapipetas 

• Pipetas graduadas 1, 5 y 10 ml 

• Termómetro 

• Homogenizador de vidrio 

• Barras de agitación magnética (distintos tamaños) 

• Matraz de aforo 10, 25, 50, 100, 250, 500 ml, 11 y 2 I 

• Vasos de precipitado 50, 100, 250, 500 ml y 11 

• Probetas de 50, 100, 250 y 500 ml 

• Tubos de ensayo - gradillas 

• Cronômetro 

• Micropipetas graduadas de 10 jtl, 100 pi, 1000 j.tl y 5000 pi 

• Tips para micropipetas 

• Espátula 

• Tubos eppendorf 

• Papel filtro Whatman NO 1 

• Matraz Kitazato 

• Embudo BUchner 

• Embudo Millipore N04 con frita 

• Mechero, trIpode y rejilla 

• Viales de centelleo 

• Tubos eppendorf con filtro millipore 0,22 p.m 

• Celdas de cuarzo y plásticas para espectrofotómetro 

• Embudos de decantaciôn 
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3.2.3 Reactivos 

• Albümina de bovino (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Acido Bicinconinico (Pierce Biotechnology, USA) 

• Acido clorhIdrico (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Acido fôfico (Sigma Co,USA) 

• Acido ortofosfOrico 85% (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Acido pantoténico (Sigma Co,USA) 

• Agua mineral sin gas (Cachantun, Chile) 

• Azul de metileno (Sigma Co,USA) 

• Biotina (Sigma Co,USA) 

• Coomassie Brilliant Blue G 250 (Sigma Co,USA) 

• Cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• diglyme (Sigma Co,USA) 

• Extracto de levadura (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Glicerol 87% (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Lutrol F-68 ( BASF, Alemania) 

• Niacina (Sigma Co,USA) 

• N,O-Bis(trimetilsilil)acetamida (Sigma Co,USA) 

• Piridina (Sigma Co,USA) 

• Tiamina (Sigma Co,USA) 

• Triptona (Merck, Darmstadt, Alemaia) 

• Sulfato de potasio (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Tiosulfato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• NAD+ (Julich Chiral solutions GmbH, Alemania) 

• NADH (Julich Chiral solutions GmbH, Alemania) 

• Na2HPO4  (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• KH2PO4  (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• NaCl (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Na 104  (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• NaHCO3  (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• HNO3  (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• (NH4)2SO4  (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• NaOH (Merck, Darmstadt, Alemania) 
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• MgSO4 * 7 HO (Loba Chemie, India) 

• CaCl2 * 2 H20 (Loba Chemie,lndia) 

• FeSO4 * 7 HO (Loba Chemie,India) 

• MnC12 * 4 HO (Loba Chemie,India) 

• ZnSO4 * 7 HO (Loba Chemie,India) 

• CoCl2  (Loba Chemie,India) 

• CuSO4 * 5 HO (Loba Chemie,India) 

• M003 (Loba Chemie,India) 

• H31303  (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Etanol (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Butanol (Sigma Co,USA) 

• Octanol (Sigma Co,USA) 

• Dodecanol (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Tetradecanol (Sigma Co,USA) 

• Tetradecano (Sigma Co,USA) 

• Hexadecanol (Sigma Co,USA) 

• Heptadecano (Sigma Co,USA) 

• Octadecano(Sigma Co,USA) 

• Eicosanol (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Docosanol (Sasol Germany GmbH) 

• Tetracosanol (ABCR GmbH & CoKG) 

• Trizma Base (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Glicina (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma Co,USA) 

• Marcador de peso molecular (MW-SDS- 200 KiT SIGMA) 

• Glicerol (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• 0 Mercaptoetanol (Sigma Co,USA) 

• Azul de bromofenol (Sigma Co,USA) 

• Acrilamida (Sigma Co,USA) 

• N,N' metilenbisacrilamida (Sigma Co,USA) 

• Persulfato de amonio (Sigma Co,USA) 

• N,N,N',N' tetrametiletilen diamina (TEMED) (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Etilendiaminotetracetato disOdico (EDTA) (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• Metanol (Merck, Darmstadt, Alemania) 
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• Isopropanol (Merck, Darmstadt, Alemania) 
• Acido acético glacial (Merck, Darmstadt, Alemania) 
• Coomassie Brillian Blue (Sigma Co,USA) 
• Agarosa 4 BCI (Iberagar, Portugal) 
• Q-sepharose (GE Healthcare Bio-Sciences, Suiza) 
• CM-sepharose (GE Healthcare Bio-Sciences, Suiza) 
• SP-sepharose (GE Healthcare Bio-Sciences, Suiza) 
• DEAE-sepharose (GE Healthcare Bio-Sciences, Suiza) 
• CNBr sepharose 4B (GE Healthcare Blo-Sciences, Suiza) 
• Imino diacetic acid (Sigma Co,USA) 
• Glicidol (Sigma Co,USA) 

• Hexano (Merck, Darmstadt, Alemania) 
• Tritán X-100 (Sigma Co,USA) 
• Glicerina (Merck, Darmstadt, Alemania) 
• NaBH4  (Sigma Co,USA) 

• CuSO4  (Merck, Darmstadt, Alemania) 
• H3B03  (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• f3 Mercaptoetanol (Sigma Co,USA) 
• Epiclorhidrina (Sigma Co,USA) 
• Etilendiamina (Merck, Darmstadt, Alemania) 
• Dextrano sulfato 100 kDa (Merck, Darmstadt, Alemania) 
• NaCI (Merck, Darmstadt, Alemania) 
• Imidazol (Merck, Darmstadt, Alemania) 
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3.3 Métodos analIticos 

3.3.1 DeterminaciOn de la actividad deshidrogenasa 

La actividad enzimática de la alcohol deshidrogenasa fue determinada 
espectrofotométricamente mediante el método de Rella etal. (1987) modificado. La actividad 
fue determinada registrando el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la formaciOn 
de NADH, utilizando 0,2 mM de sustrato (alcohol alifático), 100 mM NAD en tampon fosfato 
100 mM pH 7,0 con 0,65% diglyme. 

La actividad enzimática es medida como velocidad inicial de reacción; una unidad 
internacional (UI) de actividad se define como la cantidad de enzima que cataliza la 
formaciOn de 1 p.mol de NADH por minuto a las condiciones antes mencionadas. 

Es importante destacar que por cada 2 moles de NAD consumido se produce un mol de 
ácido. 

PreparaciOn de reactivos: 

Se preparO una soluciOn de NAD 100 mM en tampon fosfato 100 mM pH 7,0 y soluciones 
stock 30,6 mM de los diferentes sustratos (etanol, butanol, octanol, dodecanol, tetradecanol, 
hexadecanol, docosanol y tetracosanol) en diglyme para solubilizar el alcohol de cadena 
larga. 

Procedim iento: 

Antes de comenzar la mediciOn de actividad el sustrato fue diluidos a una concentraciOn final 
0,2 mM en tampOn fosfato 100 mM pH 7,0 bajo agitación y temperatura de aproximadamente 
70°C. 

La reacciOn se llevO a cabo agregando 2 ml de sustrato 0,2 mM en una cubeta de cuarzo, 
luego se adicionO entre 50 a 200 ltl de enzima y se preincubO durante 5 minutos a 30 °C las 
enzimas provenientes de microorganismos mesOfilos, 50°C para Thermus y 70°C Thermus 
thermophilus, bajo agitaciOn magnética. Se dio inicio a la reacciOn adicionando 100 j.il de 
NAD 100 mM. Luego de 2 minutos de reacciOn se determinO la pendiente de la curva 
absorbancia del producto (NADH) versus tiempo en minuto obtenida a 340 nm. 

32 



CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS 

El cálculo de Ia actividad deshidrogenasa y la determinaciOn del coeficiente de extinciOn 

molar de NADH se presentan en los apéndices A y B respectivamente. 

3.3.2 Determinación de proteina soluble 

La cuantificaciôn de protemnas fue realizada mediante el método colorimétrico de Bradford 

(1976), el cual involucra la uniOn de Coomassie Brilliant Blue G 250 a la proteina. Esta uniOn 

produce un cambio en el máximo de absorciOn que es monitoreada a 595 nm. Es un método 

rápido y reproducible, y no presenta interferencias por la presencia de aminoácidos en el 

media. El proceso esta virtualmente completo después de 15 minutos con un buen color y 

estabilidad par 1 hora. 

PreparaciOn de Reactivo de Bradford 

Se disolvieron 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 en 50 ml de etanol 95%. Se 

agregaron ientamente 100 ml de ácido ortofosfôrico a! 85% (ply), y se aforO la soluciOn a 11 

con agua desionizada. Se almacenó la soluciOn resultante a temperatura ambiente protegida 

de la Iuz. 

Procedimiento 

A partir de una soluciOn estándar de albümina de suero bovino (BSA) de concentración 1 

mg/ml en agua destilada fue preparada una baterla de tubas eppendorf entre 0 y 0,1 mg/ml. 

A cada tuba se adicionô 1 ml reactivo de Bradford se homogenizO la mezcla y se midiO la 

absorbancia en espectrofotOmetro a 595 nm después de 15 minutos y antes de 1 hora de 

reacciOn, contra un blanco de reactivo preparado con agua. Posteriormente se graficO 

absorbancia versus concentración de proteina patrOn (Ver apéndice C). 

La concentraciOn de proteinas de una muestra fue obtenida aplicando el procedimiento del 

punto anterior e interpolando el valor de absorbancia obtenido a 595 nm en la curva patron 

calibrada con albUmina de suero bovino (BSA). 
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3.3.3 DeterminaciOn de protelna inmovilizada por el método del acido bicinconInico 

(BCA) 

La determinación de la proteina inmovilizada se Ileva a cabo por el método del acido 

bicinconInico, ensayo disponible en forma de kit de Pierce (Rockford, Illinois). Este es un 

método colorimétrico que permite cuantificar y detectar proteinas totales aUn en presencia 

con detergentes o unidas a soportes (Stoscheck, 1990). El método se basa en el principio 

que las proteinas reducen el ian Cu 2  a Cu" bajo condiciones alcalinas y posteriormente el 

ion Cu" reacciona con dos moléculas de acido bicinconinico formando un complejo de color 

pürpura. Este complejo soluble presenta una maxima absorción a 562 nm que se mantiene 

lineal con el aumento de las concentraciones de proteinas en un rango amplio de trabajo (5-

2000 p.glml). 

PreparaciOn de Reactivo 

Fue preparado poniendo en contacto 50 partes del reactivo A (Acido bicinconInico) con 1 

parte de reactivo B (Sulfato de cobre 4%) al momento de usar. 

Procedimiento 

A partir de un estándar 0,5 mg/ml de albUmina de suero bovino (BSA) se preparO una bateria 

de tubos eppendorf entre 0 y 0,2 mg/ml. A cada tubo se adicionO 1 ml reactivo BCA, se 

homogenizO la mezcla y calentO a 60°C durante 30 minutos. Se enfriô y midiO la absorbancia 

en espectrofotómetro a 562 nm, contra un blanco de reactivo preparado con agua. 

Posteriormente se graficO absorbancia versus concentración de protelna patron. (Ver 

Apéndice D). 

Para medir la protemna inmovilizada se pesO alrededor de 20 mg de biocatalizador en un tubo 

eppendorf de 2 ml, se adicionó 980 j.tl de agua destilada y 1 ml de reactivo BOA. Se 

homogenizO la mezcla y calentó a 60°C durante 30 minutos. Finalmente la muestra fue 

enfriada y centrifugada a 5.000 r.p.m por 2 mm., se tomO el sobrenadante y se midiô la 

absorbancia en espectrofotOmetro a 562 nm. 
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3.3.4 Cuantificación de alcoholes, aldehIdos y ácidos grasos de cadena larga 

La cuantificación de los sustratos y productos de la reacción de oxidaciôn fue realizado por 

cromatografla gaseosa. Las especies cuantificadas por cromatografla fueron: tetradecanol, 

docosariol, tetracosanol, ácido tetracosanoico, ácido docosanoico, ácido tetracosanoico y 

sus respectivos aldehIdos. Las condiciones de operación del cromatógrafo de gases fueron 

las siguientes: 

Cromatógrafo : Perkin Elmer Clarus 500 

Carrier : Helio 68,4 (64 cm/s), flujo constante 

Columna : HP-5 (fenil metil silicona entrecruzada a! 5%) 

30 m * 0.25 mm * 0.88 .tm 

lnyección :Split (1:1) 0,5 pi 

Detector : FID 300 °C 

Los cálculos de cuantificaciôn de los compuestos de se encuentra en el apéndice E. 

3.3.5 Cuantificación de microorganismos 

La determinaciôn de la concentración celular fue realizada por peso seco y densidad ôptica. 

Procedimiento 

A partir de un cultivo que se encontraba en fase de crecimiento exponencial se tomaron por 

triplicado 30 ml de caldo de cultivo en tubos o capachos de centrIfuga, los que son 

centrifugados a 8.000 g x 15 minutos y 4°C, retirando el máximo sobrenadante pero evitando 

tomar biomasa. El pellet obtenido fue lavado tres veces con agua destilada. Luego del Ultimo 

lavado, el pellet fue resuspendido en un minimo volumen de agua destilada y trasladado en 

su totalidad a un capacho de papel aluminio que ha sido previamente pesado luego de 

secado durante 12 hrs. a 100°C. Las muestras fueron secadas en estufa a 80°C durante 48 

hrs. y pesadas. La masa celular se obtuvo por diferencia y la concentración celular o 

biomasa se determinô dividiendo la masa celular en gramos por el volumen inicial de caldo 

de cultivo utilizado en Iitros. 
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Posteriormente se realizô la curva de calibrado de absorbancia versus concentración celular 

en gIL. Para tal efecto se tomaron muestras del mismo caldo de cultivo en fase de 

crecimiento exponencial y fueron diluidas en agua destilada y medida su absorbancia a una 

longitud de onda de 650 nm frente a un blanco de agua. Se realizaron alrededor de ocho 

diluciones distintas de tal forma que los valores se encontraran en una rango de 0,1 a 0,8 

unidades de absorbancia. Los datos registrados por densidad óptica fueron correlacionados 

con los datos de concentraciôn celular correspondientes obteniéndose de esta forma la curva 

de calibrado. 

La determinacián de concentración celular en una muestra desconocida fue realizará 

tomando un volumen determinado de muestra convenientemente diluida para que se 

encuentre en el rango lineal. Luego se midiO su absorbancia a una longitud de onda de 650 

nm y se interpoló el valor de concentración celular en la curva de calibrado. 

Las curvas de calibrado correspond ientes a los diferentes microorganismos se presentan en 

el apéndice F. 

3.3.6 PreparaciOn de extracto crudo 

Las células fueron recolectadas durante la fase estacionaria por centrifugación a (10.000 g x 

10 mm) y congeladas a -18 °C Luego fueron resuspendidas en 10 mM tampOn fosfato de 

sodio pH 7,5 con 10 mM de NaCl y 3 mM benzamidina en razOn 1/1 peso volumen y 

homogenizada por media de abrasion mecénica con alumina (0,5 g / ml). La fracciôn soluble 

obtenida tras la centrifugaciOn (15.000 g x 15 mm, 4 °C) fue refrigerada a 4°C y utilizada 

coma fuente de alcohol deshidrogenasa. 

Se comprobO el grado de ruptura celular determinando el porcentaje de células viables 

utilizando la tinciôn de azul de metileno (Allen, 1994b). Para tal efecto se preparO una 

solución de metileno 0,1% en agua destilada, luego se tomO una muestra de células en un 

tubo de ensayo y se diluyO con agua destilada hasta tener una muestra que contenga 

aproximadamente entre 100 y 200 células en el campo del microscopio. Se mezc!O la 

muestra completamente y se adicionaron 10 gotas de azul de metileno. Se mezclO y dejó 

reposar 3 a 5 mm. Se puso una gota en el porta objeto y cubrió con el cubre objeto. Se 
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examinô la muestra baja el mcroscopio a una ampTificaciôn de 100X y se contaron las 

células totales y las células teñidas (rotas), calculando el porcentaje de células rotas. 

3.3.7 Caracterización electroforética 

La electroforesis en gel de poliacrilamida denaturante (SDS-PAGE) desarrollada par 

Laemmli, U.K. (1970) es uno de los métodos mâs resolutivos empleados para la separación, 

identificación y medicián del Indice de pureza de macromoléculas. Se realiza confeccionando 

geles mediante la polimerizaciOn inducida par radicales libres de acriamida y N,N'-

metilenbisacrilamida, formando poros de distintas dimensiones que permiten el retraso de las 

moléculas grandes con respecto a las menores. 

Se emplea dodecil sulfato de sodio (SIDS) para inducir en la protelna una forma cilindrica 

(denaturalizada) permitiendo que la separación se produzca en base a la masa molecular, 

debido a los efectos de la filtraciôn en el gel. La masa molecular de una protelna se 

determina sometiendo a una electroforesis conjunta la proteina en estudio con diversas 

"protelnas marcadoras" de masa molecular conocida, Ia que permite realizar una curva de 

calibrado relacionando la distancia de migraciôn con la masa molecular (Voet etal., 1992). 

Preparación de Reactivos: 

So!uciOn acrilamida-bisacrilamida 30 %: se disolvieron 29,2 g de acrilamida y 0,8 g de 

bisacrilamida en 100 ml de agua destilada. 

Persu!fato de amonio (PSA) 10%: se disolviô 1  de PSA en 10 ml de H20. 

SDS 10%: se disolviô 1 g en 10 ml de H20. 

Buffer Lower: (1.5 M Tris-HCI a pH 8,8) fue preparada disolviendo 18,2 g de Tris-HCI en 80 

ml de agua destilada, ajustando pH 8,8 y aforanda a 100 ml. 

Buffer Upper: (0.5 M Tris-HCI a pH 6,8) fue preparado disolviendo 6 g de Tris-HCI en 80 ml 

de agua destilada, ajustando pH 6,8 y aforando a 100 ml. 
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SoluciOn cargadora: esta soluciôn permite digerir las muestras antes de aplicar en el gel. Se 

preparó mezclando Tris HCI 0,01 M pH 6,8/ EDTA 1 mM ISDS 2,5%! mercaptoetanol 5%/ 

azul de bromofenol 0,04 mg/ml/ glicerol 30%. 

Procedimiento: 

Se basa en la metodologla desarrollada por Blo-Rad: 

Se instalaron las placas de vidrio como se muestra en la Figura 3.1 

3 c 

Figura 3.1 Preparación de las placas de vidrio para electroforesis 

Se preparô el gel de separaciôn correspondiente a una soluciOn de acrilamida de 12%, en 

un vial de centelleo de 20 ml de acuerdo con la labia 3.1. 

Tabla 3.1 Composiciôn de geles SDS-PAGE a un grado de 

polimerización de 12%. 

Reactivos volumen 

Acrilamida/Bisacrilamida 2,0 ml 

Buffer lower pH 8,8 1,25 ml 

H20 destilada 1,72 ml 

Persulfato de amonio 10% 25 jii 

TEMED* 7,0 il 

* N, N, N', N' tetrametiletilen diamina 

La soiución fue homogenizada y vertida entre las placas de vidrio hasta alcanzar la IInea 

marcada (Ver Figura 3.1); se eliminaron las burbujas agregando 200 jtl de butanol sobre el 

gel despiazando la punta de la micropipeta en forma horizontal. 
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Una vez polimerizado el gel, fue extraido el butanol con agua destilada. A continuación se 

agregó la solución del gel concentrador al 4% que fue preparado previamente de acuerdo a 

la labia 3.2 en un vial de centelleo de 20 ml. 

Tabla 32 Composiciôn del gel concentrador a un grado de 

poiimerización de 4%. 

Reactivos 4% 

Acrilamida/Bisacrilamida 300 tl 

Buffer Upper pH 6,8 750 il 

H20 destilada 1,5 ml 

Bisacrilamida 2% 200 j.tl 

Persulfato de amonio 10% 15 j.il 

TEMED* 5,0 iI 
* N, N, N', N' tetrametiletilen diamina 

Una vez polimerizado el gel concentrador, fue instalada en la cámara de electroforesis 

formándose un compartimiento superior e inferior. 

Fue llenado cada compartimiento con tampon de corrimiento pH 8,3 que contiene Tris 

base 0,125 M /Glicina 0,96 M /SDS 0,1 %, hasta cubrir completamente los bolsillos del gel. 

Posteriormente fueron digeridas las muestras de enzima en soluciOn cargadora en 

relaciOn 1:4 v/v y calentar por 3 minutos. Posteriormente fueron cargadas las muestras en el 

gel e iniciada la migracion aplicando 150 volt. 

Una vez terminada la separaciOn, se desmontó la cámara y el gel fue extraido para su 

posterior tinciOn con Coomassie Brilliant Blue. 

Una vez que es posible visualizar las bandas proteicas, el gel fue secado utilizando una 

soiuciôn de glicerol 5 % y montado en papel celofán para su posterior análisis. 
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3.4 MetodologIa Experimental 

A continuaciOn se presenta detalladamente la metodologIa experimental desarrollada para 

cumplir los objetivos propuestos. Las actividades fueron realizadas en la Escuela de 

Ingenierla Bioqulmica de la Pontificia Universidad Catôlica de Valparaiso, en el Centro de 

Biologia Molecular "Severo Ochoa" de la Universidad Autônoma de Madrid (UAM) y en el 

Instituto de Catálisis y Petroleoqulmica del CSIC. España. (Ver Figura 3.2). 

Microorganismos preseleccionados 

PropagaciOn y mantenciôn 

md uccion 

Selecciôn 
microorganismos 

Producciôn Alcohol deshidrogenasa 

lnmovilizaciôn I Purificación 

Caracterizaciôn I LC-MS/MS 

Reacción de oxidaciôn 

Figura 3.2 Esquema de la metodologia experimental. 
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3.4.1 Preselección de los microorganismos 

Con la finalidad de acotar el estudio del screening de microorganismos se realizO una 
preselecciOn basándose en la capacidad de los microorganismos extremOfilos de producir 
enzimas capaces de actuar a elevadas temperaturas, temperaturas a las cuales los sustratos 
enzimáticos de interés en este estudio (docosanol y tetracosanol) se encuentran en estado 
lIquido. Las cepas estudiadas que por bibliografia se sabe que son productoras de alcohol 
deshidrogenasas que oxidan alcoholes de más de seis carbonos son las siguientes: 

Thermus thermophilus H1327, HNI-11, NR-17, PRQ16, PRQ25. Todas bacterias Gran 
negativas de la clase Deinococci, utilizadas en una gran variedad de aplicaciones como 
organismo modelo para la manipulaciOn genetica, la genOmica estructural y la biologla de 
sistemas, además de ser productoras de enzimas termoestables con aplicación 
biotecnolOgicas como es el caso de la enzima ADN polimerasa utilizada en las técnicas de 
PCR. Son termófilas extremas con temperaturas Optimas de crecimiento de 
aproximadamente 65 a 70 00  y originalmente han sido aisladas de fuentes de aguas 
termales de JapOn, España y Portugal (Mooser etal., 2006) (Ver Figura 3.3 b). 

Thermus A131 es una bacteria Gran negativa obtenida de fuentes de aguas termales de As 
Burga, España por el Dr. José Berenguer del Centro de Biologla Molecular "Severo Ochoa" 
de la Universidad AutOnoma de Madrid, España. Crece a temperaturas de alrededor de 
50°C. Es un microorganismo recién descubierto y no se tiene mayor informaciOn al respecto. 

Por otro lado se incluyó en este estudio a la levadura Candida tropica!is (ATCC 20336) por 
ser el Unico microorganismo que por bibliografia se sabe que produce una alcohol 
deshidrogenasa que oxida alcoholes superiores hasta 16 átomos de carbono, producciOn 
inducida adicionando al medio de cultivo del microorganismo una mezcla de alcanos entre 10 
y 13 átomos de carbono. Es un microorganismo mesôfilo cuya temperatura Optima de 
crecimiento es de 30 00  en un medlo básico; pertenece al genero fUngico Candida y a la 
clase Saccharomycetes. (Ver Figura 3.3 a) 
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Figura 3.3 Microscopia ôptica con aumento 1 OOX. a) Candida tropicalis 

ATCC20336) b) Thermus thermophilus PRQ25. 

3.4.2 Activación, mantención y propagaciôn de los microorganismos 

Las cepas liofilizadas de Thermus AB1 y Thermus thermophilus, fueron activadas 

resuspendiendo cada cepa en 20 p1 de medio Thermus (Ver apéndice G) y propagandas en 

matraces de 250 ml con 20 ml del mismo medio e incubadas durante 24 hrs. a 200 r.p.m y 

50°C (ABI) 070°C (HB27, HNl-11, NR-17, PRQ16 y PRQ25). 

La cepa liofihizada de Candida tropicalis fue resuspendida en I ml de agua destilada estéril 

y postenormente propagada en matraces de 500 ml con 100 ml de medio definido diseñado 

para crecimiento de 3 g/l utilizando glicerol como sustrato limitante (Ver apéndice H) e 

incubadas durante 24 hrs. a 200 r.p.m y 30°C. 

La mantención de las cepas se realizó en agar inclinado con un medio de cultivo definido 

para Candida tropicalis y en medio Thermus para T. thermophilus. Los tubos de agar 

inclinados fueron inoculados e incubados a 30 °C, 50 °C y 70° C respectivamente durante 3 

dias, y postenormente fueron almacenados a 4°C. 

La propagaciOn de las cepas se realizO durante 30 horas, tiempo donde se estudiô la cinética 

de crecimiento celular y se determinó la velocidad especifica de crecimiento. La fermentación 

fue realizada en matraces de 500 ml con 200 ml de medio de cultivo a las condiciones antes 

mencionadas. 
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3.4.3 lnduccion de la producción de alcohol deshidrogenasa en los microorganismos 

Con la finalidad de encontrar las mejores condiciones de inducciOn de la producción de la 
enzima alcohol deshidrogenasa con capacidad de oxidar alcoholes superiores se estudiO 

- Tipo de inductor para cada microorganismo. 

- Concentraciôn del inductor que permita un mayor crecimiento de los microorganismos. 
- Etapa de adición de inductor (inicio del cultivo / fase de crecimiento exponencial). 
- Tiempo de cultivo que maximice la producción de la enzima. 

La inducciôn de las cepas Thermus A131, Thermus thermophilus y Candida tropical/s ATCC 
20336 tue realizada adicionando al medio de cultivo 0,025; 0,05; 0,5; 1 y 2 % de alcoholes o 
alcanos. Alcoholes entre 2 y 24 átomos de carbono y alcanos entre 14 a 24 átomos de 
carbono. Además a la cepa Candida tropicalis ATCC 20336 se le adicionó 0,05 % Tween 80. 
La fermentación fue Ilevada a cabo en matraces de 500 ml con 200 ml a 200 r.p.m y 30°C 
(Candida tropical/s ATCC), 50 °C (AB1) y 70°C (1-11327, HNI-11, NR-17, PRQ16 y PRQ25). 
Una vez que se obtuvo el crecimiento máximo de las diferentes cepas (al inicio de la fase 
estacionaria), se recolectaron las células y se procedió a la obtención del extracto crudo 
como se describe en la sección 3.3,6., para posteriormente determinar la presencia de 
alcohol deshidrogenasa. A partir de este estudio se seleccionaron los microorganismos que 
produjeron enzimas con actividad oxidativa sobre docosanol y tetracosanol. 

Posteriormente, para cada microorganismo se determinô el tipo de inductor que produjo la 
enzima con más elevada actividad oxidativa sobre docosanol y tetracosanol. 

Finalmente se evaluO la etapa de adición y el tiempo de cultivo que maximizara la producción 
de enzima. Este estudio tue realizado adicionando el agente inductor al inicio del cultivo y en 
fase de crecimiento exponencial. Se tomaron muestras durante la fermentación y se analizO 

la presencia de enzima evaluando la actividad sobre docosanol y tetracosanol. 

Una vez determinado el tipo de microorganismo y las condiciones de inducciôn que 
maximizaran la producción de la alcohol deshidrogenasa se precediO a producir enzima en 

mayor cantidad para su posterior inmovilizaciOn, purificaciOn y caracterizaciOn. 
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3.4.4 Purificación de las alcohol deshidrogenasas prod ucidas 

Los protocolos de purificaciôn de las enzimas producida por Thermus AB1 y Thermus 
thermophilus PRQ 25, fueron desarrollados en el Instituto de Catálisis y Petroleoquimica 
CSIC. Campus Universidad Autánoma de Madrid gracias a la Beca Chile de estancia en el 
extranjero (CONICYT), con el apoyo del grupo de investigaciôn dirigido por el Dr. José 
Manuel Guisán. En cambio la purificaciôn de las enzimas producida Candida tropicalis ATCC 
20336 fue diseñada en el lnstituto de Catálisis y Petroleoquimica del OSlO y ejecutada en el 
laboratorio de biocatálisis de la Pontificia Universidad Católica de Valparaiso. 

Los extractos crudos de Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 se prepararon 
recolectando las células durante la fase estacionaria POI centrifugaciOn a (10.000 g x 10 mm) 
y congeladas a -18 IC.  Luego fueron resuspendidas en 10 mM tampon fosfato de sodio pH 
7,5 con 10 mM de NaCl y 3 mM benzamidina en razOn 1/1 peso volumen. La disrupción 
celular fue realizada a 4 00  utilizando un sonicador ultrasOnico Scientz, modelo JY 88 
operado a 250 Watts y 25 kHz de frecuencia, por ciclos de 5 minutos durante un periodo total 
de 30 minutos. La fracciOn soluble obtenida tras la centrifugación (15.000 g x 15 mm, 4 00) 

fue refrigerada a 4°C y utilizada como fuente de alcohol deshidrogenasa. En cambio el 
extracto crudo de Candida tropicalis fue preparado como se describe en la sección 3.3.6. 

Se probaron las diferentes matrices cromatográficas: 

Intercambiador catiOnico: 

Carboximetil-sepharose (- OCHCOO) (soporte comercial) 

Sulfopropil-sepharose (—O—CH2CHOHCH200H2CH2CH2SO3 ) (soporte comercial) 

DxSO4 (dextrano sulfato 100 kDa, preparado en laboratorio Dr. Guisán) 
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Intercambiador aniónico: 

• Q-sepharose (—O—CH2CHOHCH20CH2CHOHCH2N(CH3)3) (soporte comercial) 

• DEAE-sepharose (-0—CH2CH3-N+(C2H5)2H) (soporte comercial) 

• IDACU 2  (—N—(CH2COO)2-Cu 2  (a base de ácido imidinodiacil diacético, preparado en 
Iaboratorio Dr. Guisán) 

Las matrices cromatográficas o resinas fueron lavados con abundante agua y equilibrados 
en tampon fosfato 5 mM pH 7,0. Posteriormente se pusieron en contacto 0,5 g de cada 
resina con 5 ml de extracto crudo que contiene 0,1% de triton x-ioo y se dejaron bajo 
agitaciOn en rodillos. Se midiO la actividad del blanco a tiempo cero (sin resina) y 
posteriormente se fue midiendo Pa evoluciOn la adsorciOn en el tiempo evaluando Ia actividad 
en suspension y sobrenadante hasta un periodo final de 2 horas. La actividad 
deshidrogenasa fue determinada en cubeta utilizando como sustrato 0,2 mM de docosanol y 
adicionando 2 mM de FeSO4. 

Con aquellas resinas que presentaron sobre un 80% de adsorciOn se procedió a desorber la 
enzima que se encuentra semi purificada. El proceso de desorciOn consistiO en poner el 
catalizador en contacto con concentraciones crecientes de imidazol desde 5 mM hasta 25 
mM en el caso de uniOn a IDA+2  y de NaCl desde 50 a 400 mM para las enzimas unidas a 
las otras resinas. Para ello se pusieron en contacto 0,5 g de cada catalizador con 2 ml de 
tampon fosfato 25 mM pH 7,0 c/ imidazol a NaCl segUn sea el caso; se dejô durante un 
perlodo de 30 minutos a 1 hora con agitaciOn en rodillos y se midiO tanto el sobrenadante 
coma la suspension (resina + sobrenadante). Luego se IavO la resina y se puso en contacto 
con una concentraciOn mayor de imidazol a NaCl. 

Una vez que se conoce en qué tipo de resina se adsorbe a cada una de las enzimas par 
sabre el nivel minimo aceptabte se procediO a diseñar el protocalo de purificaciOn. El criterio 
utilizado fue primero contactar los extractos crudos con aquellas resinas que no adsorben la 
alcohol deshidrogenasa y que estarIan adsorbiendo otro tipo de proteina presentes en el 
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crudo. Para luego contactar este crudo semi purificado con la resina que obtuvo mayor 
rendimiento de adsorciôn. Finalmente eluir la alcohol deshidrogenasa para obtener la enzima 
en forma soluble 

Protocolo purificación de alcohol deshidrogenasa proveniente de Candida tropicalis 
ATCC20336: 

Se pusieron en contacto 6 g de IDA 2  con 40 ml de extracto crudo de Candida tropicalis 
que contiene 0,1% de triton X-100 y se dejO bajo agitación en rodillos durante dos horas a 
temperatura ambiente. Se centrifugO a 1.000 g x 5 minutos y el sobrenadante recuperado se 
puso en contacto con 6 g de DEAE-sepharose, dejando bajo agitacián en rodillos durante 
dos horas. Luego se centrifugô a 1.000 g x 5 minutos, la resina recuperada se lavó con 20 ml 
de NaCl 50 mM en tampOn fosfato 5 mM pH 7,0 y se centrifugo a 1.000 g x 5 minutos. El 
sobrenadante recuperado que contiene la enzima de interés fue diluido 5 veces en tampOn 
fosfato 5 mM pH 7,0 y puesto en contacto con 5 g de CM-sepharose bajo agitaciOn en 
rodillos durante dos horas, nuevamente es centrifugado a 1.000 g x 5 minutos y la resina 
lavada con 6 ml de imidazol 50 mM en tampOn fosfato 5 mM pH 7,0. Se recuperO el 
sobrenadante y se concentrO 30 veces utilizando tubos Eppendorf con filtro Millipore. Al 
filtrado se le determinO proteina, actividad y electroforesis SDS PAGE 12% teñido con azul 
de Coomassie. Todo el protocolo de purificaciOn fue realizado a temperatura ambiente. 

La Figura 3.4 muestra el diagrama de bloques del protocolos de purificaciOn realizado para 
Candida tropicalis ATCC 20336. 
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Extracto crudo 

IDA 2  

DEAE-Sepharose 

Lavar con 50 mM NaCl en tampon fosfato 5 mM pH 7,0 

Diluir el sobrenadante 5 veces en tampon fosfato 5 mM pH 7,0 

CM-Sepharose 

Lavar con 50 mM imidazol en tampOn fosfato 5 mM pH 7,0 

Concentrar 30 veces en tubos eppendorf millipore 

Electroforesis SIDS PAGE 12% 

Figura 3.4 Diagrama de bloques del proceso de purificacion de alcohol 

deshidrogenasa proveniente de Candida tropicalis ATCC 20336 
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Protocolo ourificación de alcohol deshidroaenasa Droveniente de ThermusABi: 

Se pusieron en contacto 6 g de Q-sepharose con 20 ml de extracto crudo de Thermus A131 
que contiene 0,1% de triton X-100 y se deja bajo agitaciOn en rodillos durante dos horas a 
temperatura ambiente. Se centrifugO a 1.000 g x 5 minutos, el sobrenadante recuperado se 
puso en contacto con 6 g de DEAE-sepharose se dejó bajo agitaciOn en rodillos durante dos 
horas y se centrifugO a 1.000 g x 5 minutos. El sobrenadante recuperado se puso en 
contacto con 6 g de SP-sepharose durante dos horas. Nuevamente se centrifugó a 1.000 g x 
5 minutos y el sobrenadante recuperado se puso en contacto con 6 g de DxSW durante dos 
horas, se centrifugo a 1.000 g x 5 minutos y luego se puso en contacto el sobrenadante con 
2 g IDACU 2  por dos horas más; nuevamente se centrifugO a 1.000 g x 5 minutos. La resina 
recuperada luego de la Ultima centrifugaciOn se lavO con 10 ml de imidazol 50 mM en tampOn 
fosfato 5 mM pH 7,0 y se centrifugó a 1.000 g x 5 minutos y temperatura ambiente. El 
sobrenadante conteniendo la enzima de interés fue diluido 5 veces en tampOn fosfato 5 mM 
pH 7,0 y puesto en contacto nuevamente con 1 g de IDACU 2. Se dejó bajo agitaciOn en 
rodillos durante dos horas a temperatura ambiente y nuevamente se centrifugO a 1.000 g x 5 
minutos. la resina se lavO con 2 ml de imidazol 50 mM en tampOn fosfato 5 mM pH 7,0 y se 
centrifugO a 1.000 g x 5 minutos. Se recuperO el sobrenadante y se concentrO 10 veces 
utilizando tubos Eppendorf con filtro Millipore. Al filtrado se le determinO protelna, actividad y 
se realiza electroforesis nativa y SDS PAGE 12%, ambos geles teñidos con azul de 
Coomassie. 

La Figura 3.5 muestra el diagrama de bloques de protocolo de purificación realizado para 
Thermus AB1. 
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Extracto crudo 

Q-Sepharose 

DEAE-Sepharose 

SP-Sepharose 

DxSO4  

IDA 2  

Lavar con 50 mM imidazol en tampOn fosfato 5 mM pH 7,0 

Diluir el sobrenadante 5 veces en tampOn fosfato 5 mM pH 7,0 

lDA 2  

Lavar con 50 mM imidazol en tampon fosfato 5 mM pH 7,0 

Concentrar 30 veces en tubos eppendorf millipore 

Electroforesis SDS PAGE 12% y Nativa 

Figura 3.5 Diagrama de bloques del proceso de purificaciôn de alcohol 

deshidrogenasa proveniente de Thermus AB1 
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Protocolo purificaci6n Thermus thermonhi/us PRQ 25 

Se pusieron en contacto 5 g de lDA 2  con 20 ml de extracto crudo de Thermus 
thermophilus PRQ 25 que contiene 0,1% de triton X-100 y se dejó bajo agitación en rodillos 
durante dos horas a temperatura ambiente. Se centrifugO a 1.000 g x 5 minutos y 
temperatura ambiente, el sobrenadante recuperado se puso en contacto con 6 g de CM-
sepharose se dejó bajo agitación en rodillos durante dos horas, se centrifugO a 1.000 g x 5 
minutos. El sobrenadante recuperado se puso en contacto con 6 g de DxSO4  durante dos 
horas. Nuevamente se centrifugó a 1.000 g x 5 minutos y el sobrenadante se puso en 
contacto con 3 g de DEAE-sepharose durante dos horas y se centrifugo a 1.000 g x 5 
minutos y temperatura ambiente. La resina recuperada se lavO primero con 10 ml de NaCl 
300 mM en tampon fosfato 5 mM pH 7,0 y centrifugado a 1.000 g x 5 minutos y luego se lavó 
con 10 ml de NaCl 300 mM en tampOn fosfato 5 mM pH 5,0. El sobrenadante conteniendo la 
enzima de interés fue diluido 5 veces en tampOn fosfato 5 mM pH 7,0 y puesto en contacto 
con I g de DEAE-sepharose durante dos horas, se dejO bajo agitaciOn en rodillos durante 
dos horas a temperatura ambiente se centrifugO a 1.000 g x 5 minutos y el soporte se lavO 
con 2 ml de NaCl 300 mM en tampOn fosfato 5 mM pH 5,0. El sobrenadante recuperado fue 
diluido 5 veces en tampOn fosfato 5 mM pH 7,0 y se puso en contacto con 0,5 g SP-
sepharose bajo agitaciOn en rodillos durante dos horas a temperatura ambiente, se 
centrifugO a 1.000 g x 5 minutos y temperatura ambiente. Finalmente a la resina se le 
determinó protelna, actividad, realizar electroforesis nativa y SDS PAGE 12%. La 
electroforesis SDS- PAGE se realizO en duplicado, uno de los geles fue teñido con azul de 
Coomassie y el otro gel sin teñir fue enviado al Servicio de ProteOmica del Centro de Biologla 
Molecular Severo Ochoa, en Madrid. España, para la identificaciOn de [as bandas por 
cromatografla liquida acoplado a espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS) y 
posterior comparaciOn de los resultados de secuenciación peptIdica con la base de datos del 
genoma de Thermus thermophilus PRQ 25. 

La Figura 3.6 muestra el diagrama de bloques del protocolo de purificaciOn realizado para 
Thermus thermophilus PRQ 25. 
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Extracto crudo 

IDA 2  

CM-sepharose 

DxSO4= 

DEAE-sepharose 

Lavar con 300 mM NaCl en tampon fosfato 5 mM pH 7,0 

Lavar con 300 mM NaCl en tampon fosfato 5 mM pH 5,0 

Diluir el sobrenadante 5 veces en tampOn fosfato 5 mM pH 7,0 

DEAE-sepharose 

Lavar con 300 mM NaCl en tampon fosfato 5 mM pH 5,0 

Diluir el sobrenadante 5 veces en tampon fosfato 5 mM pH 7,0 

SP-sepharose 

Electroforesis SIDS PAGE 12% y Nativa - LC/MS/MS 

Figura 3.6 Diagrama de bloques del proceso de purificaciOn de alcohol 

deshidrogenasa proveniente de Thermus thermophilus PRQ 25 
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3.4.5 lnmovilización por union covalente en glioxil agarosa 4BCL y bromuro de 

cianógeno (BrCN) 

La inmovilizaciôn de la enzima permite generar biocatalizadores robustos, incrementar su 

eficiencia de uso mediante su reutilización o mediante procesos continuos, y obtener un 

producto no contaminado por el catalizador (Illanes, 2002). La inmovilizaciOn por medio de 

union covalente, genera una union de tipo fuerte entre Ia enzima y el soporte, pudiéndose 

generar un punto de union denominada interacción unipuntual (Ver Figura 3.7 b) o varios 

puntos de uniOn o union multipuntual (Ver Figura 3.7 a). 

a 

siJE 

Figura 3.7 Esquema de inmovilizaciôn por union covalente: a) unipuntual y b) 

multipuntual. S: soporte, E: enzima. 

La inmovilizaciOn sobre glioxil agarosa se basa en la uniOn covalente de grupos aldehidos 

del soporte que reaccionan con el grupo c-amino de los residuos de lisina. Esta metodologla 

ha sido extensamente utilizada (Mateo et al., 2005). Se parte del gel agarosa que contiene 

grupos OH muy reactivos en el C6; estos grupos OH son posteriormente activados con 

glicidol formando glioxil agarosa la cual puede unir a grupos NH2  de protemnas mediante 

enlace covalente multipuntual, generando una base de Schiff inestable, que por una posterior 

reducciOn del doble enlace C=N genera una amina secundaria. Ver figura 3.8 (Guisán et al., 

1997). 
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\—o-cFHo H2 
 ,CO2H N ,CO2 N 

H NaBH4 
O-CH2 CH2 ft "02 H 

c--cHo + H2  N.co2  H _- 
)—O-CK-CH= N1co2  H CH2-CH —N 02H 

/.-o.c,-.cHo J G02 J—O-CF-cHO / 
02H ,J-OC}--HO I CO2H 

H2 H2 N H2  

Figura 3.8 lnmovilizaciôn en glioxil-agarosa. 

La inmovilizaciOn en geles de agarosa activados con bromuro de cianOgeno es a través de 

union covalente unipuntual. Los grupos hidroxilos de la agarosa se combinan con el bromuro 

de cianOgeno para dar paso a un imidocarbonato reactivo. Este reacciona con los grupos 

amino primarios de la superficie de proteInas y a condiciones de pH neutro se favorece la 

union del soporte a través del grupo amino terminal de la proteina. Este tipo de interacciOn 

genera una mayor flexibilidad de la enzima unida al soporte por lo que tiene un 

comportamiento similar a la enzima soluble. Ver figura 3.9 (Mateo et al., 2005; Palomo, 

2009). 
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H, N_ SC00H 
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Figura 3.9 InmovilizaciOn en bromuro de cianógeno. 
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La inmovilizaciôn fue realizada como se describe a continuacián: 

Inmovilización en Glioxil agarosa 

PreparaciOn del Gel glioxil agarosa 4BCL: 

Contempla dos pasos: la activaciôn del gel y su posterior oxidaciOn hasta la formación del 
aldehIdo. 

ActivaciOn del gel, que corresponde a la introducciOn de grupos dioles: 
El gel utilizado presentô un entrecruzamiento del 4%, permitiendo una capacidad de carga 
de 150 p.moles de dioles /ml de gel. Se mezclô 105 g de agarosa con agua destilada hasta 
completar un volumen de 180 ml y se añadió 3,4 g de NaOH preparado en 50 ml agua, en 
frio ya que la reacciôn desprende calor. Sabre esta solución ya fria se agregó 1,425 g de 
NaBH4  Posteriormente se adicionô en forma lenta 36 ml de glicidol enfriado en hielo para 
evitar el aumento de la temperatura. Se deja agitando durante 18 h a temperatura ambiente. 
Se filtró y se lavó con abundante agua destilada, obteniendo de esta forma agarosa activada 
con grupos dioles. 

Oxidación hasta aldehido: 

Para la oxidaciôn se utiliza peryodato cuya relación estequiométrica es de un p1mol de Na104  
por cada p.mol de OH oxidado. A la agarosa activada en el paso anterior se adicionó 8,7 g de 
Na104 disueltos en 375 ml de agua destilada (correspondiente a 272 tmol/ml gel ofrecido); 
luego el gel obtenido se suspendiô en agua destilada en proporciôn 1:10 y se dejó oxidar 
baja agitacion suave durante 3 hrs. Finalmente se fiitró y lavô con abundante agua destilada. 

lnmovilizaciOn 

La inmovilizaciôn fue realizada modificando la metodologla citada par Guisán et al. (1997). 
Inicialmente se diluyeron 25 ml de extracto crudo con 0,1 % triton x-100 en 25 ml de tampOn 
bicarbonato 100 mM pH 10,05. Se ajustO el pH a 10,05 y se tomO una pequena muestra para 
cuantificar actividad y concentraciOn de proteina inicial. Se agregó la soluciôn resultante 
sobre 5 g de gel glioxil agarosa preparado anteriormente mezclando lentamente para evitar 
Ia formaciOn de acümutos de gel. Se dejó agitando en rodillos durante 24 horas a 
temperatura ambiente. Una vez transcurrido dicho tiempo se adicionO NaBH4  hasta una 
concentraciOn final de 1mg/mI. La adiciOn de NaBH4  genera desprendimiento de H2, de modo 
que es necesario mantener el sistema bajo campana de extracciOn y con agitaciOn para 
evitar la formaciOn de espuma, dejando que ocurra la reducciOn durante 30 mm. Luego se 
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filtrá y lava con abundante agua destilada y tampon fosfato 100 mM pH 7,0, guardando el 

inmovilizado a 4°C. 

lnmovilizaciOn en bromuro de cianOgeno (BrCN sepharose 4B 0 BrCN) 

BrCN es un soporte comercial que presenta un entrecruzamiento del 4%, permitiendo una 

capacidad de carga de aproximadamente 60 mg de proteina por g de soporte. El soporte se 

presenta como un polvo liofilizado en presencia de aditivos que requieren ser eliminados 

previamente para su utilizaciOn 

HidrataciOn del soporte: 

Se mezclaron 3 g de soporte BrCN con 190 ml agua destilada acidificada a pH 2 y se deja 

bajo agitacion en rodillos por un periodo de 30 minutos. Luego se filtrO para su uso. 

lnmoviizaciOn 

La inmovilizaciOn fue realizada poniendo en contacto 30 ml de extracto crudo con 0,1 % 

tritOn X-100 y 3 g de soporte hidratado. Se tomO una pequena muestra para cuantificar 

actividad y concentraciOn de protelna inicial. Se dejó agitando en rodillos durante 24 horas a 

temperatura ambiente. Una vez transcurrido dicho tiempo se filtrO el biocatalizador y se 

bloquearon los grupos remanentes del soporte incubando el biocatalizador con 30 ml de Tris 

HCl 100 mM pH 8,0 a temperatura ambiente y bajo agitaciOn en rodillos por un periodo de 2 

horas. Se filtrO y el inmovilizado fue guardado a 4°C. 

Durante el periodo de inmovilizaciOn se tomaron muestras a distintos tiempos midiendo 

protelnas y actividad en el sobrenadante y la suspensiOn. Para la mediciOn de actividad se 

utilizô tetradecanol, docosanol y tetracosanol como sustrato enzimâtico. 

Durante la inmovilizaciOn se requirió estudiar la adiciôn de jones bivalentes al realizar la 

determinaciOn de la actividad enzimâtica. Los iOnes estudiados fueron ZnCl2, FeSO4  y 

MgSO4  adicionando concentraciones entre 0,1 a 2,5 mM. 
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3.4.6 Caracterización de los biocatalizadores inmovilizados 

Con la finalidad de caracterizar el biocatalizador inmovilizado y encontrar las mejores 

condiciones para Ilevar a cabo la reacción de oxidación de los alcoholes alifáticos, se realizó 

el estudio de efecto de pH, temperatura, estabilidad térmica en medio acuoso. Además se 

estudio la estabilidad de NAD. 

Efecto de PH 

La actividad enzimática fue determinada tal como se indica en la sección 3.3.1, utilizando 0,2 

mM de sustrato (alcohol alifático) preparado en diferentes tampones: acetato de sodio 100 

mM pH 6,0; fosfato de sodio 100 mM pH 7, borato de sodio 100 mM pH 8 y 9. Las 

mediciones se realizaron con 50 p.1 de una suspensiOn de biocatalizador 0,1 g/ml. 

Efecto de temperatura 

Una vez determinada el pH Optimo para cada biocatalizador se determinó el efecto de la 

temperatura a dicho pH. La determinaciOn de la actividad enzimática fue realizada a 30 °C, 

40°C, 50°C, 60°C y 70°C. Las mediciones se realizaron con 50 p.1 de una suspensiOn de 

biocatalizador 0,1 glml. 

Estabilidad térmica del biocatalizador en medio acuoso 

La estabilidad térmica de cada biocatalizador se estudiô incubando una suspension de 0,5 g 

de biocatalizador en 2,5 ml de tampon fosfato a 40°C, 60 y 70°C. En forma periódica se 

tomaron muestra de biocatalizador para la posterior determinaciOn de la actividad remanente 

sobre tetracosanol. Finalmente se construyó una curva de estabilidad graficando el 

porcentaje de actividad remanente versus tiempo. 

Estabilidad térmica del cofactor NAD en medio acuoso 

La estabilidad térmica de NAD se realizO de forma indirecta, esto es midiendo la actividad 

de la enzima PRQ 25 inmovilizada en glioxil agarosa, utilizando butanol como sustrato 

enzimático. El cofactor fue previamente incubado a 40°C, 60°C y 70 °C y se tomaron 

muestras a distintos tiempos para Ia mediciOn de la actividad. 
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3.4.7 Reacción de oxidación de los alcoholes alifáticos de 14, 22 y 24 carbonos 

Se realizó la reacción de oxidación de alcoholes de 14, 22 y 24 carbonos utilizando las 
enzimas producidas por las cepas seleccionadas: Candida tropical/s ATCC 20336, Thermus 
AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 inmovilizadas en glioxil agarosa 4 BCL. 

Se preparO una mezcla de sustrato 100 mM (tetradecanol, docosanol y tetracosanol) disuelto 
en lutrol F-68 (tensoactivo no iónico) 20 mg/mL en tampon fosfato 25 mM pH 7,0. La mezcla 
fue sonicada a 70 00  por 20 a 30 minutos hasta formar una emulsion estable. Posteriormente 
a esta emulsion se le adicioná la enzima inmovilizada de forma tat que la masa adicionada 
contenga 4 UI totales. Se diô inicio a la reacción adicionando 2 ml NAD 2,5 mM en tampOn 
fosfato 25 mM pH 7,0 (500 mM final de NAD). Las reacciones se Ilevaron a cabo bajo 

agitaciOn magnetica en cruz por un perlodo total de 72 horas a 40°C para la enzima 
producida por Candida tropicalis, 60 °C para Thermus A131 y 70°C para Thermus 
thermophilus PRO 25. 

Se tomaron muestras a tiempo 0, 24, 48 y 72 horas para su posterior análisis por 
cromatografIa de gases; cada muestra correspondla a una reacciOn independiente. Previo 

análisis por cromatografla gaseosa se separaron las fases de las muestras por decantaciOn; 

la fase acuosa que contenia la enzima fue filtrada y la enzima inmovilizada lavada en tampOn 

fosfato 25 mM pH 7,0 para su posterior mediciOn de actividad remanente. A la fase orgánica 
se le adicionaron 20 mg de colesterol y 5 ml de cloroformo, luego fue sonicada por 5 minutos 
para disolverlo completamente, 1,5 ml de la mezcla fue transferida a un vial GO y evaporada 

bajo nitrOgeno liquido. Se adicionaron 300 !.il de reactivo silanizante (N,O Bis(trimetilsilil) 

acetamida) y 400 il de piridina. Los viales GC se cerraron, agitaron y calentaron a 80°C por 

15 minutos, para finalmente ser inyectados al cromatOgrafo. 
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3.5 Análisis estadIstico de los resultados 

Todos los experimentos fueron realizados en duplicados y las muestras analizadas en 
duplicado. 

Para obtener resuitados válidos y objetivos en el procedimiento de selección del mejor 
inductor y microorganismos con capacidad de producir alcohol dehidrogenasa con la más 
elevada capacidad oxidativa sobre tetracosanol, docosanol y tetradecanol (basado en el 
parámetro actividad en p.mol min-' g 1  célula), se realizô primero un análisis de varianza de 
las medias (ANOVA), donde el test-F de la tabla ANOVA prueba si existe diferencia 
significante entre las medias. Si las hubiere, posteriormente las pruebas del rango mUltiple 
dirán qué medias son significativamente diferentes entre ellas utilizando el método de la 
diferencia significativa minima ó LSD de Fisher (Least significant differences Tests) que 
realiza una comparaciOn de pares de medias (Montgomery, 2004). 

Los cálculos fueron realizados utilizando el software STATGRAPHICS PLUS version 5.1 
(2000). 
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CAPITULO 4: RESULTADOS 

4 RESULTADOS 

4.1 Estudio de las condiciones de crecimiento e inducción de los 

microorganismos para (a producción de alcohol deshidrogenasa con 

capacidad oxidativa de alcoholes superiores 

4.1.1 Cinética de crecimiento celular de cada microorganismo 

Con el objetivo de determinar el tiempo de cultivo para obtener el crecimiento máximo y la 

velocidad especifica de crecimiento de cada microorganismo se realizô el estudio de las 

cinéticas de crecimiento celular. Thermus thermophilus HB 27, HNI 11, NR 17, PRQ 16, 

PRQ 25 y Thermus AB1 fueron cultivados en modalidad de lotes en matraz de 500 ml en 

medio Thermus a 200 r.p.m, 70°C y 50°C respectivamente ajustando el pH inicial de 7,5 

con NaOH 2 N. En cambio Candida tropicalis fue cultivada a 30°C y 180 r.p.m. en un medio 

minimo ya definido para un crecimiento celular de 3 gIl a pH 6,0 utilizando glicerol como 

nutriente limitante y ünica fuente de carbono y energIa. 

La Figura 4.1 representa la cinética de crecimiento de Thermus thermophilus H627; las 

gráficas del los restantes microorganismos se muestran en el Apéndice I. 
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Figura 4.1 Cinética de crecimiento celular Thermus thermophilus H1327. 
(.ti y 92) velocidad especIfica de crecimiento, (I) desviación estándar. 
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Los resultados de la velocidad especifica de crecimiento y los valores de crecimiento 

celular de cada microorganismo a [as condiciones estud,adas se presentan en la Tabla 4.1. 

El ejemplo de cálculo la velocidad especifica de crecimiento en el Apéndice J. 

Tabla 4.1 Crecimiento celular máximo (AX) y velocidad especifica de crecimiento (jt) de 

cada microorganismo. 

Cea AX 
(gil) 

Li 
(h 1) 

92 
(h 1) 

H final 

Thermus thermophilus HB 27 3,89 0,14 0,06 8,3 

Thermus thermophilus HNI 11 3,59 0,20 0,04 8,8 

Thermus thermophilus NR17 3,41 0,17 0,06 8,6 

Thermus thermophilus PRQ16 2,75 0,11 0,04 8,5 

Thermus thermophilus PRQ 25 3,37 0,18 0,04 8,6 

Thermus A131 1,91 0,06 - 8,4 

CandidatropicaIisATCC20336 2,96 0,11 - 5,9 

Si bien el medio de cultivo utilizado para los microorganismos Thermus y thermus 

thermophilus no es un medio diseñado para un determinado AX, Si es un medio complejo 

cuya concentraciôn de triptona y extracto de levadura nos Ilevarla a pensar que el 

crecimiento máximo deberla estar alrededor de 8 gIl, sin embargo no superó los 3,9 g/l. 

Al determinar el pH final de las fermentaciones evidenciaron un aumento importante de 

éste, donde la maxima diferencia se observO con Thermus thermophilus HNI-11 cuyo pH 

final fue de 8,8. Este aumento de pH podria ser una causal de la inhibición del crecimiento 

celular. Para comprobar este efecto se estudio la factibilidad de modificar el medio 

Thermus, reemplazando el agua mineral por tampon fosfato de sodio pH 7,5 a diferentes 

concentraciones 10; 25; 50 y 100 mM. Como se observa en la Figura 4.2, se obtiene para 

Thermus thermophilus HNI 11 un crecimiento máximo luego de 30 horas de cultivo de 0,96 

g/L con 10 mM de tampOn fosfato, 0,59 g/L con 25 mM; 0,08 g/L con 50 mM y sin 

crecimiento con 100 mM. Similares resultados se obtienen para el resto de los 

microorganismos Thermus thermophilus y Thermus. Todos los experimentos fueron 

realizados por duplicado y los resultados están dados en promedio con su desviaciôn 

estándar. 
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Figura 4.2 Cinética de crecimiento celular Thermus thermophilus HNI 11 reemplazando el 

agua mineral por tampon fosfato de sodio pH 7,5. (+) Control sin tampon, (•) tampOn 

fosfato 10 mM, ( ) tampon fosfato 25 mM, (•) tampOn fosfato 50 mM, (•) tampOn fosfato 

100 mM, (I) desviaciôn estándar. 

Estos resultados demuestran que los microorganismos Thermus y Thermus thermophilus 

requieren de otro tipo de sales que están presentes en el agua mineral tales como potasio, 

calcio y magnesio. A continuaciOn se modificO el medio Thermus esta vez reemplazando el 

agua mineral por diferentes sales como se muestran en la tabla G.3 del apéndice G. Esta 

experiencia se realizO con y sin tampOn fosfato 10 mM pH 7,5; observando un crecimiento 

celular similares a los obtenidos utilizando agua mineral CachantUn (Ver Tabla 4.2). 

Tabla 4.2 Crecimiento celular máximo (AX) y velocidad especIfica de crecimiento (j.t) 

de cada microorganismo en medio Thermus modificado en tampon fosfato 10 mM pH 

7,5. 

AX I_tI 112Cepa 
Will) (h 1) (h") 

Thermus thermophilus HB 27 3,71 0,15 0,06 

Thermus thermophilus HNI 11 

Thermus thermophilus NR 17 

Thermus thermophilus PRQ 16 

Thermus thermophilus PRQ 25 

Thermus AB1 

3,66 0,24 - 0,05 

3,35 0,16 0,05 

2,63 0,10 0,04 

3,31 - 0,16 0,04 

2,20 0,08 - 
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Finalmente se realizaron estudios reemplazando el medio Thermus por un medio minimo 

definido para un crecimiento de 4 gIL con glucosa como ünica fuente de carbono y energia 

observando en todos los casos crecimientos muy por debajo a los obtenidos utilizando 

medio Thermus en agua mineral. Al modificar la fuente de carbono y energia por glicerol se 

observaron resultados similares a los obtenidos con glucosa, por lo que se decidiô usar el 

medio Thermus original (con agua mineral Cachantün) en las siguientes experiencias. 

4.1.2 Efecto de la adición de inductor all medio de cultivo sobre el crecimiento celular 

Con la finalidad de estudiar la toxicidad de los agentes inductores se adicionô at medio de 

cultivo 0,025; 0,05; 0,5; 1 y 2 % de alcoholes entre 2 y 24 átomos de carbono o alcanos 

entre 14 y 24 átomos de carbono, se determinO et efecto que genera en el crecimiento 

celular la adición de estos inductores luego de 96 horas de fermentaciôn. Se evaluô el tipo 

y concentraciôn de inductor. 

En forma previa se estudio el uso de alcoholes 2 a 24 átomos de carbono como ünica 
fuente de carbono, no observándose crecimiento celular en ningün microorganismo. 

El efecto de la concentraciôn de los alcoholes adicionados al medio de cultivo se muestra 

en la Figura 4.3, 4.4 y de alcanos en las Figura 4.5 y 4.6. Todos los resultados fueron 

realizados por duplicado. 
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Figura 4.3 Efecto de la adiciôn de alcohol como inductor sobre el crecimiento celular. (a) 

Thermus A131, (b) Candida tropicalis ATCC 20336. La inducciOn fue realizada adicionando 

al medio de cultivo: (.) 0,025 %, ( ) 0, 05%; (.) 0,5%;  (.) 1%;  (.) 2% de alcoholes entre 2 

y 24 átomos de carbono, (I) desviaciOn estándar. 
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Figura 4.4 Efecto de la adiciôn de alcohol como inductor sobre el crecimiento celular. (a) T. 

thermophilus HB27, (b) T. thermophilus HNI 11, (C) T. thermophilus NR 17, (d) T. 

thermophilus PRQ 16 y (e) T. thermophilus PRQ 25. La inducciOn fue realizada adicionando 

al medio de cultivo (.) 0,025 %, ( ) 0,05%;  (.) 0,5%;  (u)  1%;  () 2% de alcoholes entre 2 y 

24 átomos de carbono, (I) desviaciOn estándar. 
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Figura 4.5 Efecto de la adiciôn de alcano como inductor sobre el crecimiento celular. (a) T. 

thermophilus HB 27, (b) T. thermophilus HNI 11, (C) T. thermophilus NR 17, (d) T. 

thermophilus PRQ 16 y (e) T. thermophilus PRQ 25. La inducción fue realizada adicionando 

al medio de cultivo: (.) 0,025 %, ( ) 0,05%;  (.) 0,5%;  (.) 1%;  (u) 2% de alcanos entre 14 y 

24 átomos de carbono, (I) desviaciôn estándar. 
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Figura 4.6 Efecto de la adiciôn de alcano como inductor sobre el crecimiento celular, (a) 

Thermus A131, (b) Candida tropicalis ATCC 20336. La inducciôn tue realizada adicionando 

al medio de cultivo: (.) 0,025 %, ( ) 0,05%;  (.) 0,5%;  (.) 1%;  (.) 2% de alcanos entre 14 y 

24 átomos de carbono, (I) desviaciOn estándar. 

El comportamiento de las cepas es distinto frente a los diferentes inductores. Sin embargo 

se observO que al utilizar alcohol como inductor el crecimiento celular de la gran mayoria de 

las cepas es menor al control. 

Por otro lado las cepas Thermus thermophilus HB27, HNI 11 y PRQ 25 presentan un 

aumento del crecimiento celular con todos los alcanos. El crecimiento máximo de Thermus 

thermophilus HB27 se logra con docosano, 37% más respecto al control. En cambio 

Thermus thermophilus PRQ 25 con octadecano, docosano y tetracosano se logra un 

aumento de 24, 23 y 32% respectivamente. 

En relación a la concentraciôn de inductor se realizô un análisis estadistico como tue 

descrito en la secciôn 3.5, utilizando el software STATGRAPHICS PLUS versiOn 5.1 (2000) 

mediante las pruebas del rango mUltiple LSD (Least significant differences Tests) que 

compara pares de medias y ordena los resultados en forma ascendente desde el 

porcentaje de inductor que inhibe el crecimiento celular al porcentaje de inductor que 

produce mayor crecimiento celular. Este análisis arrojO que los mejores resultados de 

crecimiento celular fueron obtenidos a valores entre 0,05 y 1%. A concentraciones sobre 
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1% se produjo en la mayorIa de los casos disminuciôn del crecimiento. Sin embargo, se 

observa que tetradecanol inhibe el crecimiento de todas las cepas incluso a 

concentraciones muy bajas de 0,025% excepto Thermus thermophilus HB27 y AB1. A su 

vez hexadecanol inhibe el crecimiento de Thermus thermophilus HNI-11, NR 17, PRQ 16 y 

Thermus AB1 a todas las concentraciones estudias. 

Por otro lado a concentraciones mayores a 0,5% se observa precipitaciôn del agente 

inductor en el medio de cultivo. Lo que Ilevó a seleccionar 0,05% como la concentraciôn 

más adecuada para los posteriores estudios de producción de la enzima alcohol 

deshidrogenasa. 

4.1.3 Efecto de la adición de inductor al medio de cultivo en la producción de alcohol 

deshidrogenasa con capacidad de oxidación de alcoholes alifáticos. 

A continuación se evaluO la capacidad de oxidaciOn de diferentes alcoholes alifáticos 

utilizando las enzimas obtenidas en los extractos crudos de los diferentes microorganismos 

luego de 96 horas de fermentaciôn, utilizando 0,05% de agente inductor (alcohol o alcano) 

en el medio de cultivo. La actividad fue determinada a 30°C, 50°C y 70°C para las enzimas 

producidas por Candida tropicalis, Thermus AB1 y Thermus thermophilus respectivamente. 

Es importante mencionar que estas alcohol deshidrogenasas son enzimas intracelulares 

cuya metodologla de disrupción celular se presentan en la sección 3.3.6. 

En las Tablas 4.3 y 4.4 se presentan los resultados de actividad especifica sobre distintos 

alcoholes de las enzimas producidas por inducciôn con alcoholes y alcanos 

respectivamente. Todos los resultados son el promedio de duplicados. 
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Tabla 4.3 Efecto del uso de alcoholes como inductores en la producciôn de enzimas con 

capacidad oxidativa sobre alcoholes alifáticos. 

Actividad especIfica 

Inductor (pmoFmin 1 g' de proteina) 
Cepa 

alcohol Sustrato enzimático 

Etanol Octanol Dodecanol Tetradecanol Hexadecanol Docosanol Tetracosanol 

Control* 24,8 0 0 0 0 0 0 
C2  - 1,1 0 0 0 0 1,6 7,7 

The rmus C14 0 0 0 0 0 0
- -0  

thermophilus C16  0 0 5,8 0 0 0 0 
HB 27 Co 0 0 0 0 0 5,9 16,8 

022 0 7,5 0 0 0 8,8 0 
- 

024 0 13,3 0 0 4,7 6,2 7,9 
Control* 27,4 0 0 0 0 0 0 

02 18,9 12,6 0 0 0 0 
Theimus 014 0 0 0 Ô 0 0 0 

thermophilus C16 0 0 0 - 0 0 0 0 
HNI11 020 0 0 0  0 0 0 0 

022 0 0 P 0 0 13,4 15,1 
024 0 0 0 0 17,9 17,8 19,3 

Control* 5,8 0 0 0 0 0 0 
02 5,4 0 Ô 0 - 0 0 0 

The rmus 014 0 0 0 0 0 0 0 
the m70ph11us C16 0 0 0 0 0 0 0 

NR 17 020 0 0 0 01,3 10,5 10,8 

C22 0 0 00 5,8 7,8 7,7 
C24  0 0 0 0 7,2 8,8 0 

-Control* 9,3 9,2 10,1 0 11,8 0 0 
C2 176,6 60,2 87,4 19,0 46,8 0 0 

Themius 014 0 00 0 0 0 0 
thermophilus 016 62,6 8,5 12,9 33,5 70,1 0 0 

PRQ16 020 65 48 16 11 161 164 104 
022 8,2 0 0 2,6 1,1 --9,4  4,5 
024 7,0 0 0 0 7,6 8,8 9,7 

Control*  _10,60 0 0 0 0  0 
C2  5,0 0 0 0 0 0 0 

Themius C14  0 0 ö 0 0 0 0 - 

thermophilus C16 0 0 64,9 0 0 0 0  

PRO 25 Co9,20 0 15,0 292 -- 27.4 
_____ 

34 
P 00 11,6 0 24,1 15,7 

024 0 0 0 8,9 - 31,0 20,9 21,6 
Control* 6,9 5,8 0 0 p o 0 

02 147 132 23 00 44 -- 77 
014 00 0 0 00 0 

ThemiusABl 016 0 0 O  0 -- - 0 0 0 
020 4,5 4,0 4,8  0 03,8 6,9 

0 1,0 1,9 1,9 1,0 20,4 42,9 
024 0 6,4 21,2 15,7 17,2 15,5 25,8 

Control* 7,6 0 0 0 
______ 

0 0 0 

02 14,4 12,9 0 0 0 0 0 
Candida C14 5,2 4,4 3,6 0 Ô 0 O 
tropicalis C16 54,0 691865,1 86,7 145,9 196,9 218,8 

ATCC20336(~20  
022 0 0 0 5,3 6,1 5,4 6,4 
024 0,5 0 0 0 0 4,2 5,0 

* Sin inductor 
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Tabla 4.4 Efecto del uso de alcanos como inductores en la producción de enzimas con 

capacidad oxidativa sobre alcoholes alifáticos. 

Actividad especIfica 
Inductor (pmoFmin 1 g 1  de proteina) 

epa 
alcano Sustrato enzimático 

Etanol Octanol Dodecanol Tetradecanol Hexadecanol Docosanol Tetracosanol 

Control* 24,8 0 0 0 0 0 0 
C14  3,4 0 0 0Thennus  0  0 0 

thermo hi/us C17  0 0 0 
- 

0 0 9,9 14,0 

HB27 -- 
C18  4,6 0 0 0 0 3,2 12,8 
C22  3,8 0 0 0 0 8,9 14,5 
C24  3,3 0 0 0 7,6 7,9 18,1 

Control* 27,4 0 0 0 0 0 0 

The rmus C14 0 0 0 0 
- 

0 0 0 

thermohi/us C1  0 0 0 0 0 0 0 
- 

HNI11 C18 22,2 9 0 0 15,8 18,8 16,3 
- 

C22  0 0 0 0 0 21,4 20,1 
C24  0 0 0 0 0 19,7 21,0 

Control* 5,8 0 0 0 0 0 0 

Thermus C14 10,89,50 0 0 1,52,3 

thermo hi/us C17  8,1 3,9 0 0 0 4,1 5,4 

NR 17 _c18  6,5 1,7 1,4 0 0 5,2 5,0 
C22  2,0 0 0 0 0 7,0 5,5 
C24  0 0 0 0 2,4 5,9 7,1 

Control*  9,3 9,2 10,1 0 11,8 0 0  

Thermus C14  0 4,4 0 0  0 9,0 9,1 

thermo hi/us C17  0 0 0 0 0 - 9,8 9,8 

PRQ16 0 8,4 0 0 - 6,1 10,5 
- 

11,1 
C22  0 0 0 00 10,8 1516 
C24  6,9 9,7 0 0 0 9,7 15,5 

Control*_10,600 0 0 0 0 

Theanus C14 12,700 0 - 0 25,2 8,1 

thermophilus 17 2,000 0 0 26,8 31,3 

PRQ 25 18 1 ,5  0  0  0  0  18,3  22,2 
- 

C22 1,600 0 0 15,7 32,4 
C24  2,7 0 0 0 0 27,2 30,1 

Control* 6,9 5,8 00 0 0 0 
C14 0 16,62,3 11,1 19,2 0 0 

Thermus C17  0 0 0 0 0 2,2 12,5 
AB1 C18  5,0 0 0 0 0 8,5 11,3 

C22 3,000 0 0 29,2 - 16,8 - 

C24  0 2,9 2,0 0 14,9 - 16,2 18,7 
Control* 7,6 0 0 0 0 0 0 

Candida _C14 0,9  1,3 0 
tropicalis C17  5,8 0 0 
ATCC C18  P 

- 

0 0 

o 
__ 

o 0 0 

___ 
o 

___ 

0 O 0 - 

20336 C22 0 0 0 0 0 0 0 
C24 0 0 0 0 0 0 0 

* Sin inductor 
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Para determinar el tipo de microorganismo e inductor que produce una enzima con elevada 

actividad sobre tetradecanol, docosanol y tetracosanol se realizO el análisis estadistico 

como fue descrito en la sección 3.5, utilizando el software STATGRAPHICS PLUS version 

5.1 (2000). El Test de Rangos MUltiples utilizando de prueba LSD (Least significant 

differences Tests) permite comparar la actividad especifica sobre tetradecanol, docosanol y 

tetracosanol de las enzimas producidas por los microorganismos inducidos con alcoholes y 

alcanos. El Test de Rangos MUltiples ordena los microorganismos inducidos en forma 

ascendente, desde el microorganismo inducido que generO la enzima con menor actividad 

al microorganismo inducido que generó la enzima con mayor actividad (Ver apéndice J). 

Se incluyó tetradecanol como sustrato importante en este estudio ya que como se 

mencionO en Ia revision bibliográfica, sOlo hay reportada una enzima producida por Candida 

tropicalis con capacidad de oxidar alcohol de cadena larga de hasta 16 carbonos cuya 

maxima actividad es sobre tetradecanol. 

Es interesante destacar que las más alta actividad sobre alcoholes de 14, 22 y 24 átomos 

de carbono se lograron con las enzimas alcohol deshidrogenasas provenientes de Candida 

tropica/is ATCC20336 inducidas con hexadecanol (C16), Thermus thermophilus PRQ 25 

inducida con eicosanol (C20) y Thermus A131 inducida con docosanol (C22), seleccionando 

estos microorganismos e inductores para continuar con el estudio. 

Por otra parte, sin inducciOn solo hay actividad sobre etanol, a excepciOn de Thermus AB1 

que además presenta actividad sobre octanol y Thermus thermophilus PRQ 16 que se 

escapO algo del patrOn, observândose actividad sobre etanol, octanol, dodecanol y 

hexadecanol. 

4.1.4 Anátisis electroforético de la protelnas provenientes de los diferentes extractos 

crudos. 

Con la finalidad de observar si existe la sobreproducción de alguna protelna en los cultivos 

por efecto de la adiciôn del agente inductor al medio, se realizO la caracterizaciOn 

electroforética en geles de poliacrilamida SDS a! 12% de las protelnas obtenidas del 

extracto crudo proveniente de Candida tropical/s 1  Thermus thermophilus PRQ 25 y Thermus 

AB1 como se muestra en las Figuras 4.7, 4.8 y 4.9 respectivamente. 

MOO 



CAPITULO 4: RESULTADOS 

Figura 4.7 Electroforesis SIDS PAGE 12% extracto crudo de Candida tropical/s inducidas 

con a) Alcoholes: linea 1 marcador de peso molecular, linea 2: etanol, lmnea 3: 

tetradecanol, linea 4: hexadecanol, linea 5: eicosanol, lInea 6: docosanol, linea 7: 

tetracosanol, linea 8: sin inducciôn. b) Alcanos: linea 1: marcador de peso molecular, linea 

2: tetradecano, linea 3: heptadecano, linea 4: octadecano, linea 5: docosano, linea 6: 

tetracosano, linea 7: sin inducciôn. Se cargaron 30 pg protemnas totales. Tinciôri azul de 

Coomassie. 
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Figura 4.8 Electroforesis SIDS PAGE 12% extracto crudo de Thermus thermophilus PRQ 25 

inducidas con a) Alcoholes: linea 1 marcador de peso molecular, linea 2: etanol, linea 3: 

tetradecanol, linea 4: hexadecanol, linea 5: eicosanol, linea 6: docosanol, linea 7: 

tetracosanol, linea 8: sin inducción. b) Alcanos: linea 1: marcador de peso molecular, linea 

2: tetradecano, linea 3: heptadecano, linea 4: octadecano, linea 5: docosano, linea 6: 

tetracosano, linea 7: sin inducciôn. Se cargaron 30 pg proteInas totales. Tinciôn azul de 

Coomassie. 
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Figura 4.9 Electroforesis SIDS PAGE 12% extracto crudo de Thermus ABI inducidas con a) 

Alcoholes: linea 1 marcador de peso molecular, linea 2: etanol, linea 3: hexadecanol, linea 

4: eicosanol, 11nea5: docosanol, linea 6: tetracosanol, linea 7: sin inducción. b) Alcanos: 

linea 1: marcador de peso molecular, linea 2: tetradecano, linea 3: heptadecano, linea 4: 

octadecano, linea 5: docosano, linea 6: tetracosano, linea 7: sin inducciôn. Se cargaron 30 

pg proteInas totales. Tinción azul de Coomassie. 
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El análisis de la densitometrIa Optica con programa Gel Pro 3.0 analyzer de los perfiles 
electroforéticos revelan que para las proteinas provenientes de Candida tropicalis inducidas 
por alcoholes y alcanos las bandas se concentra en los pesos moleculares entre 20 y 100 

kDa. Entre las proteinas de 20 y 60 kDa se observa que a medida que aumenta el largo de 
cadena del agente inductor hay un aumento en la densidad óptica tanto para alcoholes 

como para alcanos. (Ver densitometria en apéndice K). 

En cambio el análisis densitométrico de las proteinas provenientes de Thermus 

thermophilus PRQ 25 inducidas tanto por alcoholes como alcanos muestran que las bandas 

se concentran principalmente entre los pesos moleculares 20 y 80 kDa. A medida que el 

agente inductor utilizado posee mayor largo de cadena se observa un aumento en la 

densidad óptica principalmente entre las proteinas de 50 y 66 kDa. 

Finalmente se observar que en los perfiles de proteinas de Thermus AB1 las bandas se 

concentran entre 20 y 100 kDa. Al aumentar el largo de cadena del alcohol como agente 

inductor se observa un aumento en la densidad ôptica de las bandas de menor peso 

molecular (22 y 29 kDa), en cambio al aumentar el largo de cadena del alcano aumenta la 

densidad Optica de las proteinas entre 58 y 60 kDa. 

4.1.5 Efecto del tiempo de adición del agente inductor al medio de cultivo 

Con la finalidad de determinar si el tiempo de adiciOn del agente inductor al medic,  de 

cultivo generaba algün efecto en Ia producciôn de alcohol deshidrogenasa con capacidad 

de oxidación de alcoholes alifáticos, se realizaron cinéticas de crecimiento de Thermus 

thermophilus PRQ 25 inducida con eicosanol (020), Thermus AB1 inducida con docosanol 

(C22) y Candida tropical/s AT0020336 inducidas con hexadecanol (016), adicionando el 

agente inductor al inicio del cultivo y a La mitad de la fase de crecimiento exponencial. Para 

este estudio se utilizaron como inôculos las células inducidas (inOculos adaptados). 

Los resultados obtenidos para Thermus AB1 se presentan en la Figura 4.10. 
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Figura 4.10 Efecto del tiempo de adiciôn del agente inductor en la producción de alcohol 

deshidrogenasa de Thermus ABI. La inducciôn fue realizada adicionando 0,05% de 

docosanol al medio de cultivo (a) al inicio del cultivo (b) en la fase de crecimiento 

exponencial (12 horas). Las células fueron colectadas a distinto tiempo para la mediciOn de 

actividad sobre los sustratos enzimáticos docosanol y tetracosanol. (•) Crecimiento celular, 

(A) actividad sobre docosanol, (A) actividad sobre tetracosanol, (flecha en negro) perlodo 

de adición del inductor, (I) desviación estándar. 
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Se observô que al adicionar el inductor al inicio de la fermentaciOn se produce una alcohol 

deshidrogenasa con mayor actividad sobre docosanol y tetracosanol que al adicionar el 

inductor en la fase de crecimiento exponencial. Los valores más altos de actividad sobre 

docosanol y tetracosanol fueron de 1,00 ± 0,03 y 1,40 ± 0,02 pmolmin1 g 1  de célula 

respectivamente, ambos obtenidos después de 120 horas de fermentaciôn. 

Resultados similares se obtienen para Thermus thermophilus PRQ 25 y Candida tropical/s 

ATCC20336, los mejores resultados se obtienen cuando se induce al inicio de la 

fermentaciôn. Los valores más altos de actividad sobre docosanol y tetracosanol se 

obtuvieron después de 140 y 100 horas para Thermus thermophilus PRQ 25 y Candida 

trop/calis respectivamente, siendo 1,32 ± 0,04 y 1,64 ± 0,03 pmolmin 1 g 1  de célula para 

Thermus thermophilus PRQ 25 y de 2,83 ± 0,05 y 3,20 ± 0.02 pmolmin 1 g 1  de célula para 

Candida tropical/s ATCC 20336 respectivamente. 

Es interesante destacar que al adicionar el inductor al inicio del cultivo la velocidad 

especIfica de crecimiento (.t) para Thermus AB1 es de 0,06 h 1  con un AX de 3,96 ± 0,08 

g/l. En cambio cuando se agrega el inductor en la mitad de la fase de crecimiento 

exponencial se observan que la curva de crecimiento presenta dos ji, uno antes de la 

adición del inductor y el otro después de la inducciOn con valores de 0,1 h 1  y 0,05 h 1  

respectivamente con un valor de AX de 3,42 ± 0,06 gil. 

La Tabla 4.5 resume los resultados de los microorganismos seleccionados y las 

condiciones de inducciôn que maximizan la producciOn de alcohol deshidrogenasa con 

capacidad oxidativa sobre alcoholes de 22 y 24 átomos de carbono. 
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Tabla 4.5 Condiciones de inducciôn que maximizan la producciôn de alcohol 

deshidrogenasa con capacidad oxidativa sobre alcoholes de 22 y 24 átomos de carbono de 

los microorganismos seleccionados. La actividad fue determinada a 30°C, 50°C y 70°C para 

las enzimas producidas por Candida tropicalis, Thermus A131 y Thermus thermophilus PRQ 

25 respectivamente. 

Actividad especIfica Actividad especifica 
Tiempo 

Tipo % Docosanol Tetracosanol 
Cepa 

Cultivo 

inductor inducto, 
(h) jJJfoJmin1  g1 imoI•min'• g' imoImin1- g 1 &moImin g' 

protelna celula proteina célula 

Candida Hexadecanol 
tropicalis 0,05 100 197 2,8 219 3,2 

ATCC 20336 (C16) 

Docosanol Thermus 0,05 120 16,8 1,0 48,7 1,4 
AB1 (C22) 

Thermus Eicosanol 
thermophilus 0,05 140 10,6 1,3 39,7 1,6 

PRQ 25 (C20) 
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4.2 Purificación de alcohol deshidrogenasa con capacidad oxidativa sobre 

alcoholes superiores 

Se realizô la purificación de las alcohol deshidrogenasas provenientes de los extractos 

crudos de Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus ABI y Thermus thermophilus PRQ 25 

obtenidos a las condiciones de inducción señaladas en la Tabla 4.5. 

El primer paso para la purificaciOn fue probar la capacidad de adsorciOn de las enzimas a 

las diferentes matrices cromatográficas; esta capacidad de adsorciôn es expresada como 

rendimiento de adsorciôn y es definido como: 

Re n dim ienlo en adsorción 
= 

Actividad espec(/ica expresada 
(E jÔ  2) 

A clividad especfIca contact ada 

La mediciOn de actividad fue realizada utilizando docosanol como sustrato. Los resultados 

se muestran en la Tabla 4.6 

Tabla 4.6 Adsorción sobre diferentes soportes iOnicos de las alcohol deshidrogenasas 

producidas por Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus ABI y Thermus thermophilus 

PRQ 25 

Candida tropicalis The rmus Thermus thermophilus 
ATCC 20336 ABI PRQ 25 

Soporte Rendimiento de Rendimiento de Rendimiento de 
adsorciôn adsorciOn adsorciOn 

IDA Cu+2 0 85 36 

DxSO4= 79 44 34 

DEAE - sepharose 98 16 82 

Q - sepharose 85 6,5 95 

CM - sepharose 97 44 23 

SP - sepharose 70 0 39 
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Con aquellos resinas que presentaron sobre Un 80% de rendimiento de adsorción se 

procedió a desorber la enzima adicionando concentraciones crecientes de imidazol 0 NaCl 

(Ver sección 3.4.4). La alcohol deshidrogenasa de AB1 adsorbida en lDAc +2  es eluida de 

esta resna a una concentración 5 mM de imidazol en tampon fosfato 5 mM pH 7,0. La 

alcohol deshidrogenasa producidas por PRQ25 adsorbidas en DEAE-sepharose y Q-

sepharose son eluidas utilizando 200 mM y 300 mM de NaCl respectivamente. A su vez la 

alcohol deshidrogenasa de Candida tropicalis adsorbida en DEAE-sepharose y CM-

sepharose son eluidas de las resinas con 50 mM de NaCl y 50 mM imidazol 

respectivamente. 

Una vez conocida la capacidad de adsorciOn de las diferentes alcohol deshidrogenasas se 

procediO a diseñar el protocolo de purificación. Se probaron tres protocolos para cada 

enzima; sin embargo solo se presentan los resultados con los que se obtuvieron mejores 

resultados (Ver secciOn 3.4.4). 

El seguimiento de la purificaciOn fUe evaluado a través del factor de purificación (F) y 

rendimiento de purificaciOn (R), los que fUeron definidos como: 

Actividad especI/Ica purificado 
(E 16  3,) Factor de pur cacön 

=  Actividad especca extracto crudo 

Rendimientode purJIcacón = 
Actividad total puri/Icado 

Actividad total extracto crudo 
(EcuaciOn 4) 

Como se observa en la tabla 4.7 se logra purificar la alcohol deshidrogenasa proveniente 

de Candida tropical/s con un factor de purificaciOn de 39 veces en comparaciOn con el 

extracto crudo, pero se pierde el 76% de la actividad. En cambio el grado de purificación de 

la enzima de Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 en mucho mayor con factores 

de 237 y 567 respectivamente y en ambos casos se recupera alrededor del 36% de la 

actividad inicial (Ver Tablas 4.8 y 4.9). 
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labia 4.7 Purificación de alcohol deshidrogenasa a partir de un extracto crudo de Candida 

tropicalis ATCC 20336 inducida con 0,05% hexadecanol. La concentraciOn de proteina en 

el crudo inicial es de 5,3 mg/mi. 

Pasos de Purificaciôn Actividad total Proteina total Actividad especifica 
(imolmin 1) (mg) (tmolmin gi 

proteina) (%) 

Extracto crudo inicial 5,86 2,11 27,8 1 100 

Sobrenadante luego de 
interacciôn con iDA 2  - DEAE y 1,6 1,84 870 31,3 27 
lavado con 50 mM NaCl 

Sobrenadante luego de Ia 
interacciOn con CM, lavado con 50 1,42 1,32 1076 39 24 
mM imidazol y concentrado 
* Factor de purificaciOn 
** Rendimiento de purificaciOn 

Tabia 4.8 Purificaciôn de alcohol deshidrogenasa a partir de un extracto crudo de Thermus 

ABI inducida con 0,05% docosanol. La concentraciOn de proteina en el crudo inicial es de 

35,5 mg/ml. 

Pasos de la Purificación Actividad total Proteina total Actividad especIfica 
(tmolmin 1) (mg) (tmoFmin g 1 F 

R** 
(%) proteina)  

Extracto crudo inicial 2,52 710 3,55 1 100 

Sobrenadante luego de contactar 2,02 64 31,6 8,9 80 
con Q - DEAE- SP- DxSO4= 

Sobrenadante luego de interacción 
con iDA 2 y lavado con 50 mM 1,12 8 140 39,4 44 
imidazol 

Sobrenadante luego de la segunda 
interaccion con IDA +2 lavado con fl

CU  '
O 1,07 841 237 36  

50 mM imidazol y concentrado 
* Factor de purificaciOn 
** Rendimiento de purificaciOn 
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Tabla 4.9 Purificaciôn de alcohol deshidrogenasa a partir de un extracto crudo de Thermus 

thermophilus PRQ 25 inducida con 0,05% eicosanol. La concentración de protelna en el 

crudo inicial es de 34,4 mg/ml. 

Actividad total Protelna total Actividad especffica 
(tmoFmin 1) (mg) (tmoImin 1  g 1 F* R** 

Pasos de Purificación 
 

proteina) (%) 

Extracto crudo inicial 2,06 688 3,0 1 100 

Sobrenadante luego de contactar 1,98 81 24 8 96 
con IDA 2-CM - DxSO4  

Sobrenadante luego de interacción 
con DEAE y lavado con 50 mM 1,50 6 250 83 73 
imidazol pH 7,0 y pH 5,0 

Sobrenadante luego de la segunda 
interacciOn con DEAEy lavado con 1,15 1,8 639 213 56 
50 mM imidazol pH 5,0 

LuegodeinteracciOn con SP 0,70 0,41 1707 569 34 

* Factor de purificación 
** Rendimiento de purificaciôn 

Es importante señalar que la concentraciôn de protelna del extracto crudo de Candida 

Tropical/s es mucho menor a la concentraciôn de protelna de los extractos crudos de los 

microorganismos Thermus, debido a que la disrupciôn celular de éstos fue realizada 

utilizando un sonicador ultrasOnico que permitió la mayor ruptura celular y por lo tanto 

mayor liberación de las proteinas a la solución. 

En las Figuras 4.11 y 4.12 se muestran los perfiles electroforéticos SDS-PAGE 12% de (as 

protelnas de los extractos crudos y purificados de Candida tropicalis ATCC 20336 y 

Thermus AB1 respectivamente. 

La purificaciOn de alcohol deshidrogenasa de Candida tropical/s muestra tres bandas de 60, 

47 y 36 kDa respectivamente. En cambio Thermus ABI presenta dos bandas muy tenues 

de 66 y 23 kDa. 

29 
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Figura 4.11 Electroforesis SIDS PAGE 12% de la purificación de alcohol 

deshidrogenasa de Candida tropicalis. linea 1: marcador de peso molecular, linea 2: 

extracto crudo inicial de Candida tropicalis, linea 3: Candida tropicalis - lDACu+2 - 

DEAE - CM. Se cargaron 40 pg proteinas totales. Tinciôn coomassie brilliant blue. 

kDa 1 2 3 

66 - •4- 66 

Figura 4.12 Electroforesis SIDS PAGE 12% de la purificaciOn de alcohol deshidrogenasa de 
Thermus ABI. linea 1: marcador de peso molecular, linea 2: extracto crudo inicial, linea 3: 
purificado. Se cargaron 40 pg protemnas totales. Tinción coomassie brilliant blue. 



CAPITULO 4: RESULTADOS 

Al analizar la purificacion de Thermus thermophilus PRQ 25 por electroforesis SIDS PAGE 

se obtienen tres bandas de 64, 60 y 23 kDa. En cambio al analizar la misma muestra 

mediante electrofóresis nativa se obtienen dos bandas de 254 y 76 kDa (Ver Figuras 4.13 y 
4.14). 

KDa 1 23 4 

90 —.--".- 

66 

6
64 

0 
45-  

-- 30 J .  

23 
20— 

Figura 4.13 Electroforesis SIDS PAGE 12% de la purificaciôn de alcohol deshidrogenasa de 

Thermus thermophilus PRQ 25. linea 1: marcador de peso molecular, linea 2: purificado, 

lInea 3: purificado, linea 4: extracto crudo inicial. Se cargaron 40 pg proteInas totales. 

TinciOn coomassie brilliant blue. 

kDa 1 2 

440- 

232 - 4_ 254 

140 - 

76 MW 

Figura 4.14 Electroforesis nativa en gradiente 4-15% de la purificación de alcohol 

deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ 25. linea 1: marcador de peso molecular, 

linea 2: purificado. Se cargaron 40 pg proteinas totales. Tinción azul de Coomassie. 
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Los resultados de identificación de las bandas por cromatografla liquida acoplado a 

espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS) de la electroforesis SOS PAGE 12% de 

la purificación de alcohol deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ 25 ( Figura 4.13) 

se muestran en las tablas 4.10, 4.11 y 4.12, destacándose que al comparar los resultados 

de secuenciación peptidica con Ia base de datos del genoma de Thermus thermophilus 

PRQ 25 solo la banda de 64 kDa presenta tres secuencias peptIdicas 

RQAAEAVLEAGGYPIPR, RIYLAQALDRA y KLALM*VAGLAVQK.Y  que estarlan asociadas a 

deshidrogenasas. 

Estos resultados junto a las electroforesis denaturante y nativas de Pa purificación de PQR 

25 nos podria indicar que la enzima alcohol deshidrogenasa corresponderla a una proteina 

de aproximadamente 254 kDa compuesta POI cuatro subunidades de 64 kDa cada una. 

(Ver Figuras 4.13 y 4.14). 

Tabla 4.10 Resultados de cromatografla liquida acoplado a espectrometrIa de masas en 

tandem (LC/MS/MS) de la banda 64 kDa obtenida de Pa purificaciOn de alcohol 

deshidrogenasa de un extracto crudo de Thermus thermophilus PRQ 25 inducida con 

0,05% eicosanol. 

Refrrence M1I+ z Peptide 
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V-type ATPsynthase alpha chain (V-typ 1957,939 2 R.JDGDTAFVQVYFDTSGLK,V 
PRQ25_1352 ORE_00074_00008 12658- 43941 V-type ATPsynthase alpha chain (V-typ 1700,889 2 R.GVSMDFILQIPVVELI 
PRQ25_1352 Okl_00074_00008 12658- 4394 V-type ATPynthase alpha chain (V-typ 1700,889 2 R,GVSMDh]LQIPVVE.I&I 
PRQ25_I352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 2650.345 2 KEVKPAG1VFVE87VVV1.EDGTFA8tM 
PRQ25_I352 ORF_00074_00008 12658-  4394 V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 2630,345 3 K.EVKPACEYrVEEPVVVI.EDGTELK.M 
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 12658 - 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-Iyp 1270,700 2 KVGF8XLVGEIIR.L 
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 12658-43941 V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1722,852 3 R.G(M*VLGTVPEFSPTHK.I 
PRQ25_I352 ORF_0007400008 12658- 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1573,837 2 LTVLIANThNM*PVAAR. 
PRQ25_1352 ORF 00074 00008 12658- 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1600,727 2 LDQGFS VALMADSTS R,W 
PRQ25_I352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1334,622 2 R.FZ'IVAEDYPElR.D 
PRQ25_1352 ORl_00074_00008 12658- 43941  V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1722,852 2 R.CGMVLGTVPEFSFTHKJ 
PRQ25_1352 ORF_0007400008 12658-43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 965,553 2 R.CVV%'IIALDR.E 
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1044,568 2 R.DALSF.LIQR.E 
PRQ250221 ORIj)0012_00062 139055 - 318001 ac-laniino-acid-reIeasing protein 1772,943 2 RGlIPIX;N\'Al.O'%LEII;K.% 
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 12658 - 4394 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1950,868 2 R.YVS EEEFPAYLEFAMK.E 
PRQ25_I352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1044,568 2 R.DAISEIJ.QR.E 
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1573,837 2 R.TVIIANTSNMPVAAR.E 
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V_type AT? synthase alpha chain (V-typ 2630,345 2 K.EVKPAGEVTVEEPVVVLEDGTF]KM 
PRQ25_I352 ORF_00074_00008 12658-  4394 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 2724,275 3 R.YVS PEFPAYL8TAMKE1QGAFK.A 
l'RQ2S_I 412 0141_01)II04000I)3 12484 - 71 RF:0 l-:Rs i; S I\S I ao I % dehsdrogeoasc I41,09 2 ltQO 0)-. OVI L\(( .0 Plt'It 
lltQ25I412 uRI000040003 J 2484 - 5I )tI:vFtt'.F:sF\s1:) u-l-( o0 (jell drogcna-c IIP02)4 2 ItlO IAQ \IJ)R_0 
l'I(21412 ORI-j40004 (000)3 14 - ( REVERS E:S ENS I:) -i-t.o dch drgenase h I22°.29 2 _l.0101'O%(lA\QI._O 
PRQ25_1352 ORFJ00074_00008 12658- 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1935.916 2 R.II.EMPAIEGYPPVI.AARL 
PRQ25_I352 ORF_00074_00008 12658- 4341 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1334,622 2 R.E4VAEDVPUJ4.D 
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-lyp 884,441 2 K.TGGPLM°I1LT 
PRQ25 1352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 1044,568 1 RI)AISFJI.QR.E 
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 12658- 43941 V-type ATp synthase alpha chain (V-In 1557,842 2 RTVIJANTSNMPVAAILE 
PRQ25_1352 ORF_0007400008 12658- 43941  V-type AT? synthase alpha chain (V-typ 932,523 2 -.M°IQGVIQKJ 

• marca el sitio de corte con tripsina 
* metionina oxidada 
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Tabla 4.11 Resultados de cromatografia liquida acoplado a espectrometrIa de masas en 

tandem (LC/MS/MS) de la banda 60 kDa obtenida de la purificaciôn de alcohol 

deshidrogenasa de un extracto crudo de Thermus thermophilus PRQ 25 inducida con 

0,05% eicosanol 
Reference MIJ+ z Peptide 

PRQ25 1353 ORF_00074_000I0 14405- 584I1 V-type ATPsynthase beta chain (V-type 2338.28784 3 RCQKI PIPS CSGLJ'ANEIAAQIAR.Q 
PRQ25_1892 ORF_00386_00017 19179- 107231 methylmalonyl-('oA mutaae 1365,76453 2 R.TQQIEAYFSGVFRA 
I'RQ25 1892 t)RF 0(1386 110017 19179- I(l723J ,,it'tIi IniaIonvI-(o\ mtjtasc 1465,76453 2 ftlQQIL\ F,SG\TR_ 
l'RQ25 1892 ORF_00386_0001719179 - 107231 methy1malon.vi-CoA n1utac 227015234 3 ttFIIlQ IC(;S lIlQEI'I,\\\ ILl 
I'RQ2S 1892 ((RI 0(1386 00017 9179- 107231 niethv(n,iIonyI-(o. nilitase 1406.71954 2 R_V(.\SI FIEDM'(I.I. 
PRQ25 1353 ORF_00074_000I0 14405 - 58411 V-type ATPavntbase beta chain (V-type 1717,91187 2 1tSVlFI28KADDYrlER.I 
PRQ25_I353 ORF_00074_000I0 14405- 58411 V-type xrpynthase beta chain (V-type 1898,92432 2 KQVSDQ INS AYANCVDIRK 
PKQ25_I353 ORF_00074_000I0 14405-58411 V-type ATP aynthase beta chain (V-type 1460.70557 2 R.FJS It V IQEFERT 
PRQ 2S_1353 0RI-'_00074_000I0 14405- 58311 V-type ATP syntbasc beta chain (V-type 1259.60547 2 k.YUFAI)AFI]LF 
PRQ 2S_I353 ORE 00074 00010 14405 -5841) V- typeATP synthase beta chain (V-type 1259.60547 2 R.%'IQIADAFEItF 
rRQ25_I3s3 ORF_00074_00010 14405- 584!) V-type ATPsynthasc beta chain (V-type 2338,28784 3 ILGQKLPIFSGSC1PANEIAAQIARQ 
PRQ25_I353 ORE_00074_00010 14405 - 58411 V_type AlPaynthase beta chain (V-type 1717.91187 3 RSVIFINKADDPTIEKI 
PRQ25 1353 ORE _00074_00010 14405-58411 V-type ATPsvnthase beta chain (V-type 1928.87348 2 Iu;YP(;yM'TDLATIyER.A 
l'RQ25 1892 ORE 1)0386 00017 19179- 107231 meth ,lnialonl-(o ,nutasc 1793.891611 2 
PRQ25_I353 ORF_00074_000I0 14305-  58411 V-type ATP synthase beta chain (V-type 1251.62292 2 R.FFINQGQQNR.S 
PRQ25_1353 ORF_00074_000I0 14405- 58411 V-type NIT synthase beta chain (V-type 1360,83105 2 ILU'ITGU'[NPVAItR 
PRQ25_1353 ORF_00074_000I0 14405-58411 %'-type ATP synthase beta chain (V-typ 1784.95007 2 KLVAIIGEDALTENDRR.V 
PRQ25_I353 ORF_00074_000I0 14405- 58411 V-type ATP synthase beta chain (V-type 1928,87348 2 ItCVPCYMTDIATIYFJLA 
PRQ25 1353 ORF 00074 00010 14405 - 58411 V_type ATP snlhase beta chain (V-type 820.49274 2 R.SVIFLNK.A 
I'RQ25 1892 0141 00386 001117 19179- 107231 ritctlisl,,ialonl-('o mutase 1855,93372 2 14_EFI)l'NSPL\EI'Vl'VQkI 
PRQ2S_I353 ORF_00074_00010 14405 -  5*411 V-type ATPsyiithase beta chain (V-type 1460,70557 2 LSVFKIFE1&T 
I'RQ25I 892 0 RI 01(386 _I(ll(l I 7 179 - 1(17231 nieths I nialonsI-( 0'i niutas&-  1008.51 086 2 ItIl)l'EI .liEftR 
PRQ25_I353 ORF_00074_00010 14405 -1,8411 V-type ATP synthase beta chain (V-type 820.49274 I ItS VLFLNK.A 
I'I4() 25_I 892 ORF_00386_000 17 'I 17') - 107231 lucIus I ival,,ns I - ( o.\ n) ki tase 1955.93372 2 ft FFI)l'\ S I'! _N EI".l'VQ IL! 
PRQ 25_I353 0RF_00074_000I014405-58411 V-type ATE 'mynthase beta chain (V-type 820,49274 2 RSVL}U'KA 
PRQ25_I353 ORF_00074_00010 14405 - 58411 V-type ATPsnthasc beta chain (V-type 916,43707 2 K,AI)DVUIERJ 

• marca el sito de corte con tripsina 
* metionina oxidada 

Tabla 4.12 Resultados de cromatografla liquida acoplado a espectrometrIa de masas en 

tandem (LC/MS/MS) de la banda 23 kDa obtenida de la purificaciOn de alcohol 

deshidrogenasa de un extracto crudo de Thermus thermophilus PRQ 25 inducida con 

0,05% eicosanol. 

Reference MIt-f- z Peptide 
l'RQ25_0819 ORF_00043_00123 173443 - 740631 C,TP cydohydrolase I 1287,68042 3 K:IREEFI.sHIko 

• marca el sitio de corte con tripsina 

Se realizaron pruebas de actividad en el gel nativos in situ incubando en 0,2 mM docosanol, 

100 mM NAD+ en 2 mM etilendiamina tetra acético I 50 mM Tris HCl pH 8,0; 15 mg 

nitroblue tetrazolium, 1 mg phenazine methisulfate y finalmente 2 mM FeSO4. Para luego 

revelar con una mezcla etanol/acido acético/glicerol/agua razôn (5.2:1:4), sin embargo el 

FeSO4  precipitó en estas condiciones impidiendo observar la presencia de actividad en los 
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geles y como se vera en Ia siguiente secciOn la alcohol deshidrogenasa requiere de este 
ion bivalente para la catálisis. 

4.3 Inmovilización y caracterización de alcohol deshidrogenasa con 

capacidad oxidativa sobre alcoholes superiores 

Con la finalidad de obtener un biocatalizador que nos permita realizar la sintesis de los 
ácidos grasos de 22 y 24 átomos de carbono, se procedió a inmovilizar y caracterizar las 
enzimas producidas de tal forma de estudiar las condiciones más apropiadas de pH, 
temperatura y estabilidad térmica. 

4.3.1. lnmovilización en glioxil agarosa 4 BCL y bromocianógeno 

Estudios preliminares de inmovilizaciOn de alcohol deshidrogenasa provenientes de 
Candida tropical/s ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermoph/lus PRQ 25 en glioxil 
agarosa 4 BCL (Gix) y bromuro de cianOgeno (BrCN) indicaron que la enzima inmovilizada 
requeria de la presencia de algün cation bivalente para oxidar los alcoholes, ya que Si bien 
se observa actividad al medir la suspensiOn (extracto crudo más soporte), también se 
observa pérdida total de la actividad al medir en el inmovilizado (soporte). Por lo tanto el 
siguiente paso fue medir la actividad sobre tetracosanol de los biocatalizadores 
inmovilizados (glioxil agarosa 4BCL) en presencia de diferentes cationes bivalente, ya que 
se ha visto en bibliografla que gran cantidad de alcohol deshidrogenasas requieren de 
iones bivalentes para la catálisis, ya sea formando parte de la funciOn estructural o 
catalItica de la enzima. Los iones utilizados para este estudio fueron ZnC12, FeSO4  y MgSO4  
a concentraciones en el medio de reacciOn entre 0,1 y 2,5 mM. 

En la Tabla 4.13 se muestran los resultados del efecto de adiciOn de iones divalentes sobre 
la actividad de la alcohol deshidrogenasa provenientes de Thermus AB1 inmovilizada en 
glioxil agarosa 4 BCL, similares resultados se obtienen para la enzima proveniente en 
Candida tropical/s ATCC 20336 y Thermus thermophilus PRQ 25. En todos los casos la 
maxima actividad Se logra al adicionar al medio de reacciOn 2 mM FeSO4. A 
concentraciones sobre 2 mM se observa precipitaciOn de las sales en el medio de reacciOn. 
Si bien con ZnC12  también existe un efecto de aumento de la actividad, al realizar 
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mediciones de actividad utilizando una mezcla de FeSO4  y ZnC12  se obtienen valores 

similares a los obtenidos con sOlo la adiciOn de FeSO4. 

Es importante mencionar que a partir de este estudio todas las siguientes mediciones de 

velocidad de oxidaciOn utilizando la enzima inmovihzada fueron realizadas adicionando 

FeSO4. Aunque no se mencionó en la secciôn anterior (secciôn 4.2), la mediciOn de 

actividad durarite (a purificaciOn también fue realizada en presencia de 2 mM FeSO4. 

Tabla 4.13 Efecto de la adiciOn jones bivalentes sobre la velocidad de oxidaciôn de alcohol 

deshidrogenasa de Thermus AB1 inmovilizada en glioxil agarosa 4 BCL (Gix). La velocidad 

de oxidación tue determinada utilizando tetracosanol como sustrato a 30°C. 

Concentración 
ZnCl2 FeSO4 M9SO4  

mm Actividad especifica Actividad especifica Actividad especIfica 
(imoI•min 1• g 1  biocatalizador) (pniolmin' g' biocatalizador) (pmoImin g biocatalizador) 

0,1 0 0 0 

0,25 0 0 0 

0,5 0,15 0,30 0 

1,0 0,24 0,48 0,11 

1,5 0,38 0,93 0,15 

2,0 0,54 1,63 0,22 

2,5 0,55 1,39 0,20 

Los resultados de inmovilizaciOn de alcohol deshidrogenasa provenientes de Candida 

tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 sobre gkoxil 

agarosa 4 BCL (GIx) y bromuro de cianOgeno (BrCN) se presentan en la Tabla 4.14. Todos 

los resultados fueron realizados por duplicado y los resultados están dados en promedio 

con un error no superior al 5%. 

Se definiô el rendimiento de inmovilización como: 

Re n dim lento de inmovilizaión 
= 

Actividad especIfica inmovilizala 
(EcuaciOn 5) 

A clividad especj/ica coniactada 
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Tabla 4.14 lnmovilización de alcohol deshidrogenasa provenientes de Candida tropicalis 

ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 en glioxil agarosa 4 BCL 

(Gix) y bromuro de cianógeno (BrCN). El rendimiento de inmovilizaciôn es determinado en 

base a la actividad sobre tetracosanol. 

Biocatalizador 
Actividad especIfica 

Contactada 
jmoImin 1  g1  soporte 

Actividad especIfica 
Inmovilizada 

tmomin' g1  soporte 

Rendimiento de 
inmovilización 

C. tropicalis - BrCN 2,6 1,87 72 

C. tropicalis - GIx 2,6 1,84 71 

A131- BrCN 2,05 1,97 96 

ABI — GIx 2,05 1,82 89 - 

PRO 25 - BrCN 2,2 2,17 99 

PRO 25— GIx 2,2 2,09 95 

4.3.2 Caracterizaciôn de los biocatalizadores inmovilizados 

Para determinar las mejores condiciones para Ilevar a cabo la reacción de oxidación de los 

alcoholes alifáticos se estudio el efecto de pH y temperatura de los biocatalizadores 

inmovilizados. Denominando C. tropicalis-BrCN y C. tropicalis-GIx a los biocatalizadores 

provenientes de Candida tropicalis inmovilizados en bromocianOgeno y glioxil agarosa 

respectivamente, del mismo modo se denominaron AB1-BrCN, AB1-Glx, PRO 25-BrCN y 

PRQ 25-GIx a los biocatalizadores inmovilizados provenientes de Thermus A131 y Thermus 

thermophilus PRO 25. Es importante mencionar que el tipo de interacciOn de las enzimas 

unida a bromocianOgeno le da una mayor flexibilidad a la enzima permitiendo simular el 

comportamiento que presenta en forma soluble. 

Se determinO el efecto de pH analizando la actividad sobre los sustratos tetradecanol, 

docosanol y tetracosanol. Las mediciones fueron realizadas con 50 p.1 de una suspension 

de biocatalizador 0,1 g/ml a 30°C, 50°C y 70°C para las enzimas inmovilizadas 

provenientes de Candida tropicalis, Thermus AB1 y Thermus thermophilus 

respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran en (as Figuras 4.15, 4.16 y 4.17. 
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En todos los casos se aprecia que a pH 7,0 se logra la maxima velocidad de oxidaciôn de 

los tres alcoholes alifáticos utilizando los diferentes preparados enzimáticos. 
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Figura 4.15 Efecto de pH en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre 

tetradecanol. (A) AB1-GIx, (•) ABI-BrCN, (A) PRQ 25-Gix, (•) PRO 25-BrCN, (A) C. 

tropicalis-Gix, (I) C. tropicalis-BrCN, (I) desviaciôn estándar. 
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Figura 4.16 Efecto de pH en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre docosanol. 

(A) AB1-Gix, (•) AB1-BrCN, (A) PRQ 25-GIx, (•) PRO 25-BrCN, (A) C. tropicalis-GIx, (S) C. 

tropicalis-BrCN, (I) desviaciOn estándar. 
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Figura 4.17 Efecto de pH en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre 

tetracosanol. (A) AB1-GIx, () ABI-BrCN, (A) PRQ 25-GIx, (•) PRQ 25-BrCN, (A) C. 

tropicalis-Gix, (•) C. tropical is-B rCN, (I) desviaciôn estândar. 

Como se puede apreciar el pH ôptimo para cada biocatalizador inmovilizado tiene una 

pequeña diferencia al pH ôptimo de cultivo de los microorganismos, para el caso de 

Candida tropicalis su pH óptimo de cultivo es 6,0.y para los microorganismos Thermus AB1 
y Thermus thermophilus PRQ 25 es de 7,5. 

Un análisis de efecto del largo de cadena nos muestra en la Figura 4.18 que a pH 7,0 a 

medida que aumenta el tamaño del sustrato enzimático de etanol a dodecanol la velocidad 

de oxidaciOn se ye disminuida y a partir de dodecanol hacia alcoholes alifáticos superiores 

de 22 a 24 carbonos nuevamente se observa un aumento en la velocidad de oxidación. 

Este fenOmeno se observa utilizando en prácticamente todos los preparados enzimáticos. 
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Figura 4.18 Efecto del largo de cadena en la actividad a pH 7,0. (.) AB1-Gix,  (m)  A131-

BrCN, (m) PRQ 25-GIx, ( ) PRQ 25-BrCN, ( ) C. tropicalis-GIx, (a) C. tropicalis-BrCN. 

Una vez determinado que el pH óptimo para cada biocatalizador se analizO el efecto de la 

temperatura cuantificando Ia actividad sobre los alcoholes tetradecanol, docosanol y 

tetracosanol a 30 °C, 40°C, 50°C, 60°C y 70°C a pH 7,0. Nuevamente las mediciones 

fueron realizadas con 50 lal de una suspension de biocatalizador 0,1 g/ml. Los resultados 

de este estudio se muestran en las Figuras 4.19, 4.20 y 4.21 utilizando los biocatalizadores 

provenientes de Candida tropicalis, Thermus ABI y Thermus thermophilus PRQ 25. 

Como se puede apreciar las temperaturas Optimas para cada biocatalizador inmovilizado 

son muy similares a las temperaturas Optimas de cultivo de los microorganismos de los 

cuales provienen. C. tropicalis-Gix y C. tropicalis-BrCN presentan su maxima actividad 

sobre los tres sustratos enzimáticos a 40°C, ABI-GIx y AB1-BrCN a los 60°C y finalmente 

PRQ 25-Glx y PRQ 25-BrCN a 70°C (Ver Figura 4.19, 4,20 y 4.21). 
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Figura 4.19 Efecto de la temperatura en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre 

tetradecanol a pH 7,0. (A) AB1-Gix, (e)  AB1-BrCN, (A) PRQ 25-GIx, (•) PRQ 25-BrCN, (A) 

C. tropicalis-GIx, (•) C. tropical is-BrCN, (I) desviaciôn estándar. 
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Figura 4.20 Efecto de la temperatura en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre 

docosanol a pH 7,0. (A) AB1-GIx, (e) AB1-BrCN, (A) PRQ 25-GIx, (•) PRQ 25-BrCN, (A) C. 

tropicalis-GIx, (•) C. tropicalis-BrCN, (I) desviación estándar. 
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Figura 4.21 Efecto de la temperatura en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre 

tetracosanol a pH 7,0. (A) AB1-GIx, () AB1-BrCN, (A) PRQ 25-GIx, (•) PRQ 25-BrCN, (A) 

C. tropicalis-GIx, (•) C. tropical is-BrCN, (I) desviación estándar. 

Un análisis de efecto del largo de cadena se muestra en la Figura 4.22 a pH 7,0 y a las 
respectivas temperaturas óptimas. Nuevamente se observa que a medida que aumenta el 
tamaño del sustrato enzimático de etanol a dodecanol la velocidad de oxidaciOn se ye 
disminuida y a partir de dodecanol hacia alcoholes alifáticos superiores de 22 a 24 
carbonos nuevamente se observa un aumento en Ia velocidad de oxidación. 

Es interesante destacar que se obtiene la mayor actividad sobre tetradecanol utilizando las 
enzimas C. tropicalis-GIx y C. tropicalis-BrCN, en cambio la maxima actividad sobre 
docosanol y tetracosanol se logra con PRQ 25-GIx y PRQ 25-BrCN. 
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Figura 4.22 Efecto del largo de cadena en la actividad a pH 7,0 y las temperaturas óptimas 

de cada biocatalizador. () AB1-GIx, (m) AB1-BrCN, () PRQ 25-Gix, (.) PRQ 25-BrCN, ( 

C. tropicalis-Gix, (n) C. tropicalis-BrCN. 

4.3.3 Estudio de la estabilidad térmica de los biocatalizadores en medio acuoso 

Se estudio la estabilidad térmica en medio acuoso de cada biocatalizador a (a temperatura 

considerada como Optima para cada enzima. Se prepararon suspensiones de 0,5 g de 

biocatalizador en 2,5 ml de tampOn fosfato 25 mM pH 7,0. Los biocatalizadores C. 

tropicalis-GIx y C. tropicalis-BrCN fueron incubados a 40°C, ABI-GIx y AB1-BrCN a 60°C, 

PRQ 25-GIx y PRQ 25-BrCN a 70 °C, por un periodo de 48 horas monitoreando la actividad 

sobre tetracosanol. Los resultados se muestran en (a Figura 4.23. 
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Figura 4.23 Estabilidad térmica en medio acuoso de los biocatalizadores utilizando 

tetracosanol como sustrato enzimático. (A) C. tropicalis-GIx a 40°C, (. ) C. tropicalis-BrCN a 

40°C, (A) AB1-Gix a 60°C, ( ) AB1-BrCN a 60°C, (A) PRQ 25-Gix a 70°C, ( ) PRQ 25-

BrCN a 70°C, (I) desviación estándar, las lineas corresponden a la estimaciOn de los 

modelos. 

Estos resultados de estabilidad fueron analizados estadisticamente y modelados 

determinando que el modelo de inactivación que mejor se ajusta a los datos experimentales 

es un modelo de inactivación térmica de primer orden, que para el caso de los 

biocatalizadores inmovilizados en glioxil agarosa el modelo es de inactivaciôn térmica con 

actividad residual distinta de cero, en cambio los inmovilizados en bromuro de cianOgenos 

la actividad residual es igual a cero. 

En la figura 4.23 las lineas representan el modelo que mejor ajusta los datos obtenidos 

segün los resultados presentados en las tablas 4.15 y 4.16. Los parámetros cinéticos 

fueron obtenidos por regresion no lineal de los datos de actividad versus tiempo utilizando 

las ecuaciones Ml y M2 (ver apéndice M) para los mecanismos con actividad residual igual 

a cero y distinta de cero respectivamente. 
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Tabla 4.15 Valores de constantes de inactivación térmica de primer orden 

con actividad residual igual a cero de los biocatalizadores C. tropicalis-BrCN, 

AB1-BrCN y PRQ25-BrCN. 

Parâmetros C. tropicalis-BrCN ABI-BrCN PRQ 25-BrCN 

kD  (h 1) 0,0051 0,064 0,109 

t1/2 (h) 136 10,7 6,4 

r 0,991 0,995 0,993 

labia 4.16 Valores de las constantes de inactivaciôn térmica de primer orden 

con actividad residual distinta a cero de los biocatalizadores C. tropicalis-Glx, 

AB1-Gix y PRQ 25-Glx. 

Parámetros C. tropicalis-Gix ABI-Glx PRQ 25- Gix 

k D  (h 1) 0,02 0,079 0,084 

13 0,88 0,087 0,073 

r 0,997 0,994 0,995 

Como se observa en las tabias 4.15 y 4.16 los biocatalizadores inmovilizados en glioxil 

agarosa son mucho más estables que los inmovilizados en bromuro de cianôgeno. Al 

analizar la estabilidad de AB1-BrCN y PRQ25-BrCN a 60 y 70°C respectivamente se 

obtiene que en ambos casos hay pérdida del 100% de la actividad, en cambio la actividad 

remanente de AB1-Gix y PRQ25-Glx a las 48 horas de incubaciôn es de 87% y 73% 

respectivamente. A su vez la actividad remanente de C. tropicalis- Gix y C. tropicalis- BrCN 

luego de 48 horas de incubación a 40°C son de 88% y 80% respectivamente. Estos 

resultados comprueban el hecho de que los biocatalizadores fabricados en glioxil agarosa 

por medio de interacciôn multipuntual son mucho más estables que aquellos fabricados en 

bromuro de cianogeno por interacciOn unipuntual. 
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4.3.4 Estabilidad térmica del cofactor 

Finalmente se estudio la estabilidad del cofactor NAD a condiciones extremas de 

temperatura. Para tal efecto se determinô la estabilidad térmica del cofactor NAD en medio 

acuoso incubando a 40°C, 60°C y 70 °C 100mM de NAD preparado en tampOn fosfato 

100 mM pH 7,0 por un periodo de 72 horas. En forma periódica se tomaron muestras de 

cofactor para la posterior determinaciOn de actividad sobre butanol utilizando PRQ 25-GIx 

como biocatalizador. Los resultados se muestran en la Figura 4.24. 
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Figura 4.24 Estabilidad térmica en medio acuoso del cofactor NAD. (A) 40°C, (A) 60°C, 

(A) 70°C, (-) estimaciôn modelo de primer orden a 40°C, (-) estimación modelo de primer 

orden a 60°C, (-) estimaciôn modelo de primer orden a 70°C, (I) desviación estándar. 

Estos resultados de estabilidad fueron analizados estadIsticamente determinando que los 

datos obtenidos se ajustan al mecanismo de inactivación térmica de primer orden sin 

actividad residual. Los parámetros cinéticos determinados se presentan en la Tabla 4.17. El 

valor del coeficiente de deterrninaciôn que se presenta en la misma tabla y se puede 

observar que existe un buen ajuste del modelo a los datos experimentales para los tres 

casos. 



CAPITULO 4: RESULTADOS 

Tabla 4.17 Valores de las constantes de inactivación térmica del cofactor 

NAD. 

Parámetros 40°C 60°C 70°C 

k D  (h1) 0,0001 0,002 0,003 

t112  (h) 6931 330 257 

r 0,990 0,998 0,993 

El tiempo de vida media de NAD a 40°C es significativamente mayor que los obtenidos a 

50°C y 60 °C sin embargo los valores obtenidos a las tres temperaturas son satisfactorios 

para Ilevar a cabo la reacción de oxidaciOn por un largo periodo de tiempo sin que se yea 

afectada la estabilidad del cofactor. 

4.4 Reacción de sIntesis de los ácidos tetradecanoico, docosanoico y 

tetracosanoico 

Para el estudio de la sintesis de los ácidos de cadena larga fueron seleccionados aquellos 

biocatalizadores inmovilizados en glioxil agarosa 413CL que presentaron mayor estabilidad 

term ica. 

4.4.1 Estudio de la smntesis de los ácidos tetradecanoico, docosanoico y 

tetracosanoico 

Se realizO la reacción de oxidaciOn de tetradecanol, docosanol y tetracosanol, utilizando las 

enzimas producidas por Candida tropicalis ATCC 20336, The rmus AB1 y The rmus 

thermophilus PRQ 25. Las reacciones se Ilevaron a cabo como está descrito en la secciOn 

3.4.7, por un periodo total de 72 horas a 40°C para la enzima C. tropicalis-Glx, 60 °C para 

AB1-GIx y 70°C para PRQ 25-GIx. Las cinéticas de oxidaciOn de los alcoholes alifáticos se 

presentan en las Figuras 4.25, 4.26 y 4.27. Todos los experimentos fueron realizados por 

duplicado y los resultados están dados en promedio con un error no superior al 5%. 
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Figura 4.25 Cinética de reacciOn de alcoholes alifáticos utilizando C. tropicafis-Gix como 

biocatalizador. Grado de conversiOn de tetradecanol (A), docosanol (A), tetradecanol (A) y 

rendimiento en ácido tetradecanoico (•), docosanoico (•) y tetracosanoico (•), (I) 

desviación estándar. 
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Figura 4.26 Cinética de reacciOn de alcoholes alifáticos utilizando AB1-Gix como 

biocatalizador. Grado de conversion de tetradecanol (A), docosanol (A), tetradecanol (A) y 

rendimiento en ácido tetradecanoico (•), docosanoico (S) y tetracosanoico (•), (I) 

desviaciôn estándar. 
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Figura 4.27 Cinética de reacciôn de alcoholes alifáticos utilizando PRQ 25-Gix como 

biocatalizador. Grado de conversiOn de tetradecanol (A), docosanol (A), tetradecanol (A) y 

rendimiento en ácido tetradecanoico (•), docosanoico (I) y tetracosanoico (•), (I) 

desviaciOn estándar. 

Los resultados del porcentaje de conversion de los alcoholes, rendimiento de los ácidos y 

aldehidos a las 72 horas de reacciOn (Ver apéndice E) se muestran en las Tabla 4.18 a la 

4.20. 

Tabla 4.18 Porcentaje de conversion de tetradecanol, rendimiento de ácido 

tetradecanoico (ácido mirIstico) y aldehido miristico luego de 72 horas de 

reacciOn. 

Conversion Rendimiento Rendimiento 
Biocatalizador Alcohol Acido AldehIdo 

(%) (%) (%) 
C. tropicalis-GIx 84,1 67,0 17,1 

ABI-Glx 60,3 14,0 46,3 
PRQ 25-GIx 78,3 40,7 37,6 

me 



CAPITULO 4: RESULTADOS 

Tabla 4.19 Porcentaje de conversion docosanol, rendimiento de ácido 

docosanoico (ácido behénico) y aldehIdo behénico luego de 72 horas de 

reacciOn (Ver apéndice E). 

Conversion Rendimiento Rendimiento 
Biocatalizador Alcohol Acido Aldehido 

(%) (%) (%) 
C. tropicalis-GIx 57,8 47,0 10,8 

ABI-GIx 66,2 50,9 15,3 

PRO 25-GIx 85,9 61,7 24,2 

Tabla 4.20 Porcentaje de conversion tetracosanol, rendimiento de ácido 

tetracosanoico (ácido lignocerico) y aldehIdo lignocérico luego de 72 horas de 

reacciOn. 

Conversion Rendimiento Rendimiento 
Biocatalizador Alcohol Acido AldehIdo 

(%) (%) (%) 
C. tropicalis-GIx 51,1 13,8 37,3 

AB1-GIx 67,9 14,8 53,1 

PRO 25-GIx 78,7 35,8 42,9 

Como es posible observar, la maxima conversion de tetradecanol se logra utilizando el 

biocatalizador C. tropicalis-GIx, en cambio para docosanol y tetracosanol se obtiene con 

PRQ25-Glx, sin embargo, se aprecia que a las 72 horas en la mayorIa de las reacciones 

aCm no se Ilega al máximo de conversiOn de los alcoholes, salvo en la oxidaciôn de 

tetradecanol con PRQ25-Glx y la oxidaciôn de docosanol con AB1-GIx y C. tropicalis-Gix, 

debiéndose aumentar el tiempo de reacción para lograr obtener conversiones cercanas al 

100%. 

En cuanto al rendimiento, los alcoholes de 14 y 22 carbonos son oxidados principalmente a 

ácido, sin embargo cuando se trata de un alcohol de 24 carbonos hay una mayor 
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producciOn de aldehIdo que ácido, lo que nos podrIa indicar que a medida que aumenta el 

largo de cadena (a reacción se hace más lenta. 

4.4.2 Estabilidad de los biocatalizadores en el medio de reacciôn 

En el transcurso de la reacción de oxidaciOn de los alcoholes alifáticos junto a la toma de 

muestra para el análisis de la conversion de los alcoholes, se tomaron muestras de los 

diferentes biocatalizadores inmovilizados para (a determinación de su actividad remanente 

a tiempo 0, 24, 48 y 72 horas. La actividad remanente fue determinada utilizando 

tetradecanol, docosanol ó tetracosanol como sustrato. Los resultados obtenidos se 

muestran en las Figuras 4.28 a 4.30. 
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Figura 4.28 Estabilidad en el medio de reacciOn de C. tropicalis-GIx a 40°C, 100 mM de 

sustrato (tetradecanol, docosanol 0 tetracosanol) en lutrol F-68 20 mg/mL en tampon 

fosfato 25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD, 2mM FeSO4. Actividad inicial 4 UI totales. (A) 

tetradecanol, (A) docosanol, (A) tetracosanol, (I) desviaciOn estándar, las Ilneas 

representan la estimaciOn del modelo de inactivaciOn térmica de primer orden con actividad 

residual igual a cero. 
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Figura 4.29 Estabilidad en el medio de reacción de AB1-GIx a 60°C, 100 mM de sustrato 

(tetradecanol, docosanol O tetracosanol) en lutrol F-68 20 mg/mI I tampon fosfato 25 mM pH 

7,0; 500 mM de NAD, 2mM FeSO4. Actividad inicial 4 UI totales. (A) tetradecanol, (A) 

docosanol, (A) tetracosanol, (I) desviaciOn estándar, las Ilneas representan la estimación 

del modelo de inactivaciOn térmica de primer orden con actividad residual igual a cero. 
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Figura 4.30 Estabilidad en el medic de reacciOn de PRQ25-Glx a 70°C, 100 mM de 

sustrato (tetradecanol, docosanol 0 tetracosanol) en lutrol F-68 20 mg/ml I tampOn fosfato 

25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD, 2mM FeSO4. Actividad inicial 4 UI totales. (A) 

tetradecanol, (A) docosanol, (A) tetracosanol, (I) desviaciOn estándar, las Ilneas 

representan la estimaciOn del modelo de inactivación térmica de primer orden con actividad 

residual distinta a cero. 
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Los resultados fueron analizados estadisticamente para determinar el mecanismo de 

inactivaciôn que mejor representa las cinéticas obtenidas. Los biocatalizadores C. 

tropicalis-GIx y ABI-GIx presentaron un comportamiento de inactivaciôn térmica de primer 

orden con actividad residual igual a cero frente a los tres sustratos enzimáticos , en cambio 

los resultados la enzima PRQ 25-GIx se ajustan al mecanismo de inactivación térmica de 

primer orden con actividad residual distinta de cero. Los parámetros cinéticos determinados 

se presentan en las Tablas 4.21 a 4.23. 

Tabla 4.21 Valores de las constantes de inactivaciOn en el medio de reacción de C. 

tropicalis-Gix a 40°C, 100 mM de sustrato (tetradecanol, docosanol ô tetracosanol) 

en lutrol F-68 20 mg/ml I tampon fosfato 25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD, 2mM 

FeSO4. 

Parámetros tetradecanol docosanol Tetracosanol 

kD  (h 1) 0,0011 0,0019 0,0033 

t1/2 (h) 630 365 210 
r 0,997 0,997 0,990 

Como se observa en la Figura 4.28 luego de 72 horas de reacción sOlo se aprecia 

alrededor de un 20% de pérdida de la actividad inicial para la enzima C. tropicalis-GIx. El 

mayor tiempo de vida media (Ver Tabla 4.21) se obtiene al utilizar tetradecanol como 

sustrato, y a su vez presenta mayor selectividad por tetradecanol ya que se obtienen 

conversiones del 64% con rendimientos en ácido tetradecanoico del 67% (Ver Tabla 4.18). 

Tabla 4.22 Valores de las constantes de inactivaciOn en el medio de reacción de 

AB1-GIx a 60°C, 100 mM de sustrato (tetradecanol, docosanol 0 tetracosanol) en 

lutrol F-68 20 mg/ml I tampon fosfato 25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD, 2mM 

FeSO4. 

Parãmetros tetradecanol docosanol tetracosanol 

k/)  (h 1) 0,0027 0,0023 0,0028 

t112  (h) 257 301 248 
r 0,996 0,982 0,991 
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En relación a ABI-GIx se observa en la Tabla 4.22, que el mayor tiempo de vida media se 

obtiene al utilizar docosanol como sustrato, sin embargo no hay gran diferencia en relaciôn 

al tiempo de vida media obtenido con tetradecanol y tetracosanol como sustratos 

enzimáticos. 

Tabla 4.23 Valores de las constantes de inactivaciôn en el medio de reacciôn de 

PRQ 25-Gix a 60°C, 100 mM de sustrato (tetradecanol, docosanol ó tetracosanol) 

en lutrol F-68 20 mg/ml I tampon fosfato 25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD, 2mM 

FeSO4. 

Parãmetros tetradecanol docosanol tetracosanol 

kD  (h 1) 0,07 0,066 0,061 

13 0,80 0,73 0,75 

r 0,992 0,995 0,991 

En cuanto a los resultados obtenidos con PRQ 25-GIx, luego de 72 horas de reacciOn en 

condiciones extremas de temperatura el biocatalizador pierde el 27% de su actividad 

original permitiendo realizar conversiones máximas de docosanol del 86% y rendimientos 

en acido docosanoico de 62% (Ver tabla 4.20). 

Por otro lado, al comparar la estabilidad de los biocatalizadores en medio acuoso y en 

medio de reacciOn a las 48 horas y midiendo la actividad residual en tetracosanol se 

observa que las diferencias son muy pequenas y pueden estar dentro del margen de error. 

En el medio de reacciôn C. tropicalis-GIx, AB1-Gix y PRQ 25 presentan actividades 

residuales de 90%, 91% y 78% respecto a la inicial respectivamente (Ver Figuras 4.28, 4.29 

y 4.39). En cambio en medio acuoso las actividades residuales son de 88% para C. 

tropicalis-GIx, 87% para AB1-GIx y 73% para PRQ 25 luego de 48 horas de incubaciOn a 

40°C, 60°C y 70°C respectivamente (Ver Figura 4.23). 
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CAPITULO 5: DISCUS ION 

5 DISCUSION 

5.1 Estudio de las condiciones de crecimiento e inducción de los 

microorganismos para la producción de alcohol deshidrogenasa con 

capacidad oxidativa de alcoholes superiores 

5.1.1 Cinética de crecimiento celular de cada microorganismo 

Los resultados del estudio de las cinéticas de crecimiento celular de los microorganismos 
Thermus thermophilus HB 27, HNI 11, NR 17, PRQ 16 y PRQ 25 (Ver SecciOn 4.1.1) en 
medio Thermus y Thermus modificado revelan un crecimiento en dos fases o 

comportamiento bifásico de multiplicaciOn celular que posiblemente se trataria de un 

crecimiento diaUxico debido a la utilización secuencial de distintas fuentes de carbono 
presentes en este medio complejo. Otra explicación pudiera ser que debido a la elevada 

velocidad especifica de crecimiento obtenidas con 1.11  de airededor de 0,20 ft1  (Ver Tabla 4.1 

y 4.2) se produzca una temprana muerte celular con la subsiguiente lisis y la posibilidad de 
que nuevas células se multipliquen a expensas de las que han muerto (Nápoles et al., 2006). 
Este Ultimo fenOmeno explicarla par qué en la cinética de crecimiento de Thermus AB1 no se 
aprecia un comportamiento bifésico pese a que se utilizô el mismo medio de cultivo que los 
microorganismos Thermus thermophilus, ya que el crecimiento de Thermus AB1 es mucho 
más lento con una velocidad especifica de crecimiento de 0,06 h 1  en comparaciOn a los 
Thermus thermophilus. 

No se aprecian diferencias significativas en la velocidad especifica de crecimiento ni en el 

crecimiento celular maxima en los medios de cultivos Thermus y Thermus modificado. De 

esta forma se pudo determinar los requerimientos en sales que necesitan las cepas Thermus 

AB1 y Thermus thermophilus para su crecimiento ya que Si bien hay información de los 
componentes principales del agua mineral Cachantün, en un estudio camparativo de las 
aguas minerales que se consumen en Chile realizado par Servicio Nacional del Consumidor 
(SERNAC, 2001), se desconocen las concentraciones de sales coma cobre, zinc, cadmio, 
manganeso que son importantes para el crecimiento microbiano. El reemplazo del media 
Thermus par Thermus modificado a nivel de Iaboratorio no es relevante, pero silo es a nivel 
industrial ya que el proceso tiene un costa menar al sustituir el agua mineral par sales. 

105 



CAPITULO 5: DISCUSION 

La adiciôn de tampon fosfato pH 7.5 al medio de cultivo Thermus modificado permitió 

descartar que el aumento del pH durante la fermentaciOn (medio sin tampon) fuera uno de 

los causantes del bajo crecimiento celular pese a que el medio contiene concentraciones de 

triptona y extracto de levadura para un crecimiento maxima de 8 gIl. Este bajo crecimiento 

puede estar relacionado con el fenômeno de inhibición por exceso de sustrato a bien ser una 

respuesta de la expresiOn genica de los microorganismos Thermus y Thermus thermophilus 

frente a los componentes del media de cultivo. 

En cuanto a Candida tropicalis ATCC 20336 los valores obtenidos de velocidad especifica de 

crecimiento (j.t = 0,11 h 1) y crecimiento celular maxima (AX = 2,96 g/l) fueron los esperados, 

ya que se utilizO un media minimo definido para un crecimiento celular de 3 gIl (a pH 6,0) 

utilizando glicerol coma nutriente limitante y ünica fuente de carbono y energia. No hay 

informaciOn en bibliografia sobre la velocidad especIfica de crecimiento de Candida tropicalis 

a las condicianes de cultivo estudiadas. 

5.1.2 Efecto de Ia adición de inductor al medio de cultivo sobre el crecimiento celular 

Al estudiar la taxicidad de los agentes inductores adicionando al media de cultivo 0,025; 

0,05; 0,5; 1 y 2 % de alcoholes entre 2 y 24 átomas de carbono a alcanos entre 14 y 24 

átamas de carbono (Ver SecciOn 4.1.2). La adición de alcohol coma agente inductor provocO 

la inhibiciOn del crecimiento celular en la gran mayoria de las cepas. En cambio la adiciOn de 

alcanos coma agente inductor principalmente a las cepas Thermus thermophilus HB27, HNI 

11 y PRQ 25 mastró un aumento del crecimiento celular con respecta al control indicando 

que efectivamente los alcanos son utilizadas par estas microorganismas coma fuente de 

carbono. Similares resultados han sida reportados par Kato et al. (2009) al estudiar el efecto 

de suplementar el media de cultivo con alcanos de diferente tamaño sabre el crecimiento 

celular de Geobacillus thermoleovorans B23, observando un aumento en el crecimiento 

celular y la praduccion de protelnas relacianadas can la P oxidaciOn, cuya efecto de la 

inducciOn se correlaciona con el largo de cadena del alcano. 

En relacián a la concentraciOn del agente inductor, se determinô que 0,05% (wlv) fue más 

adecuada para estudiar la induccián de la enzima alcohol deshidragenasa, debido a que a 

esa cancentraciOn la inhibiciOn del crecimiento celular es minima y no hay precipitaciOn del 

agente inductor. En estudias reportados par Ueda y Tanaka (1990) se utilizO 0,7% de una 
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mezcla de alcanos entre 10 y 13 átomos de carbono; sin embargo, fue difIcil solubilizar los 

nutrientes a 30°C aün adicionando Tween 80. En cambio Kato et al. (2009) suplementaron el 

medio de cultivo con 0,1% v/v de un alcano o una mezcla de alcanos entre 10 y 34 átomos 

de carbono en un medio a 70°C, cultivando a esas condiciones por un periodo de 10 dIas. 

5.1.3 Efecto de la adición de inductor al medio de cultivo en la producción de alcohol 
deshidrogenasa con capacidad de oxidación de alcoholes alifáticos 

La capacidad de oxidación de diferentes alcoholes alifáticos de las enzimas obtenidas en los 

extractos crudos de los diferentes microorganismos utilizando 0,05% de agente inductor 

(alcohol o alcano) en el medio de cultivo tue determinada a 30°C, 50°C y 70°C para las 

enzimas producidas por Candida tropicalis, Thermus AB1 y Thermus thermophilus 

respectivamente. 

Las más alta actividad sobre alcoholes de 14, 22 y 24 átomos de carbono se iográ con las 

enzimas alcohol deshidrogenasas provenientes de Candida tropicalis A10C20336 inducidas 

con hexadecanol (C16), de Thermus thermophilus PRQ 25 inducida con eicosanol (C20) y de 

Thermus A131 inducida con docosanol (022) (Ver Tablas 4.3 y 4.4). Estos resultados 

demuestran que si bien los alcoholes producen un efecto de inhibición del crecimiento 

celular, son muy buenos inductores de la producción de alcohol deshidrogenasas con 

capacidad de oxidar alcoholes alifáticos de cadena larga. 

La actividad sobre tetracosanol obtenida con la alcohol deshidrogenasa de Candida tropicalis 

ATCC 20336 inducida con hexadecanol (86,7 pmolmin 1 g de proteina) tue superior al valor 

previamente reportado por Ueda y Tanaka en 1990 (70 pmolming' de protelna), donde se 

utilizô una mezcla de alcanos de 10 a 13 átomos de carbono como ünica fuente de carbono y 

energia. Por otra parte, sin inducciôn de Candida tropicalis ATCC 20336 sOlo se observa 

actividad sobre etanol; en cambio Kemt et al, 1988 reportaron un aumento de la actividad 

alcohol oxidasa, alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa de Candida tropicalis 

cultivada en un medio con glucosa, de 10 veces al adicionar una mezcla de alcanos como 

agente inductor. 

Las enzimas provenientes de Thermus thermophilus PRQ 25 y Thermus AB1 inducidas con 

eicosanol y docosanol respectivamente produjeron elevada actividad sobre tetracosanol, con 
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valores de 36,4 y 42,9 pmolmiri1 g 1  de proteina respectivamente. Por otro lado sin inducciôn 

ambos microorganismos produjeron alcohol deshidrogenasa con actividad sobre etanol; sin 
embargo, Thermus AB1 ademâs presentó actividad sobre octanol (Ver Tabla 4.3). No existen 
estudios publicados sobre la producciOn de alcohol deshidrogenas que oxiden alcoholes de 
cadena larga en estos microorganismos. 

Es interesante destacar que existe cierta correlaciôn entre el largo de cadena del inductor y 
el nivel de actividad expresado respecto del largo de cadena del sustrato de la reacción en 
varias cepas de Thermus. La excepción es Candida tropical/s que no siguiO ese patron. De 
igual manera Kato et al. (2009) reportan un aumento de la actividad acil-CoA oxidasa al 
inducir su producciOn en Geobac/Ilus thermoleovorans B23 con alcanos entre 2 y 10 átomos 
de carbono. 

Por otro lado, la magnitud del efecto de la inducciOn varla segUn el momento de adiciOn del 

agente inductor durante la fermentaciOn. Se observó que para Thermus AB1, Thermus 

thermophilus PRQ 25 y Candida tropical/s AT0020336 la adición al inicio de la fermentaciOn 

produce una alcohol deshidrogenasa con mayor actividad sobre docosanol y tetracosanol 

que al adicionar el inductor en la fase de crecimiento exponencial (12 horas de 
fermentaciOn). Se obtuvo la maxima actividad al cosechar las células después de 120, 140 y 
100 horas de fermentaciOn de Thermus AB1, Thermus thermoph/lus PRQ 25 y Candida 
tropical/s ATCC20336 respectivamente (Ver Secciôn 4.1.5 y Figura 4.10). Bryant et al., 
(1988 y 1992) reportaron que el tiempo de cosecha de la células de Thermoanaerobacter 
ethanoilcus ATCC 31550 es muy importante; ya que fue posible detectar dos diferentes 
alcohol deshidrogenasas, una con afinidad por los alcoholes primarios, como heptanol, 
producida después de la fase de crecimiento exponencial y la otra con mayor afinidad par 
alcoholes secundarios y alcoholes alifáticos de cadena larga que se produce durante la fase 

de crecimiento exponencial. 

La adiciOn del agente inductor al inicia del cultivo en Thermus AB1 produce un efecto de 

disminuciOn de la velocidad de crecimiento del microorganismo con respecto a la adiciOn en 

la mitad de la fase de crecimiento exponencial; sin embargo, provoca un mayor crecimiento 
celular. Esto nos estaria indicando que además de utilizar al alcohol coma inductor de la 
producciOn de enzimas, también se estarIa en parte utilizando como fuente de carbono y 
energia para la producciOn de biomasa (Ver Figura 4.10). 
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La caracterización electroforética en geles de poliacrilamida SDS al 12% de las protelnas 
obtenidas del extracto crudo proveniente de Candida tropicalis, Thermus thermophilus PRQ 
25 y Thermus AB1 inducidas con alcoholes y alcanos como se muestra en las Figuras 4.7, 4.8 
y 4.9 respectivamente, permitiô evidenciar que a mayor largo de cadena del agente inductor 
se observa un aumento en la intensidad de la banda principalmente entre las proteinas de 
bajo peso molecular; entre 20 y 60 kDa para Candida tropicalis, entre 50 y 66 kDa para 
Thermus thermophilus PRQ 25 y entre 58 a 60 kDa para Thermus AB1. Dentro de este rango 
de pesos moleculares se encuentran las principales enzimas relacionadas con la w y 

- 

oxidación de los ácidos grasos como; alcohol deshidrogenasa de Thermococcus ES-1 que es 
un homotetrámero de 46 kDa cada subunidad (Ma et al., 1995), alcohol oxidasa de Candida 
tropicalis formada por dos subunidades de 68 kDa (Dickinson y Wadforth en 1992), alcohol 
deshidrogenasa del termófilo Bacillus acidocaldarius compuesta por un tetrámero de 
subunidades idénticas de 38 KDa cada una (D' Auria et al., 1996), acil-CoA oxidasa de 
Geobacillus thermoleovorans B23, Citocromo P 450 de Bacillus subtilis de 48 kDa (Lee et al., 
2003), entre otras. 

Es importante mencionar que si bien toda la información bibliográfica apunta a que la adición 
de n-alcanos al medio de cultivo induce la producciOn de enzimas con capacidad oxidativa, ya 
sea alcohol deshidrogenasas u oxidasas, en este estudio se logrO evidenciar que con la 
adición de alcohol al medio de cultivo también es posible inducir la inducción de estas 
enzimas. 

5.2 Purificación de alcohol deshidrogenasa con capacidad oxidativa sobre 

alcoholes superiores 

El diseño de los protocolos de purificación de las alcohol deshidrogenasas provenientes de 
Thermus A131, Candida tropicalis y Thermus thermophilus PRQ 25 se realizO basándose en 
los resultados obtenidos al analizar la adsorciôn de las enzimas en matrices cromatográficas 
de tipo iOnico. El criterio utilizado fue contactar primero los extractos crudos con aquellas 
resinas que no adsorben la alcohol deshidrogenasa y que estarian adsorbiendo otro tipo de 
protelna presentes en el crudo, para luego contactar este crudo semi purificado con la resina 
que obtuvo mayor rendimiento de adsorción y finalmente eluir la alcohol deshidrogenasa 
para obtener la enzima en forma soluble. 
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Mediante el protocolo que se rnostrO en la Figura 3.5 se lográ purificar la alcohol 
deshidrogenasa de Candida tropicalis ATCC20336 con un factor de purfficacián de 39 veces 
en corn paraciôn con el extracto crudo, pero se perdió el 76% de la actividad. Esta pérdida de 
actividad se debe principalrnente a la ineficiente desorciOn de la enzima desde DEAE-
Sepharose con NaCl; tal vez esto se pueda solucionar realizando la desorciOn con una 
mayor concentraciOn de NaCl o bien aurnentando el tiempo de lavado a 2 o 3 horas (Ver 
Tabla 4.7). El perfil electroforético SDS PAGE de la purificación de la enzima alcohol 
deshidrogenasa de Candida tropicalis rnuestra tres bandas rnuy tenues de 60, 47 y 36 kDa 
(Ver Figura 4.11), pudiendo corresponder una de estas bandas ala alcohol deshidrogenasa 
con actividad sobre alcoholes alifâticos de cadena larga o bien ser una subunidad de esta 
enzima, ya que se ha visto que las alcohol deshidrogenasas provenientes de Rhodococcus 
erythropolis ATCC 4277 (Ludwig et al., 1995), hIgado de caballo (Dickinson et al., 1967), 
Aeropyrum pernix ki recombinante (Hirakawa et al., 2004), Saccharomyces cerevisiae 
(Larroy et al., 2002) entre otras, están formadas por hornodimeros, dImeros 0 tetrámeros 
entre 70 y 40 kDa. Pese a que existe información de la producción de la alcohol 
deshidrogenasa de Candida tropicalis y su IocalizaciOn subcelular (Ueda y Tanaka, 1990), no 
hay información al respecto de su estructura y peso molecular. 

Por otro lado, Ia purificación de la alcohol deshidrogenasa proveniente de Thermus AB1 y 

Thermus thermophilus PRQ 25 fueron mucho mejores que la realizada con Candida 
tropicalis, logrando factores de purificaciôn de 237 y 567 respectivarnente y en arnbos casos 
se recuperó airededor del 36% de la actividad inicial (Ver Tablas 4.8 y 4.9). Nuevarnente la 
pérdida de actividad se produjo principalmente por la rnala desorciOn de la enzima desde las 
resinas. Si bien durante el diseño de los protocolos de purificaciOn se realizO un estudio 
inicial a pequeña escala de la desorciôn con diferentes sales y concentraciones de estas 
sales, no se obtuvieron los mismos resultados al utilizar una mayor cantidad de resina 
durante la purificaciôn. Además no se debe descartar la posible inactivación de la enzima 

durante la purificacion. En cuanto al perfil electroforético SDS PAGE de la purificación de la 

enzima proveniente deThermus AB1 se obtienen dos bandas muy tenues de 66 y 23 kDa 

que pueden corresponder a la enzima o a una subunidad de ella (Ver Figura 4.11). En 
cambio en la electroforesis SDS PAGE de la purificaciôn de la enzima proveniente de 
Thermus thermophilus PRQ 25 se obtienen tres bandas de 64, 60 y 23 kDa. El análisis de la 
identificaciôn de estas bandas por cromatografia liquida acoplado a espectrornetria de 

masas en tandem (LC/MS/MS) de la banda de 64 kDa entregó tres secuencias peptIdicas 
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RQAAEAVLEAGGYPIPR, RIYLAQALDRA y KLALM*VAGLAVQK.Y  que al contrastarlas con la 

base de datos del genoma de Thermus thermophilus PRQ 25 comprobó que la banda de 64 

kDa estaria asociada a una deshidrogenasa. Al comparar la secuencia 

RQMEAVLEAGGYPIPR con la base de datos del Protein Data Bank se pudo evidenciar que 

existe un alineamiento de la secuencia con las protelnas Acil-CoA deshidrogenasa de 

Thermus thermophilus HB27 y Thermus thermophilus HB8 con un 100% de identidad y con 

Acil-CoA deshidrogenasa de Thermus aquaticus Y51 M023 con 82% de idntidad. 

Finalmente a través de la electroforesis nativa se pudo evidenciar que la enzima alcohol 

deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ 25 es una protelna de aproximadamente 254 

kDa compuesta por cuatro subunidades de 64 kDa cada una. (Ver Figuras 4.13 y 4.14). 

5.31nmovilizaci6n y caracterizaciôn de alcohol deshidrogenasa con capacidad 

oxidativa sobre alcoholes superiores 

5.3.1. lnmovilización en glioxil agarosa 4 BCL y bromocianógeno 

Las alcohol deshidrogenasas de bacterias y levaduras en general requieren de hierro para 

Ilevar a cabo la catálisis (Hirakawa et al., 2004) y las alcohol deshidrogenasa de Candida 

tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 no fueron la 

excepciôn. Estos iOnes bivalentes estarIan formando parte de la funcián estructural o 

catalItica de estas enzimas, tal como se observô con la alcohol deshidrogenasa II de 

Zymomonas mobil/s (Scopes, 1983; Larroy, 2006). El estudio realizado durante el proceso de 

inmovilización evidenciô que la concentraciôn optima de FeSO4  para activar las alcohol 

deshidrogenasa de Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus 

PRQ 25 es de 2 mM. Sobre 2 mM se observó precipitaciOn de las sales en el medio de 

reacciOn. Con ZnC12  también existe un efecto de activaciOn, pero en menor medida y al 

utilizar una mezcla de FeSO4  y ZnCl2  se obtienen el mismo efecto que al utilizar sOlo FeSO4. 

Los más altos rendimientos de inmovilizaciOn medidos en actividad se lograron con las 

enzimas provenientes de Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 tanto para las 

enzimas inmovilizadas en glioxil agarosa 4 BCL (GIx), como en bromuro de cianOgeno 

(BrCN), con valores sobre el 90% (Ver Tabla 4.14). En cambio para Candida tropicalis el 
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rendimiento fue de 72% en glioxil agarosa 4 BCL (1,87 imolmin 1 g 1  soporte) y 71% en 

bromuro de cianogeno (1,84 tmolmin 1  9 1  soporte). 

5.3.2 Caracterización de los biocatalizadores inmoviJizados 

La caracterizaciôn de los biocatalizadores inmovilizados permitió determinar las mejores 

condiciones para llevar a cabo la reacción de oxidaciOn de los alcoholes alifáticos 

tetradecanol, docosanol y tetracosanol. El estudio del efecto del pH en la oxidación de 

tetradecanol, docosanol y tetracosano por parte de las enzimas inmovilizadas en 

bromocianógeno y glioxil agarosa provenientes de Candida tropicalis, Thermus AB1 y 

Thermus thermophilus PRQ 25 revelá que a pH 7,0 se logra la maxima velocidad de 

oxidaciôn de los tres sustratos (Ver Figuras 4.15, 4.16 y 4.17). Estos valores difieren con lo 

reportado por Cea et al. (2009) quienes determinaron que pH 8,8 es el óptimo para Ilevar a 

cabo la oxidación de docosanol y tetracosanol por la enzima alcohol deshidrogenasa de 

higado de caballo, obteniendo valores de actividad que no superaron los 0,5 tmolmin 1 g 1  

soporte. Las temperaturas ôptimas para cada biocatalizador son muy similares a las 

temperaturas óptimas de cultivo de los microorganismos de los cuales provienen: las 

enzimas C. tropicalis-GIx y C. tropicalis-BrCN presentan su maxima actividad sobre los tres 

sustratos enzimáticos (tetradecanol, docosanol y tetracosanol) a 40°C, AB1-GIx y AB1-BrCN 

a los 60°C y finalmente PRQ 25-GIx y PRQ 25-BrCN a 70°C (Ver Figura 4.19, 4,20 y 4.21). 

El análisis de efecto del largo de cadena en la actividad de los biocatalizadores a la 

temperatura y pH optima revelaron que los biocatalizadores inmovilizadas en bromuro de 

cianOgeno presentaron una levemente mayor actividad que los inmovilizados en glioxil 

agarosa, Ia que puede deberse a que el tipo de interacciôn multipuntual generada al 

inmovilizar en glioxil agarosa produce un biocatalizador más rigido que dificulta en cierto 

grado la interacciOn enzima-sustrato (Ver Figura 4.22). Por otro lado se observO que al ir 

aumentando el tamaño del sustrato enzimático desde etanol a dodecanol la velocidad de 

oxidaciôn se ye disminuida y a partir de dodecanol hacia alcoholes alifáticos superiores de 

22 a 24 átomos de carbono nuevamente se observa un aumento en la velocidad de 

oxidaciOn. Posiblemente esto se deba a que se estarla en presencia de mas de un tipo de 

alcohol deshidrogenasa o isoenzimas que presentarlan diferente selectividad par los 

alcoholes de cadena corta (2 a 4 átomas de carbono), de cadena media (8 a 12 átomos de 

carbono) y de cadena larga (14 a 24 âtomos de carbono). Este mismo fenOmeno se observa 
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al medir actividad con la enzima directamente del extracto crudo sin inmovilizar (Ver Tabla 

4.3); la selectividad por los sustratos no se vio modificada at inmovilizaciôn las distintas 

enzimas. 

5.411lleacci6n de sIntesis de los ácidos tetradecanoico, docosanoico y 

tetracosanoico 

5.4.1 Estudio de la sintesis de los ácidos tetradecanoico, docosanoico y 

tetracosanoico 

La sIntesis de los ácidos de cadena larga se desarroHô con los biocatalizadores 

inmovilizados en glioxil agarosa 413CL por presentar una mayor estabilidad térmica a las 

condiciones de pH y temperaturas determinadas como Optimas para estas enzimas y 

considerando que el cofactor NAD es estable a estas condiciones de trabajo (Ver Figura 

4.24 y Tabla 4.17). 

El análisis de estos resultados revela que con C.tropicalis-Glx se logra el mayor grado de 

conversion de tetradecanol (84%) luego de 72 horas de reacción con un rendimiento en 

ácido tetradecanoico de 67% y solo un 17% en aldehido. En cambio PRQ 25-GIx y AB1-GIx 

no superaron el 78,3% y 60,3% de conversion de tetradecanol con un rendimiento en ácido 

tetradecanoico de 40% y 14% respectivamente y en ambos casos con un elevado 

rendimiento en aldehido (PRQ 25-GIx 37,6% y AB1-GIx 46,3%). Estos resultados muestran 

que C.tropicalis-Glx, además de presentar mayor selectividad por tetradecanol, presenta una 

mayor velocidad de oxidacián del aldehido al ácido que la observada por PRQ 25-GIx y AB1-

GIx. 

Por otro lado, con Ia enzima PRQ 25-GIx se logro el mayor grado de conversion tanto de 

docosanol como tetracosanol con valores de 85,9% y 78,7% respectivamente y rendimientos 

en ácido docosanoico de 61,7% y ácido tetracosanoico 35,8% respectivamente. (Ver Tabla 

4.20). A su vez la enzima AB1-Glx presenta similar grado de conversion de docosanol y 

tetracosanol, sin embargo del 66,2 % de conversion del docosanol el 50,9 % es ácido 

docosanoico, en cambio del 67,9 % de conversiOn del tetracosanol solo et 14% es ácido 
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tetracosanoico y el 53,1% restante es aldehido. Estos resultados sugieren que el mecanismo 

de transformaciOn de los alcoholes alifáticos de cadena larga a su ácido respectivo pasaria 

primero por la oxidaciôn del alcohol a aldehido y luego de aldehido al ácido. 

Se aprecia que a las 72 horas en la mayoria de las reacciones aCm no se liega al máximo de 

conversion de los alcoholes, salvo en la oxidación de tetradecanol con PRQ25-Glx y la 

oxidaciOn de docosanol con AB1-Gix y C. tropicalis-Glx. 

Estos resultados estarian comprobando que efectivamente se logró inducir en los 

microorganismos Candida tropicalis, Thermus A131 y Thermus thermophilus PRQ 25 la 

producción de una enzima alcohol deshidrogenasa con capacidad de oxidación de alcoholes 

de 22 y 24 átomos de carbono adicionando al cultivo alcoholes alifáticos de cadena larga. 

5.4.2 Estabilidad de los biocatalizadores en el medio acuoso y en el medio de reacciOn 

Una clara ventaja en la inmovilización en glioxil agarosa es el nivel de estabilizaciOn logrado 

ya que el estudio de estabiUdad térmica en medio acuoso de cada biocatalizador a la 

temperatura considerada como optima para cada enzima (C. tropicalis-GIx y C. tropicalis-

BrCN incubados a 40°C, AB1-GIx y AB1-BrCN a 60°C, PRQ 25-GIx y PRQ 25-BrCN a 70 00) 

demostrO que las enzimas provenientes de Thermus AB1 y Thermus Thermophilus PRQ 25 

inmovilizadas en glioxil agarosa y luego de 48 horas de incubaciOn en medio acuoso sOlo 

pierden el 13% y 23% de su actividad inicial, en cambio las enzimas inmovilizadas en 

bromuro de cianOgeno se inactivan completamente luego de 48 horas (Ver Figura 4.23). En 

et caso de las enzimas C. tropicalis- GIx y C. tropicalis- BrCN luego de 48 horas de 

incubaciOn a 40°C la actividad remanente es de 88% y 80% respectivamente; sin embargo, 

debe señalarse que en este caso la temperatura es moderada. 

Por otro lado, el estudio de estabilidad en el medio de reacciOn luego de un perlodo de 

tiempo de 72 horas, revelO que AB1-GIx y PRQ25-GIx pierden el 20% y 25% de su actividad 

inicial utilizando docosanol, tetracosanol y tetradecanol como sustrato con tiempos de vida 

media de alrededor de 250 a 300 hora para AB1-Gix, en camblo C. tropicalis-GIx luego de un 

periodo de tiempo de 72 horas sOlo pierde el 10% de su actividad inicial. 
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6 CONCLUSIONES 

• Los resultados sugieren que es posible modular el tipo de alcohol deshidrogenasa 

sintetizada en funciôn de su actividad con respecto a la longitud de cadena de su sustrato 

por medio del uso de un inductor de una longitud de cadena correspond iente. 

• Se observO una relaciôn entre el largo de cadena del inductor y el nivel de actividad 

expresado respecto al largo de cadena del sustrato de la reacciôn en las cepas Thermus 

y Thermus thermophilus, a excepciOn de Candida tropical/s ATCC20336 y Thermus 

thermophilus NR17 que no siguieron ese patron. 

• El tipo de inductor, su concentraciOn y el tiempo de adiciOn durante la fermentaciôn, son 

los parámetros más importantes para la producciOn de alcohol deshidrogenasas con 

actividad sobre alcoholes alifáticos de cadena larga. 

La concentración de agente inductor más adecuada para el crecimiento celular fue 

0,05%. A concentraciones de inductor 0,5% o superior se observO un efecto perjudicial 

sobre el crecimiento celular. 

• Los mejores resultados en términos de actividad de alcohol deshidrogenasa en la 

oxidaciOn de alcoholes alifáticos de 14, 22 y 24 átomos de carbono se obtuvieron con las 

enzimas provenientes de Candida tropical/s ATCC 20336 inducida con hexadecanol, 

Thermus AB1 inducida con docosanol y Thermus thermophilus PRQ 25 inducida con 

eicosanol. 

• No sOlo se validO que con el uso de alcanos es posible inducir la producciôn de enzimas 

con capacidad oxidativa, sino que se IogrO evidenciar que con la adiciôn de alcohol al 

medio de cultivo también es posible inducir la producciOn de estas enzimas. 

• Los más altos niveles de actividad enzimática se obtuvieron cuando el inductor es 

añadido al inicio de la fermentaciOn y las células recolectadas al comienzo de la fase 

estacionaria (entre 100 y 140 h de fermentación). 
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• La actividad sobre tetracosanol obtenida con la alcohol deshidrogenasa de Candida 
tropical/s ATCC 20336 inducida con hexadecanol fue superior al valor previamente 
reportado por Ueda y Tanaka (1990). 

• Se logro purificar las enzimas alcohol deshidrogenasas provenientes de Candida 
tropical/s ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRO 25 mediante el uso 
de una mezcla de matrices cromatográficas de tipo catiónicas y aniOnicas con factor de 
purificación de 39, 237 y 567 respectivamente y rendimientos en actividad de 24% para 
Candida tropical/s ATCC 20336 y de 36% para las enzimas de Thermus AB1 y Thermus 
thermophilus PRQ 25. 

• Las alcohol deshidrogenasas de Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y 
Thermus thermophilus PRQ 25 requieren de la presencia de FeSO4  para Ilevar a cabo la 
catálisis enzimâtica. 

• Es muy probable que Ia enzima alcohol deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ 
25 sea una protelna tetramérica de 254 kDa con subunidades de 64 kDa cada una. 

• Los mejores biocatalizadores fueron obtenidos al inmovilizar las enzimas de Candida 
tropical/s ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 en glioxil agarosa 

BCL, obteniéndose valores de actividad de 1,84; 1,82 y 2,09 tmolmin g 1  soporte 
respectivamente, determinados sobre tetracosanol como sustrato enzimático. 

Las enzimas de Candida tropical/s ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus 
PRQ 25 inmovilizadas por uniOn covalente multipuntual en glioxil agarosa 4BCL 
presentaron mayor estabilidad que las inmovilizadas en bromuro de cianOgeno 4BCL y 
son igualmente estables en medio acuoso que en el medio de reacción. 

• La maxima actividad de los biocatalizadores producidos se obtuvo a pH 7,0 y 50°C (C. 
tropicalis-Gix y C. tropicalis-BrCN), 60°C (AB1-GIx y AB1-BrCN) y 70°C (PRQ 25-GIx y 
PRQ 25-BrCN). 

• La alcohol deshidrogenasa de Candida tropical/s ATCC 20336 inmovilizada en glioxil 
agarosa fue el mejor biocatalizador para realizar la oxidación de tetradecanol, 
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observando el mayor grado de conversion (84%) luego de 72 horas de reacciOn con un 

rendimiento en ácido tetradecanoico de 67% y de solo un 17% en tetradecanal. 

La alcohol deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ 25 fue la mejor enzima para 

Ilevar a cabo la reacciOn de oxidaciOn de docosanol y tetracosanol, con valores de 

conversiOn de 85,9% y 78,7% respectivamente y rendimientos en âcido docosanoico de 

61,7% y ácido tetracosanoico 35,8% respectivamente. 

La alcohol deshidrogenasa de Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus 

thermophilus PRQ 25 presentan una mayor actividad sobre los sustratos docosanol y 

tetracosanol que los reportados por Cea et al. (2009) con la alcohol deshidrogenasa de 

higado de caballo. 

• Fue posible validar la hipOtesis propuesta, ya que mediante la adiciOn de alcoholes 

alifáticos al medic,  de cultivo de cepas microbianas seleccionadas (Candida tropicalis 

ATCC 20336, Thermus ABI y Thermus thermophilus PRQ 25), fue posible inducir la 

sintesis de la enzima alcohol deshidrogenasa con alta actividad oxidativa sobre alcoholes 

de cadena larga y obteniendo, luego de su purificaciOn e inmovilizaciOn, un biocatalizador 

apto para efectuar la oxidaciOn de alcoholes de 22 y 24 átomos de carbono. 
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7 RECOMENDACIONES 

Para proyectar la informacián obtenida en esta investigación, se sugiere: 

Mejorar el proceso de purificación especIficamente en las etapas de desorción de la 
enzima desde la resina para evitar la perdida de actividad por retención en la columna. 

Perfeccionar la técnica de mediciOn de actividad en los geles de electroforesis de modo 
que se permita evidenciar si efectivamente las proteinas purificadas corresponde a una 
alcohol deshidrogenasa. 

Evaluar silaS proteinas inducidas con los distintos alcoholes y alcanos corresponden a la 
misma proteIna 0 Son diferentes y estudiar Si provienen de un mismo gen o de diferentes 
genes. 

Realizar un estudio más acabado de la cinética de Ia reacción de oxidación para lograr 
obtener conversiones cercanas al 100%. 

Evaluar la estabilidad operacional de los biocatalizadores producidos a través de lotes 
sucesivos. 
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APENDICE 

APENDICE A. CALCULO DE ACTIVIDAD DESHIDROGENASA 

Se calcula la actividad total como: 

Actividad = 
b 

V (EcuaciOn A-I) 
• 1 V,, 

Donde: 

Actividad = UI ó pmoF min-'. 

b = pendiente curva absorbancia del producto (NADH) versus tiempo en minuto 

C340nm = coeficiente de extinción molar (mM 1 cm 1) 

largo de la celda (cm) 

Ves = volumen ensayo (ml) 

Vee = volumen enzima (ml) 

V1 = volumen total extracto enzimático (ml) 

Se calcula la actividad especIfica como: 

Actividad espec(fIca = 
b 

• • (EcuaciOn A-2) 
6 

A340— 
• / V,  m 

Donde: 

Actividad especifica = tmo1min 1 g 1  de protelna, jimolmin 1 g 1  de célula ó tmo1m1n 1 g 1  de 

soporte. 

b = pendiente curva absorbancia del producto (NADH) versus tiempo en minuto 

CX340nm = coeficiente de extinción molar (MM-1- cm,') 

= largo de la celda (cm) 

Ves = volumen ensayo (ml) 

Vee = volumen enzima (ml) 

Vt = volumen total extracto enzimático (ml) 

m = masa de protelna, células o soporte (g) 



APEN DICE 

APENDICE B. DETERMINACION COEFICIENTE EXTINCION MOLAR (s) DE NADH 

Se preparó una solución patron de NADH 2 mM en tampOn fosfato de sodio 100mM pH 7. A 

partir de este estándar se preparO una bateria de tubos con soluciOn de NADH entre 0 y 

0,15 mM y fueron medidos espectrofotométricamente a 340 nm. Posteriormente se graficO 

absorbancia versus concentraciOn de NADH como se muestra en la Figura B.1. 
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Figura B.1 Curva de calibrado de NADH 

Donde la ecuación que representa a la curva es: 

Abs(340nm) = 5,1455 * ConcentTación NADH + 0,0094 

R" = 0,9996 
(Ecuaci6nB-1) 

El coeficiente de extinciOn molar (6).340nm) se obtiene a partir de la pendiente de Ia curva de 

calibrado de NADH: 

S 2 340 ,,rn) 
=5,15mM 'cm' (Ecuaci6nB-2) 
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APEN DICE 

APENDICE C. CURVA DE CALIBRADO PARA LA DETERMINACION DE PROTENA POR 

EL MET000 DE BRADFORD 

La curva de calibrado se elaborô con una soiución estândar de albUmina de suero bovino de 

concentración 1 mg/mi. A partir de este estándar se preparó una bateria de tubos entre 0 y 

0,1 mg/ml, los cuaies fueron anaiizados mediante el método de Bradford. Los resuitados se 

muestran en la Figura C.1 
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Figura C.1 Curva de caiibrado de protelnas 

La concentración de proteina en mg/ml se obtiene de: 

Abs (595 nm) = 6,413• Concentración Pr otelna - 0,0095 

R2 = 0  ,9988 
(Ecuaci6nC-1) 
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APEN DICE 

APENDICE D. CURVA DE CALIBRADO PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA POR 

EL METODO DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA) 

La curva de calibrado se eiaborô con una soiución estándar de aibümina de suero bovino de 

concentración 0,5 mg/mi. A partir de este estándar se preparo una baterla de tubos entre 0 y 

0,2 mg/ml, los cuales fueron analizados mediante et método del acido bicinconinico. Los 

resuitados se muestran en la Figura D.1 
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Figura D.1 Curva de calibrado de proteinas 

La concentraciôn de protelna en mg/ml se obtiene de: 

Abs (562 nm) = 2,5614• Concentración Protelna + 0,0082 

R2  = 0,9995 
(EcuaciOn 0-1) 
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APEN DICE 

APENDICE E. CALCULO DE LA CONVERSION Y RENDIMIENTO DE LOS 

COMPONENTES DE LA REACCION DE OXIDACION 

Cálculo de Conversion 

La conversion de la reacciOn se obtuvo de acuerdo a la siguiente fOrmula: 

Donde: 

- 
m0  - m, 

X(%) - •100 
in0  

(EcuaciOn E-1) 

X (%) = Porcentaje de conversiOn de alcoholes (tetradecanol, docosanol 0 tetracosanol) 

MO = masa inicial en gramos de alcohol (tetradecanol, docosanol 0 tetracosanol) 

Mt = masa en gramos de alcohol (tetradecanol, docosanol 0 tetracosanol) a tiempo 

t de transcurrida la reacciOn. 

mo-mt  = masa en gramos de alcohol que reaccionan. 

Cálculo de rendimiento de la reacciOn 

El rendimiento de la reacciôn se obtuvo de acuerdo a la siguiente fOrmula: 

YAC(%) =.--  100 (EcuaciOn E-2) 

Donde: 

YAc (%)= Porcentaje de rendimiento de ácido (tetradecanoico, docosanoico 0 tetracosanoico) 

m0 = masa inicial en gramos de alcohol (tetradecanol, docosanol 0 tetracosanol) 

mAC = masa de ácido en el producto de reacciôn. 
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APENDICE 

APENDICE F. CURVA DE CALIBRADO PARA LA DETERMINACION DE CRECIMIENTO 

CELULAR DE LOS DIFERENTES MICROORGANISMS ESTUDIADOS 

Figura F.1 Curva de calibrado de Candida tropical/s ATCC 20336 

La concentración celular en gil se obtiene de: 

Abs (650 nm) = 1,384 Concentración celular + 0,0084 

R 2  = 0,9984 
(EcuaciOn F-I) 
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Fig ura F.2 Curva de calibrado de Thermus AB1 

0,0 

La concentraciOn celular en gil se obtiene de: 

Abs (650 nm) = 1,2274 Concenirac ion celular - 0,0322 
Ecuacion F-2) 

R 2  = 0,9975 
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Figura F.3 Curva de calibrado de Thermus thermophilus HB 27 

La concentraciôn celular en gil se obtiene de: 

Abs (650 nrn) = 0,8134 Concenirac iOn celular + 0,0093 
(Ecuacion F-3) 

R 2  = 0,9978 
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Figura F.4 Curva de calibrado de Thermus thermophilus PRQ 25 

La concentraciOn celular en g/l se obtiene de: 

Abs (650 nrn) = 0,799 Concentrac ion celular - 0,0038 
(Ecuacion F-4) 

R 2  = 0,9989 
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Figura F.5 Curva de calibrado de Thermus thermophilus PRQ 16 

La concentración celular en g/l se obtiene de: 

Abs (650 nm) = 0,8442 Concentrac iOn celular - 0,007 
(Ecuaclon F-5) 

R 2  = 0,998 
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Figura F.6 Curva de calibrado de Thermus thermophilus NR-1 7 

La concentraciôn celular en gil se obtiene de: 

Abs (650 nrn) = 0,8519 Concentrac ion celular - 0,0097 
(Ecuacion F-6) 

R 2  = 0,9981 
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Figura F.7 Curva de calibrado de Thermus thermophilus HNI-1 1 

La concentraciôn celular en g/l se obtiene de: 

Abs (650 nm) = 0,5988 •Concentrac iOn celular + 0,0933 
(Ecuacion F-7) 

R 2  = 0,9975 
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APENDICE 

APEN DICE G. MEDIO DE CULTIVO THERMUS 

Tabla G.1 Medio Thermus de mantención y propagaciôn 

Sustrato Concentración 

Triptona 8 g/l 

Extracto de levadura  4gIL  

NaCl 3 g/l 

Disolver en agua mineral CachantUn sin gas. Ajustar pH 7,5 con NaOH 2 N. 

Tabla G.2 Medio thermus de almacenamiento 

Sustrato Concentración 

Triptona  8 g/l  

Extracto de levadura  4 g/l  

Na  3g/l  

Agar agar 30 g/l 

Disolver en agua mineral CachantUn sin gas. Ajustar pH 7,5 con NaOH 2 N. 

Tabla G.3 Medio Thermus modificado 

Sustratos Concentración 

Triptona 8 g/l 

Extracto de levadura 4 g/l 

NaCl 3g/l 

KH2PO4  0,59 g/l 
(NH4)2SO4  2,55 g/l 

MgSO4*7H20 0,23 g/l 
CaC12*2 H20 0,18 g/l 
FeSO4*7H20 0,046 g/l 
MnCl2*4H20 0,019 g/l 
ZnSO4*7H20 0,032 g/l 
CoCl2*6 H20 0,005 g/l 
CuSO4*5H20 0,0035 g/l 

Disolver en agua destilada. Ajustar pH 7,5 con NaOH 2 N. 
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APENDICE 

APENDICE H. MEDIO DEFINIDO PARA CULTIVO POR LOTE EN MATRAZ DE Candida 

tropicalis 

El medio está diseñado para un crecimiento celular máximo de 3 g/l, utilizando glicerol como 

sustrato limitante y fuente de carbono y energIa. 

Tabla H.1 Medlo definido para Candida tropicalis 

Sustrato Concentración 

(NH4)2SO4  1,6 g/l 

KH2PO4  13,9 g/l 

Na2HPO4  2,0 g/l 

MgS04 7 H20 1,25 g/l 

CaC12 2 H20 0,12 g/l 

FeS04 7 H20 0,09 g/l 

MnCt2 4 H20 0,019 g/l 

ZnS04 7 H20 0,032 g/l 

CoC12  0003 g/l 

CuSO4 5 H20 0,003 g/l 

MoO3 0,002 g/l 

H3B03 0,005 g/l 

Glicerol 87% 6,4 g/l 

Pool de vitaminas 4 mI/l 

Tabla H.2 Pool de Vitaminas 

Vitaminas Concentración 

Acidofólico 0,01 

Acido Pantoténico 0,10 

Biotina 0,0025 

Niacina 0,34 

Tiamina BI 0,025 

El medio es preparado en agua destilada. Ajustar pH 6,0. 
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APENDICE 

APENDICE I. CINETICA DE CRECIMIENTO 

A continuaciôn se presentan la cinética de crecimiento celular de Candida tropicalis ATCC 

20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus HNI 11, NR 17, PRQ 16 y PRQ 25 
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Figura 1.1 Cinética de crecimiento celular Candida tropicalis ATCC 20336. 

4,0 

3,5 

E? 3,0 
I- 
(5 

25 
U 

2,0 
U 

. 15] 
• I U. 
U 

1,0 
C, 

0,5 

0,0' 
0 5 10 15 20 25 30 35 40 

Tie mpo (h) 

Figura 1.2 Cinética de crecimiento celular Thermus AB1. 
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Figura 1.3 Cinética de crecimiento celular Thermus thermophilus HNI 11. 
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Figura 1.4 Cinética de crecimiento celular Thermus thermophilus NR 17. 
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Figura 1.5 Cinética de crecimiento celular Thermus thermophilus PRO 16. 
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Figura 1.6 Cinética de crecimiento celular Thermus thermophilus PRO 25. 
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APENDICE 

APENDICE J. EJEMPLO DE CALCULO PARA OBTENER LA VELOC!DAD ESPECIFICA 

DE CRECIMIENTO 

El crecimiento de una población microbiana puede ser representado por (Wang et al., 1979): 

dN 
x N (EcuaciOn J-1) 

di' 

Donde: 

N = Concentración celular (células/ml) 

t = Tiempo (h) 

,LI = Velocidad especifica de crecimiento (h 1) 

Durante la fase exponencial es posible integrar la Ecuaciôn J. 1, resultando. 

In (N) = x t - in (N0 ) (Ecuación J-2) 

La velocidad especIfica de crecimiento es la pendiente de la recta descrita en la ecuación 

anterior, la que corresponde a una curva semilogarItmica. 

En Pa Figura J.1 y J2 se observa la curva semilogarItmica de la cinética de crecimiento de 

Candida tropicalis y Thermus thermophilus PRQ 25. 
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Figura J.1 Cur-va semilogaritmica para la determinaciOn de la 

velocidad especifica de crecimiento de Candida tropical/s cultivada 

en medio definido. 

Se obtiene que la velocidad especifica de crecimiento t es de 0,11 h con una regresion 

lineal (R2) de 0,994. 

Figura J.2 Curvas semilogaritmica para la determinacián de las velocidades especificas de 

crecimiento (p.j y j-12) de Thermus thermophilus PRQ 25 en medio Thermus en agua mineral. 

Se obtiene que [as velocidad especifica de crecimiento pt, y jt2 de 0,18 y 0,04 h. Con valores 

de regresiôn lineal (R2) de 0,997 y 0,999 respectivamente. 
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APENDICE 

APENDICE K. ANAUSIS ESTADISTICO ANOVA SIMPLE 

Resumen del Procedimiento: 

Variable dependiente: Columna 2 (microorganismo con su inductor y sustrato enzimático) 

Factor: Columna I (actividad especifica sobre el sustrato enzimático) 

Nümero de observaciones: 212 

Nümero de niveles: 106 

Este procedimiento realiza un análisis de la varianza simple para la Columna 2. Compara los 

valores medios de la Columna 2 para los 106 diferentes niveles de la Columna 1. El 

cociente-F en la tabla de ANOVA comprobará si hay alguna diferencia significativa entre las 

medias. 

Tabla KI ANOVA (Análisis de Varianza) para Columna 2 segün Columna 1: 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Fuente Sumas de cuadrados grados de libertad Cuadrado Medlo Cociente-F P-Valor 

Entregrupos 173669,0 105 1653,99 1571,42 0,0000 
lntragrupos 111,57 106 1,05255 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Total (Corr.) 173780,0 211 

La tabla ANOVA descompone la varianza de la Columna 2 en dos componentes: un 

componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. El cociente -F, que en este 

caso es igual a 1571,42, es el cociente de la estimaciOn entre grupos y dentro de los grupos. 

Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadIsticamente 

significativa entre las medias de (a Columna 2 de un nivel de la Columna 1 a otro para un 

nivel de confianza del 95,0%. Para determinar si las medias que son significativamente 

diferentes unas de otras, se realizô el Tests de Rangos Multiples de las menores diferencias 

significativas de Fisher (LSD). 
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Una vez que se sabe que las medias que son sign ificativamente diferentes unas de otras, se 

aplica un procedimiento de comparación multiple para determinar que medias que son 

significativamente diferentes unas de otras COfl un 95% de conflanza. La tabla K2 presenta 

los resultados de la comparaciôn mUltiple, dentro de cada columna los niveles que tienen 

signo x forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias estadIsticamente 

significativas, de esta forma se identificaron 57 grupos homogéneos segUn la alineación del 

signo x en la columna. 

Este Test de Rangos MUltiples ordena los microorganismos inducidos en forma ascendente, 

desde el microorganismo inducido que genero la enzima con menor velocidad de oxidación 

al microorganismo inducido que generó la enzima con mayor velocidad de oxidaciOn sobre 

tetradecanol, docosanol y tetracosanol. Observando que Candida tropicalis ATCC 20336, 
Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 y son los microorganismos que producen 

alcohol deshidrogenasa con mayor capacidad de oxidaciOn sobre los tres sustratos de 

interés (tetradecanol, docosanol y tetracosanol) en relaciôn al resto de los microorganismos 

estudiados, y que los mejores agentes inductores para Candida tropicalls A1CC20336, 

Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 son hexadecanol, docosanol (C220H) y 
eicosanol respectivamente. 

Tabla K2 Contraste MUltiple de Rango para Columna 2 segUn Columnal 
---------------------------------------
Método: 95,0 porcentajes LSD 

Columna I Columna 2 (media) Grupos homogeneos 
(Microorganismo, inductor, (actividad especIfica) 

Sustrato erizimático) imomin 1  g proteina 

PRQ16 eicosanol, tetradecanol 1,1 

---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
x 

NR17tetradecano, docosanol 1,5 xx 
HB27 tetracosanol, docosanol 1,6 xx 
AB1 docosanol, tetradecanol 1,9 xxx 
AB1 heptadecano, docosanol 2,2 xxxx 
NR17 tetradecano tetradecanol 2,3 xxxx 
PRQ16 docosanol, tetradecanol 2,6 xxxxx 
H827 octadecano, docosanol 3,2 xxxxx 
AB1 eicosanol, docosanol 3,8 xxxxx 
NR17 heptadecano, docosanol 4,1 xxxxx 
ATCC tetracosanol, docosanol 4,2 xxxxxx 
AB1 etanol, docosanol 4,4 xxxxxx 
PRQ 16 docosanol, tetracosanol 4,5 xxxxxx 
ATCC tetracosanol, tetracosanol 5,0 xxxxxx 
NR17 octadecanot, tetracosanol 5,0 xxxxxx 
NR17 octadecanol, docosanol 5,2 xxxxxxx 
ATCC docosanol, tetradecanol 5,3 
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

xxxxxx 
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Continuación labia K2 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 

Columna I Columna 2 (media) Grupos homogéneos 
(Microorganismo, inductor, (actividad es?ecifica) 

Sustrato enzimático) im01min 1 g protelna 

NR17 heptadecano, tetracosanol 5,4 xxxxxx 
ATCC docosanol, docosanol 5,4 xxxxxx 
NR17 docosano, tetracosanol 5,5 xxxxxx 
HB27 eicosanol, docosanol 5,8 xxxxxx 
NR17 tetradecano, docosanol 5,9 xxxxxxx 
H827 tetracosanol, docosanol 6,2 xxxxxxx 
ATCC docosanol, tetracosanol 6,4 xxxxxx 
AB1 eicosanol, tetracosanol 6,9 xxxxxx 
NR17 docosano, docosanol 7,0 xxxxxxx 
NR17 tetracosano, tetracosanol 7,1 xxxxxxx 
HB27 tetradecanol, tetracosanol 7,7 x'000cxx 
AB1 etanot, tetracosanol 7,7 xxxxxxx 
NR17 docosanol, docosanol 7,8 xxxxxxxx 
NR17 docosanol, tetracosanol 7,8 xxxxxxxx 
HB27 tetracosano, docosanol 7,9 xxxxxxxx 
HB27 tetracosanol, tetracosanol 7,9 xxxxxxxx 
PRQ25 tetradecano, tetracosanol 8,1 xxxxxxx 
AB1 octadecano, docosanol 8,5 xxxxxxx 
PRQ16 tetracosanol, docosanol 8,8 xxxxxxxx 
HB27 docosanol, docosanol 8,8 xxxxxxxx 
NR17 tetracosanol, docosanol 8,8 xxxxxxxx 
PRQ25 tetracosanol, tetradecanol 8,9 xxxxxxxx 
HB27 docosano, docosanol 8,9 xxxxxxxx 
PRQ16 tetradecano, docosanol 9,0 xxxxxxx 
PRQ16 tetradecano, tetracosanol 9,1 xxxxxxx 
PRQ16 docosanol, docosanol 9,4 x0000cx 
PRQ16 tetracosano, docosanol 9,7 xxxxxxxx 
PRQ16 tetracosanol, tetracosanol 9,7 xxxxxxxx 
PRQ16 heptadecano, tetracosanol 9,8 xxxxxxx 
PRQ16 heptadecano, docosanol 9,8 XXXXxxX 
HB27 heptadecano, docosanol 9,9 xxxxxx 
PRO 16 eicosanol, tetracosanol 10,4 xxxxx 
NR17 eicosanol, docosanol 10,5 xxxxxx 
PRQ16 octadecano, docosanol 10,5 XxoocX 
NR17 eicosanol, tetracosanol 10,8 xxxxxx 
PRQ16 docosano, docosanol 10,8 xxxxxx 

PRQ16 octadecano, tetracosanol 11,1 xxxxx 
AB1 tetradecano, tetradecanol 11,1 xxxxx 
AB1 octadecano, tetracosanol 11,3 xxxx 
PRQ25 docosanol, tetradecanol 11,6 xxxx 
AB1 heptadecano, tetracosanol 12,5 xxxx 
HB27 octadecano, tetracosanol 12,8 xxx 
HNI 11 docosanol, docosanol 13,4 xxx 
HB27 heptadecano, tetracosanol 14,0 xxx 
HB27 docosano, tetracosanol 14,5 xxxx 
PRQ25 eicosanol, tetradecanol 15,0 xxxx 
HNI 11 docosanol, tetracosanol 15,1 xxxx 
AB1 tetracosanol, docosanol 15,5 xxx 
PRQ16 tetracosano, tetracosanol 155 xxx 
PRQ16 docosano, tetracosanol 15,6 xxx 
ABI tetracosanol, tetradecanol 15,7 xxx 
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Continuación Tabla K2 
------------------------------------------ 
Método: 95,0 porcentaje LSD 

Columna I Columna 2 (media) 
(Microorganismo, inductor, (actividad especIfica) 

Sustrato enzimático) jjmoFmin 1  g proteina 

PRQ25 docosanol, tetracosanol 15,7 
PRQ25 docosano, docosanol 15,7 
AB1 tetracosano, docosanol 16,2 
HNI 11 octadecano, tetracosanol 16,3 
PRQ16 eicosanol, docosanol 16,4 
AB1 docosano, tetracosanol 16,8 
HB27 eicosanol, tetracosanol 16,8 
HNI 11 tetradecanol, docosanol 17,8 
HB27 tetracosano, tetracosanol 18,1 
PRQ25 octadecano, docosanol 18,3 
AB1 tetradecano, tetracosanol 18,7 
HNI 11 octadecano, docosanol 18,8 
PRQ16 eicosanol, tetradecanol 19,0 
HNI 11 tetracosanol, tetracosanol 19,3 
HNI 11 tetracosano, docosanol 19,7 
HNI 11 docosano, tetracosanol 20,1 
AB1 docosanol, docosanol 20,4 
PR025 tetracosanol, docosanol 20,9 
HNI 11 tetracosano, tetracosanol 21,0 
HNI 11 docosano, docosanol 21,4 
PRQ25 tetracosanol, tetracosanol 21,6 
PRQ25 octadecano, tetracosanol 22,2 
PRQ25 docosanol, docosanol 24,1 
PRQ25 tetradecano, docosanol 25,2 
AB1 tetracosanol, tetracosanol 25,8 
PRQ25 heptadecano, docosanol 26,8 
PRQ25 tetracosano, docosanol 27,2 
PRQ25 eicosanol, docosanol 27,4 
AB1 docosano, docosanol 29,2 
PRQ25 tetracosano, tetracosanol 30,1 
PRQ25 heptadecano, tetracosanol 31,3 
PRQ25 docosano, tetracosanol 32,4 
PRQ16 hexadecanol, tetradecanol 33,5 
PRQ25 eicosanol, tetracosanol 36,4 
AB1 docosanol, tetracosanol 42,9 
ATCC hexadecanol, tetradecano186,6 
ATCC hexadecanol, docosanol 196,9 
ATCC hexadecanol, tetracosanol2l8,8 

Grupos homogéneos 

xxx 
xxx 

XXX 
xxxx 
xxxx 
xxxx 
:2::: 
xxxx 

xxxxx 
xxXX 
xxxx 
xxxX 
xxxx 
xxxx 
xxxxx  

xxxX 
xXxx 

XXX 
xxx 

XX 
xx 
xx 

xx 
xx 
xxx 
xx 
xxx 

xx 
xx 
xx 
xx 
xx 

x 
X 

x 
x 
x 
x 
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APENDICE L. ANALISIS DENSITOMETRICO DE LAS ELECTROFORESIS SOS PAGE 

La densitometria de las electroforesis fue realizado por análisis de imagen con programa Gel 

Pro 3.0 analyzer. 

1 91 Get-Pro Analyzer - PRQ 25 atcohol.JPG - 

U PRQ 25 alcoholJPG. -k.... 

IG,b, 244I0. 364, 335 64 %4 651.49200 Pr.,.4 363380 

Figura L.1 Programa Gel Pro 3.0 analyzer 

La Figuras L.2 a la L.7, muestran las curvas del análisis densitométrico del perfil proteico del 

extracto crudo de Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus thermophilus PRQ 25 y Thermus 

AB1 inducidos con alcoholes y alcanos. 
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Figura Li DensitometrIa del perfil electroforético de extracto crudo Candida 

tropicalis inducido con alcoholes (-) sin inductor, (-) etanol,  (-) tetradecanol,  (-) 
hexadecanol, (-) eicosanol,  (-) Docosanol,  ( ) tetracosanol. 
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Figura L3 DensitometrIa del perfil electroforético de extracto crudo Candida tropicalis 

inducido con alcanos (-) sin inductor, (-) tetradecano  (-) heptadecano,  (-) octadecano, 

(-) docosano,  (-) tetracosano. 
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Figural LA Densitometria del per-Ill electroforético de extracto crudo The rmus 

thermophilus PRQ 25 inducido con alcoholes (-) sin inductor, (-) etanol,  (-) 
tetradecanol, (-) hexadecanol,  (-) eicosanol,  (-) docosanol,  ( ) tetracosanol. 

1 

0,8 

0,7 

- 0,6 

0,5 
'0 
' 0,4 

C 0,3 
0 

0,2 

0,1 

0 v VU -V'ç$JA 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 

Peso molecular (k) 

Figural L.5 DensitometrIa del perfil electroforético de extracto crudo Thermus 

thermophilus PRQ 25 inducido con alcanos (-) sin inductor, ( ) tetradecano  (-) 
heptadecano, (-) octadecano,  (-) docosano,  (-) tetracosano. 
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Figura L.6 DensitometrIa del perfil electroforético de extracto crudo Thermus AB1 

inducido con alcoholes (-) sin inductor, (-) etanol,  (-) hexadecanol,  (-) 
elcosanol, (-) docosanol,  ( ) tetracosanol. 
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Figural L.7 Densitometria del perfil electroforético de extracto crudo Thermus AB1 inducido 

con alcanos (-) sin inductor, (-) tetradecano  (-) heptadecano,  (-) octadecano,  (-) 
docosano, (-) tetracosano. 
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APENDICE M. MODELO DE INACTIVACIóN 

Modelo de inactivación de primer orden (Monofásico): 

Este modelo es el más utilizado para describir el comportamiento de inactivaciôn de enzimas 

en soluciOn. Esta cinética se atribuye a la disrupción en un solo paso de los enlaces que 

sostienen la estructura espacial de la proteina (Henley y Saldana 1985) y es representada 

segUn el siguiente mecanismo, que considera un estado final completamente inactivo (Ed) 

k0  

E1 0. Ed  

Figura M.1 Esquema de inactivación enzimática de primer orden. 

La ecuaciôn que modela este comportamiento está dada por: 

e 
- = exp (kD  t) (EcuaciOn M-1) 
e0  

Donde: 

Ej  = especie enzimática 

e = actividad enzimática al tiempo t. 

e0  = actividad enzimática inicial o a tiempo cero. 

kD  =constante de velocidad de inactivación de primer orden (h 1) 
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Modelo de inactivación de primer orden con actividad residual: 

El mecanismo de inactivación considera que el biocatalizador se inactiva siguiendo un 

modelo de primer orden, donde la actividad enzimática final (E2) es distinta de cero (Ladero 

et a!, 2005). La enzima sufre una râpida inactivaciOn inicial, para luego estabilizarse en un 

valor de actividad mayor que cero. Este mecanismo sigue el siguiente esquema: 

kD 13 

E1  

Figura M.2 Esquema de inactivación enzimática de primer orden con actividad residual. 

La ecuación que modela este comportamiento está dada por: 

= exp ( —k D  •t) + fi (Ecuaci6nM-2) 
e0  

Donde: 

especie enzimática 

e = actividad enzimática al tiempo t. 

e0  = actividad enzimática inicial a a tiempo cero. 

kD  =constante de velocidad de inactivación de primer orden (h 1). 

I? = actividad especIfica molar, especie E2. 
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