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RESUMEN

RESUMEN

El proceso Kraft para la produccién 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 jabén de licor negro es denominada fraccién neutra liviana, la cual contiene
principalmente policosanoles, dentro de los cuales se destacan los alcoholes primarios alifaticos
de 22 y 24 carbonos denominados docosanol y tetracosanol respectivamente. La produccion de
acidos grasos de cadena larga por oxidaciéon de los policosanoles (docosanol y tetracosanol)
obtenidos del jabén 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 inducir en ellos la produccién de una enzima alcohol deshidrogenasa
con capacidad de oxidacién de alcoholes de 22 y 24 dtomos de carbono adicionando al cultivo
alcanos o alcoholes. Para ello se estudiaron siete cepas entre las cuales se encontraba una
cepa mesodfila (Candida tropicalis ATCC20336), una terméfila (Thermus AB1) y cinco termofilas
extremas (Thermus thermophilus HB27, HNI11, NR17, PRQ16, PRQ25). Solo Candida tropicalis
ATCC20336, 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 atomos de carbonos.
Las actividad maxima de oxidacion sobre tetracosanol, docosanol y tetracosanol se obtuvo con
la enzima proveniente de Candida tropicalis ATCC20336 con valores de 86,7; 1969 y 218,8
pumol'min”-g" de proteina respectivamente. Los mas altos niveles de enzima se obtuvieron
cuando el inductor es afiadido al inicio 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 AB1 'y Thermus thermophilus PRQ 25 se logré mediante el uso de una mezcla
de matrices cromatograficas de tipo cationicas y aniénicas 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 AB1y Thermus thermophilus PRQ 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 por medio
de unién covalente multipuntual, obteniéndose valores de actividad de 1,84; 1,82 y 2,09 pmol-min’
1. g'1 soporte respectivamente, valores determinados sobre tetracosanol como sustrato de la
reaccion enzimatica. 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 PRQ 25, en presencia de 2mM
F8804.

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 oxidacién de tetradecanol, observandose el mayor grado de
conversion (84%) luego de 72 horas de reaccion con un rendimiento en acido tetradecanoico de
67% y solo un 17% en tetradecanal. En cambio la alcohol deshidrogenasa de Thermus
thermophilus PRQ 25 es mejor para lleva a cabo la reaccién de oxidacion de docosanol y
tetracosanol, con valores de conversion del 85,9% y 78,7% respectivamente y rendimientos en
acido docosanoico de 61,7% y acido 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 econémicas mas importantes a nivel nacional. El proceso Kraft para la obtencion
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 elaboracién de productos quimicos.

Ultimamente ha surgido un gran interés en la recuperacién de los alcoholes alifaticos
primarios como docosanol (C;H4s0) y tetracosanol (C.4Hs00) contenidos en estos residuos,
dado que se ha descubierto que los alcoholes alifaticos de cadena larga (20 a 32 atomos de
carbonos) son utilizados por la industria farmacéutica para la formulacién de medicamentos

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

Por otro lado, los acidos grasos de cadena larga, como el acido lignocérico o tetracosanoico
(C24H450), se utilizan en formulaciones de productos cosmeéticos 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 preparacion de resinas
antiestaticas 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 elaboracion

de combustibles y aditivos (Breakspear et al., 2006)

De igual forma, el acido lignocérico es utilizado en el area farmacéutica para la formulacion
de microparticulas inyectables utilizadas en el tratamiento de la dependencia de drogas
(Nuwayser, 2006), en la composicion de un método para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales (Clymer, 2006), en la formulacion de agentes antialergénicos (Konishi,
2003), en la elaboracién 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
formulacion de una droga que inhibe el crecimiento de células mamifera y/o formacion de
metastasis (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 &tomos de carbono) o docosanoico es utilizado para la
produccion de cosméticos y cremas humectantes (Fujino y Yokohama-shi, 2004), como
materia prima para la elaboracién de un aerosol para refrescar la piel (Noritoshi, 1999), para
la elaboracion de chocolate (Masanori et al., 2003), tinturas (Cottard y Rodeau, 2004), para
la produccién de aceites de mesa bajos en calorias (Thengumpilli et al., 2003), para la
formulacién 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
elaboracion de resinas de policarbonato para su uso en automoéviles y cables eléctricos
(Tatsuzi, 1990), elaboracién de alimentos que presentan en su composicion elementos con
distinta actividad de agua; en este caso el acido graso es utilizado para formulacién de capas

hidrofébicas 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 produccion de medicamentos bioabsorbibles
(Yoshiro, 2001; Labrecque et al., 2006) y como materia prima para la elaboracion de

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

Pese a su gran utilidad, los acidos grasos de cadena larga como el lignocérico y behénico
son los acidos grasos naturales mas 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 lado el acido 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 acidos de cadena larga en cantidades
comerciales es mediante la oxidacion de los alcoholes correspondientes (docosanol,
tetracosanol). Existen antecedentes para la oxidacion quimica de octadecanol y eicosanol a
los correspondientes acidos usando como oxidante peréxido de hidrégeno y como
catalizador peroxotungstofosfato de amonio cuaternario (Bi et al., 2001), y para la oxidacion
de docosanol usando un liquido iénico como catalizador compuesto por el cation
Aliquat®336 y el anidn poliperoxometalato {PO4[WO(02)2]4}3 (Guajardo et al., 2010).
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Como alternativa a la oxidacion quimica se encuentra la oxidacion enzimatica mediante la
enzima alcohol dehidrogenasa E.C.1.1.1.192 (ADCL), que actua sobre alcoholes de cadena
larga cuya actividad se ha comprobado en la reaccién de hexadecanol a hexadecanoico
(Brenda, Enzyme Database on line). Esta enzima pertenece al grupo de las oxidoreductasas
y, como tal, requiere de cofactores estequiométricos (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 acido 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 sélo existen en el mercado dos alcohol
deshidrogenasas producida por las levaduras Candida tropicalis y Candida lipolytica que son
capaces de actuar en la oxidacién de alcoholes de largo de cadena superior a 16 atomos de
carbono (Ueda y Tanaka, 1990). Sin embargo, no se han reportado deshidrogenasas activas

sobre alcoholes de cadena superior a 18 atomos de carbono.

En forma previa a la realizacion de esta propuesta se estudié la capacidad de oxidacion de
etanol, docosanol y tetracosanol de 13 alcohol deshidrogenasas (ADH), que se encuentran
listadas en la Tabla 1.1, encontrandose que las alcohol deshidrogenasas de Lactobacillus
brevis 6 LBy ADH CDX013 son las Unicas que presentan una elevada velocidad inicial de
oxidaciéon de docosanol y tetracosanol; sin embargo, no sobrepasan los 0,1 umol NADH

producidos'min”-g™ proteina.
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Tabla 1.1. Enzimas estudiadas, cofactor utilizado, formulacién y actividad especifica sobre
distintos sustratos.

Actividad Actividad Actividad
Tipo S aRacton it esgeciﬁca especifica especifica
ADH ofactor Formulacion tan't:)_l1 . Docos_a!}oh Tetraco_Sﬁngl
(umol'-min™"-g (umol-min"-g (umol-min—-g
proteina)*** proteina) *** proteina) ***
d:igaz‘:ﬁ; NAD' sélida 0,026 0,004 0,004
Levadura NAD" solida 0,025 0,006 Sin reaccién
CP **_ —NAD+ liquida Sin reaccién 0,01 0.;}5_
RS1** NAD* liquida 0,008 0,05 0,04
_ RS2** NAD* solida Sin reaccién 0,0004 0,008
i hz NADP’* solida Sin reaccién 0,06 Sin reaccién
PR1** NAD* solida Sin reaccion Sin reaccioén 0,0005
PR2** NAD" solida Sin reaccion 0,006 0,004
PF** : NADP* liquida R 0,(.]16” - 0,015 _ 0,016 B
B LB** NE sélidaisgn reaccion S_lr; reaccién_ - 0,10 .
CD)_(OOS** NADP* sélida Sin reaccion | ;01 S_ir;cién
CDX010** NAD" solida 0,002 0,004 - 0,005 .
CDXE‘ NADP"* .gd_a Si; ;;ic‘m 0,04 0,08

* Enzimas producidas por Sigma
** Kit enzimatico producido por Julich Chiral solutions GMBH.
**+;mol NADH producidos-min™"-g™" proteina.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

En este contexto es que el presente proyecto se orienta a la busqueda de un
microorganismo capaz de producir una alcohol deshidrogenasa que oxide alcoholes de
cadena larga, especificamente docosanol (Cy,Hs0) y tetracosanol (C24Hs500), permitiendo la
revalorizacion de alcoholes primarios alifaticos provenientes de los licores de jabones negro,

ademas de posicionar a nuestro pais como el Unico proveedor mundial de &cido lignocérico.

Dado los antecedentes sefialados, este proyecto de investigacion propone lo siguiente:

HIPOTESIS

Mediante la adicion de alcanos o alcoholes alifaticos al medio de cultivo de cepas
microbianas seleccionadas, sera posible inducir la sintesis de la enzima alcohol
deshidrogenasa con alta actividad oxidativa sobre alcoholes de cadena larga y obtener,
luego de su purificacién e inmovilizacion, un biocatalizador apto para efectuar la oxidacién de

alcoholes de 22 y 24 atomos de carbono.

OBJETIVO GENERAL

Se plantea como objetivo general del proyecto, seleccionar microorganismos productores de
alcohol deshidrogenasas e inducir en ellos la produccion de una enzima alcohol
deshidrogenasa con capacidad de oxidacion de alcoholes de 22 y 24 atomos de carbono
adicionando al cultivo alcanos o alcoholes alifaticos, para su posterior purificacion,

caracterizacion e inmovilizacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Realizar un screening de microorganismos capaces de producir alcohol deshidrogenasas
que oxiden alcoholes superiores y seleccionar aquel o aquellos microorganismos que
produzcan una enzima con elevada actividad sobre tetracosanol, superior a las 0,1 umol
NADH producidos-min™'-g” proteina, valor méaximo obtenido con alcohol deshidrogenasa

de Lactobacillus brevis (LB).
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2.- Determinar el tipo de inductor, concentracion y tiempo de adicion en el cultivo por lote en
matraces, que maximicen la produccién de una alcohol deshidrogenasa con capacidad
oxidativa sobre alcoholes de 22 y 24 atomos de carbono.

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

4.- Caracterizar estructuralmente la enzima producida, determinando su peso molecular y

numero de subunidades.

S5.- Inmovilizar la enzima por unién covalente a fin de aumentar la estabilidad del

biocatalizador producido.

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

7.- Evaluar la reaccion de sintesis de acidos grasos tetradecanoico, tetracosanoico y

docosanoico con las enzimas producidas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

A continuacion se analizara el estado del arte para la obtencién de los alcoholes primarios
alifaticos a partir de los jabones de licor negro. Posteriormente se presentara una revision
sobre la obtencion de acidos grasos a partir de alcoholes de cadena larga. En seguida se
presentaran algunas caracteristicas de las alcoholes deshidrogenasas, en cuanto a su
estructura, especificidad de sustrato y cofactores y, finalmente, se entregaran los
antecedentes que se tienen sobre la produccion de alcohol deshidrogenasa por via

fermentativa.

2.1 Obtencion de alcoholes primarios alifaticos a partir de jabones de licor

negro

Los jabones de licor negro constituyen un subproducto del proceso de obtencién de la pulpa
Kraft de madera de coniferas. En este proceso las astillas de madera se digieren a 170°C
durante dos horas en una solucién 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 por sales sodicas de
acidos grasos y acidos resinicos, que constituyen la fraccion saponificable de la mezcla,
ademas de contener una serie de otros compuestos tales como esteroles, estanoles,
alcoholes grasos o 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 et al., 2000; lllanes et al.,
2008).

Por otro lado, el licor negro es recuperado por razones econdmicas y/o ambientales. Este
proceso se desarrolla evaporando el licor negro hasta obtener un concentrado de
aproximadamente 23-32 % en peso de sdlido. De la superficie del licor concentrado se
separan los jabones de acidos grasos y resinicos en conjunto con una serie de compuestos
hidrofébicos o neutros solubilizados en dichos jabones. El material obtenido contiene entre

50-70 % de sdlidos que pueden ser utilizados como combustibles, o bien acidificarse
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utilizando acido sulfurico diluido transformando de esta forma las sales soédicas en acidos
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 et al., 2000; lllanes et al., 2008).

A partir de una destilacion fraccionada al vacio del CTO se obtienen por tope acidos grasos
conocidos como TOFA (“tall oil fatty acids”, que constituyen una de las fracciones de mayor
valor del CTO), acidos resinicos denominados TOR (“tall oil resins") y tall-oil destilado o DTO,
los cuales presentan una amplia aplicacién comercial. Por fondo de la destilacién 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 asfalticas. Dentro de
los componentes insaponificables con grupos funcionales alcohdlicos, se encuentran los
esteroles y los estanoles, cuyo proceso de separacion fue desarrollado en el proyecto
FONDEF DO00I1096 con resultados muy exitosos (Harting et al., 2004, lllanes et al., 2008).

El proceso de obtencion de esteroles a partir de pitch genera una corriente de tope
denominada “neutros livianos” que contiene los policosanoles, ademas de alcoholes
rosinicos y eventualmente pequeras fracciones de esteroles. Una vez obtenida esta corriente
es posible la obtencion de docosanol, tetracosanol y hexacosanol previa esterificacion,
metandlisis, destilacion fraccionada y cristalizacion. La optimizacion de este proceso fue
desarrollado en el proyecto FONDEF DO4I1007 por la Escuela de Ingenieria Bioquimica y la
empresa Harting (Harting ef al., 2004).

La Figura 2.1 muestra el esquema completo del proceso de revalorizacion del jabdn de licor
negro desarrollado por la empresa Harting, destacandose la etapa de la obtencion de

alcoholes primarios alifaticos (docosanol y tetracosanol).
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Figura 2.1 Esquema del proceso de revalorizacion del jabén de licor negro desarrollado por la
empresa Harting. El cuadro en verde muestra el proceso de obtencion de Policosanoles

(alcoholes primarios alifaticos).

2.2 Obtencion de acidos grasos de cadena larga a partir de alcoholes alifaticos

Una estrategia interesante para la produccion de acidos grasos de cadena larga en
cantidades comerciales es mediante la oxidacién quimica. Existen antecedentes para la
oxidacion quimica de octadecanol y eicosanol a los correspondientes acidos usando como
oxidante peréxido de hidrégeno y como catalizador peroxotungstofosfato de amonio
cuaternario (Bi et al., 2001). En la actualidad enmarcado en el proyecto FONDEF DO411007
se desarrollé una tesis de Magister en Ciencias de la Ingenieria con mencién en Ingenieria
Quimica que estudia el proceso de oxidacion de tetracosanol a acido lignocérico; la oxidacion
es realizada usando un liquido i6nico como catalizador compuesto por el cation Aliquat®336 y
el anion poliperoxometalato {PO4[WO(02)2]4}3. Los estudios cinéticos de la oxidacion fueron

llevados a cabo con y sin solventes a temperaturas que oscilan entre los 90 y 120 °C, y como
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solvente se utilizé Conosol C-200, un hidrocarburo liquido que posee un alto punto de
ebullicion lo que permite realizar las cinéticas a las mismas temperaturas que sin solvente
(Guajardo et al., 2010).

La alternativa a la oxidacion quimica es la oxidacién enzimatica mediante la enzima alcohol
deshidrogenasa que actia sobre alcoholes de cadena larga EC.1.1.1.192 (ADH) y cuya
actividad ha sido probada en la reaccién 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 actien como transportadores de electrones.

La reaccion de oxidacion enzimatica de los &cidos grasos de cadena larga a partir de

alcoholes alifaticos es la siguiente:

ADH

(Ecuacion 1)
CH,(CH,),CH,OH + 2NAD' + H,0 — CH,(CH,) COOH + 2NADH + 2H"

Los cofactores son moléculas organicas complejas y de alto costo por lo que su regeneracion
es esencial para su aplicacion tecnolégica. Existen diversas opciones para regenerar dichos
cofactores, pero la mas adecuada es mediante el uso de un sistema enzimatico auxiliar en

que ofra oxidoreductasa cataliza la reduccién de un sustrato auxiliar que permite la

reoxidacion del cofactor NADH a NAD . Esto supone una dificultad tecnoldgica considerable,
por cuanto se requiere de una enzima auxiliar y de un sustrato auxiliar que generara un
subproducto que debera 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 tecnoldgica, pudiendo citarse el caso de la produccion de tert-leucina
mediante aminacion reductiva con la enzima leucina deshidrogenasa y regeneracion del
cofactor con el sistema auxiliar con la enzima formiato deshidrogenasa, desarrollado por la

empresa alemana Degussa AG (Wandrey, 2004) .

10
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En la actualidad sélo existe en el mercado dos alcohol deshidrogenasas producida por las
levaduras Candida tropicalis y Candida lipolytica capaces de actuar en la oxidacién de
alcoholes de cadenas superior hasta 16 4tomos de carbono, no existiendo antecedentes en la
literatura técnica o de patentes sobre la produccién de acido lignocérico mediante oxidacién

enzimatica 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 estan ampliamente distribuidas en la naturaleza: se han
encontrado en animales, plantas y microorganismos, jugando un rol importante en un amplio

rango de procesos fisiolégicos (Hirakawa et al., 2004).

Han sido clasificadas de acuerdo a su tamafio 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 et al., 1987; Hummel, 1999).

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

Esta es la familia méas estudiada. Son enzimas de unos 350 residuos aminoacidicos por
subunidad, estructuradas en dimeros o tetrameros; algunas dependen de zinc para realizar la
catalisis y la gran mayoria de estas alcohol deshidrogenasas utilizan NAD(H) o NADP(H)
como cofactor (Riveros-Rosas et al., 2003, Papanikolau et al., 2005 y Persson et al., 2008).
Esta compuesta por mas de mil secuencias proteicas conocidas con una actividad enzimatica
muy diversa, y que participan en una gran diversidad de funciones fisioldgicas, tales como
fermentacion alcohdlica, detoxificacion de aldehidos y alcoholes, biosintesis de lignina,
proteccion frente a un dafio oxidativo, o en la biosintesis de acidos grasos (Valencia et al.,
2004; Jornvall et al, 2010). Principalmente son deshidrogenasas del tipo alcohol

deshidrogenasa, poliol deshidrogenasa, formaldehido deshidrogenasa glutation-dependiente y

11
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quinoproteina etanol deshidrogenasa (Larroy et. al, 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 alcoholes deshidrogenasas de cadena media en arqueas, bacterias,
protozoo, levaduras, plantas y animales, de las cuales 328 proteinas provienen de
organismos eucariotas. Estas ultimas fueron divididas en 3 macrofamilias que engloban a su

vez a diversas familias y subfamilias.

1.- Macrofamilia I: son proteinas homodiméricas que requieren ién zinc para la catalisis y
utilizan el cofactor NAD(H). Suelen ser citoplasmaticas. Esta 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 Ill, las ADHs de animales, la ADHs
secundarias, las butanol deshidrogenasas (BDH) y las sorbitol deshidrogenasas (DHSO).

2.- Macrofamilia Il: Son proteinas estructuradas en homodimeros u homotetrameros que
requieren i6n zinc para la catalisis. Se localizan en el citoplasma y requieren NAD(H) y
NADP(H) como coenzima. Estan formadas por dos familias, la familia de ADHs de levadura y
la familia de cinamil alcohol deshidrogenasas (CADH), desglosada en seis subfamilias: las
CADHs y proteinas emparentadas, proteinas de plantas relacionadas con la defensa e
inducibles por 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.

3.- Macrofamilia Ill: Son proteinas que no requieren zinc en la catalisis y utilizan
mayoritariamente NADP(H) como cofactor. Su localizacion celular es muy diversa. Esta
formada por cuatro familias, la familia de los factores de transcripcion/proteina de unién 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 mas heterogénea y engloba diversas subfamilias, entre ellas: Las NRBPs,
las cristalina oxidoreductasas, las quinona oxidoreductasa inducidas por p5d3 (PIG3) y

proteinas emparentadas, las enoil reductasas (pER).

12



CAPITULO 2:REVISION BIBLIOGRAFICA

En los ultimos afos 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 las 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 pequefios 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 la fecha publicados en
UniProt seccién 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 R 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 R 6
o QORL 3 11
- RT4l -3 1T

13
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Por otro lado el miembro mas representativo y mas estudiado de la familia de las alcoholes
deshidrogenas de cadena media es la alcohol deshidrogenasa de higado de caballo
(HLADH). Estudios cristalograficos 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 catalitico y otro
de unién al cofactor, separados por una profunda hendidura y dos atomos de zinc, uno con
funcién estructural y otro con funcién catalitica. El espacio creado entre ambos dominios
describe el centro de unién a la coenzima y el centro de unién al sustrato. Ver figura 2.2
(Eklund et al., 1976; Papanikolau et al., 2005).

Figura 2.2 Estructura de la alcohol deshidrogenasa de higado de caballo. Los iones zinc
estan representados como esferas grises y la molécula de coenzima esta representada en

forma de modelo de bolas y bastones (Ramaswamy et al., 1999).

14
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Sitio de union a la coenzima:

Para que se produzca la catalisis, 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 ubicacién de la coenzima para que se de el reconocimiento del anillo de
nicotinamida implica una unién fuerte con la proteina a través de multiples interacciones, lo
que crea un conflicto dado que no facilita su disociacion una vez finalizada la catalisis, siendo
éste el paso limitante. La molécula de NAD(P) forma entre 16 y 19 puentes de hidrégeno con
la proteina, de los cuales el 30% esta mediado por moléculas de agua. La hendidura entre
dominios que forman el centro de unién a la coenzima se divide en tres zonas, la unién a

adenina, el pirofosfato y la nicotinamida, siendo esta ultima la mas interna (Larroy, 2006).

NH32 e
H o0
N
e’ F ) el s S Nicotinamid
= —— Icotinamida
\¢ ¢ ,CH OH oH |
N , | | , At
o CH2-0—P—0—p_o—CH2 N —
3 . I | 0
O 4 1’
4 K
HO i
OH el

L F\ J

Adenosina 5’monofosfato Ribosa 5’monofosfato

Figura 2.3 Estructura de la Nicotinamida adenin dinucleétido (NAD").

La adenosina se ubica en la posicion mas externa del centro de unién a la coenzima,
quedando accesible al solvente. Entre los residuos involucrados en la interaccion 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 posicién 223, que para el caso de las alcoholes deshidrogenasas NAD(H) dependiente

15
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es un acido aspartico. El gran volumen de la cadena lateral del acido aspartico y su carga
negativa que aporta a la regién de la ribosa de la adenina impedirian la adecuada ubicacion
de la molécula de NADP(H). El pirofosfato se sitda en la region intermedia, siendo
estabilizado los oxigenos del pirofosfato por los residuos de arginina 47 y 369 y por los
nitrégenos de la cadena principal de la proteina. Finalmente la nicotinamida se une a la region
mas 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 oxidorreduccioén se transfiera
el hidrégeno. Esta es una transferencia estereosespecifica resultado de la reorganizacion del
centro activo. La disposicién del anillo de nicotinamida en relacion al sustrato determinara qué

hidrogeno sera transferido. (Larroy, 20086).

Sitio de unién 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 unidn del sustrato junto con las interacciones del
sustrato con el tunel hidrofébico de la enzima, favorecen la reaccién de oxidacién de
alcoholes debido al entorno anhidro. La reaccién se inicia con la unién de la 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 la molécula de agua que coordina el zinc por el grupo hidroxilo liberandose un
proton. Luego este protdn 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 ién zinc y el microentorno favorecen la ionizacién del alcohol y el protdn
liberado formara una molécula de agua junto con el hidroxilo desplazado. Luego se produce la
transferencia del hidruro al carbono 4 del NAD" con la consiguiente formacién del aldehido y
la reduccion del NAD a NADH. Finalmente se disocian del sustrato y la coenzima reducida,

siendo este Ultimo el paso limitante de la reaccién (Larroy, 2006).
Por otro lado Ludwig y colaboradores (1995) al estudiar la alcohol deshidrogenasa de

Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 observaron que su sitio activo esta formado por dos

sitios de union a sustrato; un sitio de unién a pequefios grupos alquil y un sitio para los grupos

16
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alquil mas grandes, ambos ubicados a un costado del sitio catalitico, determinando que el sitio
de union a los pequefios 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 unién para grupos alquil mas
grandes estaria conformada por una ranura hidrofébica 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 corta (SDRs) o Tipo Il

Son enzimas con subunidades de unos 250 a 350 aminoacidos que no requieren metal como
cofactor, tal como la alcohol deshidrogenasa de Lactobacillus brevis (Hirakawa et al., 2004).
Esta familia esta compuesta por alrededor de 3000 alcohol deshidrogenasas dependientes de
NAD(P)". Estas enzimas presentan actividad con un amplio rango de sustratos tales como
alcoholes, azucares, aminoacidos, esteroides, retinoides, prostaglandinas y acidos biliares,
encostrandose en esta familia de alcoholes deshidrogenasas de cadena corta actividades
diversas como la actividad deshidrogenasa, deshidratasa, sintasa, epimerasa e isomerasa
(Larroy, 2006 y Jérnvall et al., 2010).

2.3.3. Alcohol deshidrogenasas activadas por hierro o Tipo /Il

Las alcoholes deshidrogenasas activadas por hierro con dos a cuatro subunidades de 380 a
390 aminoacidos que requieren iones divalentes para la catalisis (Hirakawa et al., 2004).
Actualmente es la familia mas 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 mas estudiado se encuentra la alcohol deshidrogenasa IV de Saccharomyces
cerevisiae activada por zinc (Hirakawa et al., 2004) y la alcohol deshidrogenasa Il de

Zymomonas mobilis activada por hierro (Larroy, 2006).
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2.4 Obtenciéon 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 tecnolégico 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 mutagénesis
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 generacion y a la gran diversidad de rutas metabdlicas

y enzimas que intervienen en ella.
La literatura bioquimica y de fisiologia microbiana puede ser atil a la 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: .
e T Dickinson et al.,
Alcohol Hemodinera Alcoholes alifaticos primarios. 1967

¢ Alcoholes alifaticos secundarios

hasta 8 cart?opos. Branden et al.,
e Alcoholes ciclicos. 1973
e Baja actividad sobre cetonas.

deshidrogenasa de 80KDa.
higado de caballo (40 KDa c/u)

Especificidad por:

¢ Alcoholes alifaticos primarios
Aeropyrum pernix Homotetramero hasta 2 carbonos.
Py p e Alcoholes alifaticos secundarios

K1 160 KDa. dolve 10 eatborns Hirakawa ef al.,
recombinante (40 Kda c/u) 25 2004.
¢ Alcoholes aromaticos

e Cetonas aromaticas y alifaticas
Benzylaldehido.
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Continuacion tabla 2.2

Tipo ADH

aldehido para dar alcohol
primario.

PM Sustratos Referencia
(Fuente)
Especificidad por:
¢ Alcoholes alifaticos primarios
Homodimero hasta 12 carbonos
ih%i?ﬁgs 110KDa e Alcoholes alifaticos secundarios Ludwig et al.,
ATCC 5277 (48 Kda c/u) desde 7 a 9 carbonos. 1995.
e Enantioselectividad por S(+)
o Especificidad por: )
¢ Alcoholes alifaticos primarios
hasta 8 carbonos.
Thermococus Homotetramero ° :l:cﬁ:g:riilgoholes alifaticas
litoralis 200KDa o o ;
DSM 5473 (48KDacly) ° Sustrato fisiologico es aldehido Ma et al., 1994.
(a alcohol), sin embargo
observan que realiza bien la
oxidacion.
Especificidad por:
¢ Alcoholes alifaticos primarios
] hasta 8 carbonos y el mejor
Hor?gzegaDmero resultado es con 6 carbonos.
a . . w
Thermococcus * Baja actividad sobre alcoholes
ES-1 ; (46 KDa ddl;_,) alifaticos secundarios. Ma et al., 1995.
g—aton;o .3 de e Mas eficiente su accion sobre
por SRV aldehido para dar alcohol
primario.
- Especificidad por: o
¢ Alcoholes alifaticos primarios
hasta 8 carbonos a 80°C
B GEAGE Homohexamero ¢ Baja actividad sobre alcoholes
);u(:?%sf}sus 270KDa alifaticos secundarios o polioles. Ma et al., 1999.
DSM 3638 (48 KDa c/u) e Mas eficiente su accién sobre
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Continuacion tabla 2.2

Tipo ADH

(Fuente) PM Sustratos Referencia
Especificidad por:
T~ -O)_ddagién de alcoholes alifaticos
197 KDa primarios preferentt_emente de2a
Thermococus (45 KDa c/u) a 8 carbonos y el mejor resultado es
hydrotermalis oH 10,5 con 6 carbonos. Antoine et al.,
Recombinante ' eoxidacion de alcoholes aromaticos 1999.
Diffisios -S_ustrato fisiologico es aldehido_‘
80,5 KDa sin embar_go o_t;servan que realiza
apH75 bien la oxidacién.
L]
Especificidad por:
» Alcoholes alifaticos primarios
lineales y ramificados hasta 5
Sulfolobus H ; carbonos. Rella et al.,
: omodimero ; e 1987
Solfataricus 70 KDa * Alcoholes secundarios ciclicos y
lineales.
. Ammendola et al.,
* Cetonas ciclicas 1992,
e Anisaldehido
Especificidad por:
e Alcoholes alifaticos primarios
Saccharomyces Homodimero lineales y ramificados de hasta 8
cerevisiae 40KDacy  Gafbonos. Larroy e at.,
(isoenzimas VI) * Alcoholes aromaticos primarios. 2002
e Aldehidos
Especificidad por: )
* Oxidacién de alcoholes alifaticos
primarios lineales hasta 6
- Mondémero carbonos y alcoholes alifaticos
;:E:f;g;: 73 KDa primarios famiﬁc_ados _ Zar;w ;9&; s
generando el acido respectivo.
¢ Tetrahidrofurfuril alcohol
) Especificidad por: B
c « Oxidacién de alcoholes alifaticos
t:;?:s'gf_gif Monémero primarios, principalmente etanol  De Jong et al.,
71 KDa 1995
Especificidad por:
, ¢ Alcoholes alifaticos primarios
Pseudqmona Monomero hasta 12 carbonos y el mejor Toyama et al.,
putida 72 Kda resultado es sobre 6 a 8

1995.
carbonos.
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2.5 Produccion alcohol deshidrogenasa por microorganismos

Se han realizado algunos estudios sobre la induccion de la produccién de enzimas
relacionadas con la w-oxidacién y B-oxidacién utilizando n-alcanos como unica fuente de
carbono. La incorporacion de los alcanos pasan por una primera etapa de hidroxilacion por el
sistema citocromo P-450 y NADPH-citocromo P-450 reductasa, sistema que esta localizado
en el reticulo endoplasmatico (microsomas), generandose el correspondiente alcohol de
cadena larga. Estos alcoholes de cadena larga producidos no son solamente degradados en
la via de la B-oxidacion, sino que también son utilizados para la biosintesis de lipidos en la
mitocondria y el reticulo endoplasmatico después de producida la deshidrogenacion por la
alcohol deshidrogenasa que actia sobre cadenas largas, aldehido deshidrogenasa vy
posiblemente existiria la participacion de una alcohol oxidasa (Yiy Rehm, 1982a; Yi y Rehm,
1982b; Ueda y Tanaka,1990; Kitamoto et al.,2001: Craft et al., 2003; Sanders et al., 2005;
Throne-Holst et al., 2006; Van Beilen et al., 2007).

La figura 2.4 resume el rol que cumple las deshidrogenasas en la incorporacion de los

alcanos al metabolismo de las levaduras.

n-Alkane
J’ Cytoplasm
n-Alkane =
Fatty alcohol €—t Fatty alcohol > Fatty alcohol
ADH ADH ADH
Fatty aldehyde Fatty aldehyde Fatty aldehyde
ALDH ALDH ALDH
Fatty acid Fatty acid Fatty acid
ACS J, ACS ACS
Acy1-CoA Acy1-CoA Acy1-CoA
J s-ox GAT ‘LGAT
Acetyl-CoA Lipid Lipid
Eeroxisome Microsome Mitochondrion

Figura 2.4 Esquema de la incorporacion de n-alcanos al metabolismo de

las levaduras (Yamada et al., 1980).
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Algunas especies de levaduras que pertenecen al género Candida producen w, B diacidos
como consecuencia de cultivar el microorganismo en n-alcanos o acidos grasos como Unica
fuente de carbono. La utilizacién 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 Unica
fuente de carbono han inducido la sintesis de una alcohol deshidrogenasa, capaz de oxidar
alcoholes de cadenas de largo superior entre 8 y 16 atomos de carbono, obteniendo la

maxima actividad al utilizar tetradecanol (C 14M,,0) 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 actia sobre aldehidos superiores, acyl CoA
sintetasa y sistema de B- oxidacion de acidos grasos, indicando que en conjunto participan en

la degradacion de los acidos grasos (Ueda y Tanaka, 1990).

Por otro lado es posible dirigir los sustratos hacia las vias de B-oxidacién o w-oxidacion
utilizando ingenieria metabdlica. Picataggio et al., en 1992 por medio de la interrupcion
secuencial de los cuatro genes que codifican las isoenzimas acil-CoA oxidasas, lograron
aumentar la produccion de acidos carboxilicos de cadena larga. Estas isoenzimas son las
responsables de catalizar la primera reaccion en la via de la B-oxidacion y por lo tanto los
sustratos como alcanos y 4cidos grasos son redirigidos hacia la w-oxidacién. Por
consecuencia la eficiente conversion y selectividad quimica por la oxidacion terminal del

correspondiente acido carboxilico aumenta considerablemente.

2.6 Uso de microorganismos extremoéfilos para la produccién de alcohol

deshidrogenasa

Es de gran interés la utilizacion a nivel industrial de alcoholes deshidrogenasas provenientes
de microorganismos extremdfilos, principalmente termofilos, debido a que a elevadas
temperaturas se reducen los problemas de solubilidad de los componentes de la reaccion, la

utilizacion de solventes organicos y el riesgo de contaminacion (Van den Burg, 2003).

En los ultimos afios 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 termofilas y 17 cepas de bacterias termoéfilas que producen

alcohol deshidrogenasas.

Los microorganismos termofilicos han sido aislados desde fuentes naturales como
respiraderos hidrotermales, sedimentos marinos volcanicos, aguas calientes, o bien de
fuentes no naturales como reservorios de petréleo, digestores, pilas, etc. La mayoria de estos
microorganismos terméfilos 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 aminoacidos, presenta especificidad por una gran variedad de
sustratos donde se incluyen alcoholes primarios lineales y ramificados, alcoholes secundarios
lineales y ciclicos y cetonas ciclicas. Ademas que esta enzima es extraordinariamente
termdfila 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
a60°Cy5ha70°C.

Mas 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 actta
sobre alcoholes primarios incluyendo heptanol y otros alcoholes de cadena larga. La otra
enzima actia 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

formacion de etanol en la fermentacion de carbohidratos.
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Ludwig et al., 1995 detecto una alcohol deshidrogenasa NAD"- dependiente en Rhodococcus
erythropolis ATCC 4277 que es activa sobre un amplio rango de sustrato, particularmente
sobre alcoholes alifaticos 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 esteroisémeros dpticamente puros de alcoholes secundarios.

El mismo afio 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 concentracion de azufre
elemental (S°) en el medio. Requiere de una concentraciéon minima de S° para detectar
actividad catabdlica durante la etapa de crecimiento. Dentro de las enzimas se incluye una
alcohol deshidrogenasa NADP dependiente formada por homotetrameros y que
preferentemente cataliza la reduccion de acetaldehido y fenilacetaldehido, aunque también se

ha observado que actta en la oxidacién de alcoholes de 2 a 8 atomos de carbono.

Otra alcohol deshidrogenasa NAD'- dependiente fue observada por D' Auria et al. (1996).
Esta vez la enzima proviene del microorganismo terméfilo Bacillus acidocaldarius; es un
tetramero compuesto por subunidades idénticas de 38 KDa cada una. Aunque presenta
especificidad por alcoholes primarios y secundarios lineales y ciclicos, el etanol es el mejor

sustrato y no es activa en presencia de cetonas.

Un afo después Li y Stevenson (1997) purificaron una alcohol deshidrogenasa tipo IlI
NADP(H)- dependiente de una Thermococcus, esta vez de la cepa AN1. Esta enzima es un
homotetramero que oxida una serie de alcoholes primarios lineales, pero no cataliza la
oxidacion del metanol. El valor de pH y temperatura éptima utilizando etanol como sustrato es

de 7,0 y 85°C respectivamente.

Posteriormente Antoine et al. (1999), lograron clonar, secuenciar y sobre expresar en
Escherichia coli el gen que codifica la alcohol deshidrogenasa tipo Il NADP(H)- dependiente
de Thermococcus hydrothermalis. La enzima recombinante fue purificada, caracterizada y
comparada con la enzima nativa observando que la estructura de la recombinante es
dependiente del pH: a pH 10,5 es un homotetramero de 45 kDa cada subunidadya pH 7,5 es
un dimero de 80,5 KDa. Por otro lado, los parametros cinéticos muestran que la enzima

recombinante presenta mayor afinidad por el aldehido, aunque también oxida alcoholes
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alifaticos primarios preferentemente de dos a ocho atomos de carbono y alcoholes
aromaticos, ademas de presentar actividad sobre metanol, glicerol y estéreo especificidad por

monoterpenos.

Holt et al. (2000), clonan, secuencian y expresan en Escherichia coli 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 aminoacidos. El analisis de la secuencia aminoacidica muestra que existe un
69% de identidad con alcohol deshidrogenasas desde dos especies de arqueas
(Thermococcus AN1'y Thermococcus litorales).

Posteriormente, Hirakawa et al. (2004), purificaron una alcohol deshidrogenasa de la arquea
hipertermofilica Aeropyrum pernix K1 y la expresan en Escherichia coli La enzima
recombinante obtenida es un homotetramero 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 al aumentar la temperatura sobre los 95°C
y mantiene sobre 24% de su actividad inicial durante 30 min. a 98°C. Su especificidad por

sustratos incluye alcoholes alifaticos y aromaticos y cetonas alifaticas y aromaticas.

Kube et al. (2006) optimizaron la produccién 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 coli 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 produccién 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 induccion. La
maxima actividad registrada fue de 30 Ul/l (correspondiente a 6 mgl/l proteina), donde una
unidad internacional Ul es definida como a cantidad de enzima requerida para la conversién
de 1 umol NAD por min a condiciones estandar, 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 produccién y purificacion de una alcohol deshidrogenasa que
oxide alcoholes de cadena larga produciendo el respectivo acido carboxilico de interés
industrial, ya que mediante la revision del estado del arte se pudo determinar que es factible
inducir la produccién 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 atomos de

carbono.

Por otro lado se descarto la utilizacién 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 Auténoma de Madrid, Espafia.

3.2 Equipos y materiales
3.2.1 Equipos

« Autoclave, Fab. Lequex S.A.

» Incubadora orbital Labtech , modelo LSI-3016R

« Centrifuga Sorvall, modelo RC-SB

» Centrifuga Sorvall, modelo RC2-B

« Estufa de secado Memmerth, modelo ULM 600

« Microscopio optico Zeiss.

» Vortex Heidolph, modelo Reax 2000

« Centrifuga de mesa sprout

« Espectrofotémetro Jenway modelo 6715 UV/VIS

» Bario de agua con termocirculador de inmersién Julabo Modelo EC
« Cromatoégrafo de gases Pelkin Elmer, modelo Clarus 500

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

» Detector FID 300 °C

« Camara de electroforesis Bio-RaD Mini Protein tetra System

« Fuente de poder Termo Electron corporation, modelo EC 250-90
» pHmetro HANNA, Instruments pH 211

« Roller Mixer SRT2

» Bomba de vacio

« Balanza granataria Precisa, modelo XB 220A

« Balanza granataria Precisa, modelo XB 4200C
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« Placa agitadora multiestacion Variomag Telesystem

3.2.2 Materiales

» Matraces erlenmeyer 250, 500 mly 1 |

« Asade loop

« Camara Neubauer Improved Bright

« Placas de petri

» Portapipetas

» Pipetas graduadas 1, 5y 10 ml

« Termémetro

« Homogenizador de vidrio

« Barras de agitacion magnética (distintos tamafios)

» Matraz de aforo 10, 25, 50, 100, 250, 500 ml, 1 | y2l
« Vasos de precipitado 50, 100, 250, 500 mly 1 |

» Probetas de 50, 100, 250 y 500 ml

» Tubos de ensayo - gradillas

« Cronémetro

« Micropipetas graduadas de 10 ul, 100 pl, 1000 pl y 5000 pl
» Tips para micropipetas

« Espatula

e Tubos eppendorf

« Papel filtro Whatman N° 1

« Matraz Kitazato

« Embudo Buchner

« Embudo Millipore N°4 con frita

» Mechero, tripode y rejilla

« Viales de centelleo

» Tubos eppendorf con filtro millipore 0,22 pum

« Celdas de cuarzo y plasticas para espectrofotémetro

« Embudos de decantacién
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3.2.3 Reactivos

« Albumina de bovino (Merck, Darmstadt, Alemania)
« Acido Bicinconinico (Pierce Biotechnology, USA)
« Acido clorhidrico (Merck, Darmstadt, Alemania)
 Acido félico (Sigma Co,USA )

« Acido ortofosférico 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)

» NaHPO4 (Merck, Darmstadt, Alemania)

» KH;PO,; (Merck, Darmstadt, Alemania)

« NaCl (Merck, Darmstadt, Alemania)

+ NalO4 (Merck, Darmstadt, Alemania)

« NaHCO; (Merck, Darmstadt, Alemania)

« HNO; (Merck, Darmstadt, Alemania)

o (NH,),SO, (Merck, Darmstadt, Alemania)

« NaOH (Merck, Darmstadt, Alemania)
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» MgSO,* 7 H,O (Loba Chemie,India)

« CaCl, * 2 H,O (Loba Chemig,India )

o FeS0O4* 7 H,O (Loba Chemie,India )

*  MnCl; * 4 H,0 (Loba Chemie,India )

» ZnS0O, * 7 H,O (Loba Chemig,India )

+ CoCl, (Loba Chemie,India )

» CuSO,4 * 5 H,0 (Loba Chemie,India)

*  MoO; (Loba Chemie,India )

« H3BO; (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)

» B 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 disédico (EDTA) (Merck, Darmstadt, Alemania)

» Metanol (Merck, Darmstadt, Alemania)

30



CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

* Isopropanol (Merck, Darmstadit, Alemania)

« Acido acético glacial (Merck, Darmstadt, Alemania)

» Coomassie Brillian Blue (Sigma Co,USA )

« Agarosa 4 BCI (Iberagar, Portugal)

e 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 Bio-Sciences, Suiza)
* Imino diacetic acid (Sigma Co,USA )

* Glicidol (Sigma Co,USA )

» Hexano (Merck, Darmstadt, Alemania)

 Triton X-100 (Sigma Co,USA )

* Glicerina (Merck, Darmstadt, Alemania)

« NaBH, (Sigma Co,USA)

» CuSO, (Merck, Darmstadt, Alemania)

» H;BO; (Merck, Darmstadt, Alemania)

* B Mercaptoetanol (Sigma Co,USA )

« Epiclorhidrina (Sigma Co,USA )

+ Etilendiamina (Merck, Darmstadt, Alemania)

* Dextrano sulfato 100 kDa (Merck, Darmstadt, Alemania)
« NaCl (Merck, Darmstadit, Alemania)

» Imidazol (Merck, Darmstadt, Alemania)
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3.3 Métodos analiticos

3.3.1 Determinacién de la actividad deshidrogenasa

La actividad enzimatica de la alcohol deshidrogenasa fue determinada
espectrofotométricamente mediante el método de Rella et al. (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 alifatico), 100 mM NAD* en tampén fosfato
100 mM pH 7,0 con 0,65% diglyme.

La actividad enzimatica es medida como velocidad inicial de reaccién: una unidad
internacional (Ul) de actividad se define como la cantidad de enzima que cataliza la

formacion de 1umol 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

acido.

Preparacion de reactivos:

Se preparé una solucién 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.

Procedimiento:

Antes de comenzar la medicion de actividad el sustrato fue diluidos a una concentracién final
0,2 mM en tampén fosfato 100 mM pH 7,0 bajo agitacién 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 adiciond entre 50 a 200 pul de enzima y se preincubé durante 5 minutos a 30 °C las
enzimas provenientes de microorganismos mesdfilos, 50°C para Thermus y 70°C Thermus
thermophilus, bajo agitacion magnética. Se dio inicio a la reaccién adicionando 100 ul de
NAD" 100 mM. Luego de 2 minutos de reaccion se determind la pendiente de la curva
absorbancia del producto (NADH) versus tiempo en minuto obtenida a 340 nm.
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El calculo de la actividad deshidrogenasa y la determinacién del coeficiente de extincion

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

3.3.2 Determinacion de proteina soluble

La cuantificacion de proteinas fue realizada mediante el método colorimétrico de Bradford
(1976), el cual involucra la unién de Coomassie Brilliant Blue G 250 a la proteina. Esta unién
produce un cambio en el maximo de absorcién que es monitoreada a 595 nm. Es un método
rapido y reproducible, y no presenta interferencias por la presencia de aminoacidos en el
medio. El proceso esta virtualmente completo después de 15 minutos con un buen color y

estabilidad por 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 lentamente 100 ml de acido ortofosférico al 85% (p/v), y se aforé la solucién a 1 |
con agua desionizada. Se almacend la soluciéon resultante a temperatura ambiente protegida

de la luz.

Procedimiento

A partir de una solucién estandar de albumina de suero bovino (BSA) de concentracion 1
mg/ml en agua destilada fue preparada una bateria de tubos eppendorf entre 0 y 0,1 mg/ml.
A cada tubo se adiciond 1 ml reactivo de Bradford se homogenizé la mezcla y se midio la
absorbancia en espectrofotémetro 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 concentracion de proteina patrén (Ver apéndice C).
La concentraciéon 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 patrén

calibrada con albumina de suero bovino (BSA).
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3.3.3 Determinacion de proteina inmovilizada por el método del acido bicinconinico
(BCA)

La determinacion de la proteina inmovilizada se lleva a cabo por el método del acido
bicinconinico, ensayo disponible en forma de kit de Pierce (Rockford, llinois). 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 i6n Cu'? a Cu"' bajo condiciones alcalinas y posteriormente el
i6n Cu*' reacciona con dos moléculas de acido bicinconinico formando un complejo de color
purpura. Este complejo soluble presenta una maxima absorcion a 562 nm que se mantiene

lineal con el aumento de las concentraciones de proteinas en un rango amplio de trabajo (5-
2000 pg/ml).

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 estandar 0,5 mg/ml de albumina de suero bovino (BSA) se prepar6 una bateria
de tubos eppendorf entre 0 y 0,2 mg/ml. A cada tubo se adicioné 1 ml reactivo BCA, se
homogenizé la mezcla y calenté a 60°C durante 30 minutos. Se enfrié y midio la absorbancia
en espectrofotometro a 562 nm, contra un blanco de reactivo preparado con agua.
Posteriormente se graficd absorbancia versus concentracién de proteina patron. (Ver
Apéndice D).

Para medir la proteina inmovilizada se pesé alrededor de 20 mg de biocatalizador en un tubo
eppendorf de 2 ml, se adicioné 980 pl de agua destilada y 1 ml de reactivo BCA. Se
homogenizé la mezcla y calenté a 60°C durante 30 minutos. Finaimente la muestra fue
enfriada y centrifugada a 5.000 r.p.m por 2 min., se tomé el sobrenadante y se midié la

absorbancia en espectrofotéometro a 562 nm.
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3.3.4 Cuantificacion de alcoholes, aldehidos y acidos grasos de cadena larga

La cuantificacién de los sustratos y productos de la reacciéon de oxidacion fue realizado por
cromatografia gaseosa. Las especies cuantificadas por cromatografia fueron: tetradecanol,
docosanol, tetracosanol, acido tetracosanoico, acido docosanoico, acido tetracosanoico y
sus respectivos aldehidos. Las condiciones de operacion del cromatografo de gases fueron

las siguientes:

Cromatégrafo : Perkin Elmer Clarus 500
Carrier : Helio 68,4 (64 cm/s), flujo constante
Columna : HP-5 (fenil metil silicona entrecruzada al 5%)

30m *0.25 mm * 0.88 um
Inyeccion : Split (1:1) 0,5 pl
Detector : FID 300 °C

Los célculos de cuantificacion de los compuestos de se encuentra en el apéndice E.

3.3.5 Cuantificacion de microorganismos

La determinacién de la concentracion celular fue realizada por peso seco y densidad éptica.

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 maximo sobrenadante pero evitando
tomar biomasa. El pellet obtenido fue lavado tres veces con agua destilada. Luego del tltimo
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 concentracion celular o
biomasa se determiné dividiendo la masa celular en gramos por el volumen inicial de caldo

de cultivo utilizado en litros.
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Posteriormente se realizé la curva de calibrado de absorbancia versus concentracion celular
en g/L. 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 éptica fueron correlacionados
con los datos de concentracién celular correspondientes obteniéndose de esta forma la curva

de calibrado.

La determinacién de concentracion celular en una muestra desconocida fue realizara
tomando un volumen determinado de muestra convenientemente diluida para que se
encuentre en el rango lineal. Luego se midié su absorbancia a una longitud de onda de 650

nm y se interpol6 el valor de concentracién celular en la curva de calibrado.

Las curvas de calibrado correspondientes 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 centrifugacion a (10.000 g x
10 min) y congeladas a -18 °C. Luego fueron resuspendidas en 10 mM tampén fosfato de
sodio pH 7,5 con 10 mM de NaCl y 3 mM benzamidina en razén 1/1 peso volumen y
homogenizada por medio de abrasién mecanica con alumina (0,5 g / ml). La fraccién soluble
obtenida tras la centrifugacién (15.000 g x 15 min, 4 °C) fue refrigerada a 4°C y utilizada

como fuente de alcohol deshidrogenasa.

Se comprobd el grado de ruptura celular determinando el porcentaje de células viables
utilizando la tincion de azul de metileno (Allen, 1994b). Para tal efecto se prepardé una
solucién de metileno 0,1% en agua destilada, luego se tomé una muestra de células en un
tubo de ensayo y se diluy6é con agua destilada hasta tener una muestra que contenga
aproximadamente entre 100 y 200 células en el campo del microscopio. Se mezclo la
muestra completamente y se adicionaron 10 gotas de azul de metileno. Se mezclé y dejé
reposar 3 a 5 min. Se puso una gota en el porta objeto y cubrié con el cubre objeto. Se
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examind la muestra bajo el microscopio a una amplificacion de 100X y se contaron las

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

3.3.7 Caracterizacion electroforética

La electroforesis en gel de poliacrilamida denaturante (SDS-PAGE) desarrollada por
Laemmli, U.K. (1970) es uno de los métodos mas resolutivos empleados para la separacion,
identificacién y medicion del indice de pureza de macromoléculas. Se realiza confeccionando
geles mediante la polimerizacion inducida por radicales libres de acriiamida 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 (SDS) para inducir en la proteina una forma cilindrica
(denaturalizada) permitiendo que la separaciéon se produzca en base a la masa molecular,
debido a los efectos de la filtracion en el gel. La masa molecular de una proteina se
determina sometiendo a una electroforesis conjunta la proteina en estudio con diversas
“proteinas marcadoras” de masa molecular conocida, lo que permite realizar una curva de

calibrado relacionando la distancia de migracién con la masa molecular (Voet et al., 1992).

Preparaciéon de Reactivos:

Solucion acrilamida-bisacrilamida 30 %: se disolvieron 29,2 g de acrilamida y 0,8 g de
bisacrilamida en 100 ml de agua destilada.

Persulfato de amonio (PSA) 10%: se disolvié 1g de PSA en 10 ml de H,0.

SDS 10%: se disolvio 1 g en 10 ml de H,0.

Buffer Lower: (1.5 M Tris-HCI a pH 8,8) fue preparado disolviendo 18,2 g de Tris-HCI en 80
ml de agua destilada, ajustando pH 8,8 y aforando 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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Solucién cargadora: esta solucion permite digerir las muestras antes de aplicar en el gel. Se
preparé mezclando Tris HCI 0,01 M pH 6,8/ EDTA 1 mM /SDS 2,5%/ mercaptoetanol 5%/
azul de bromofenol 0,04 mg/ml/ glicerol 30%.

Procedimiento:

Se basa en la metodologia desarrollada por Bio-Rad:

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

} 3cm

Figura 3.1 Preparacion de las placas de vidrio para electroforesis

2.- Se preparo el gel de separacion correspondiente a una solucién de acrilamida de 12%, en
un vial de centelleo de 20 ml de acuerdo con la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Composicion de geles SDS-PAGE a un grado de
polimerizacion de 12%.

Reactivos volumen
Acrilamida/Bisacrilamida 20ml
Buffer lower pH 8,8 1,25 ml
H,O destilada 1,72 ml
Persulfato de amonio 10% 25 pl
TEMED* 7,0 ul

* N,N,N',N' tetrametiletilen diamina
3.- La soluciéon fue homogenizada y vertida entre las placas de vidrio hasta alcanzar la linea

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

gel desplazando la punta de la micropipeta en forma horizontal.
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4.- Una vez polimerizado el gel, fue extraido el butanol con agua destilada. A continuacién se
agreg6 la solucién del gel concentrador al 4% que fue preparado previamente de acuerdo a
la Tabla 3.2 en un vial de centelleo de 20 ml.

Tabla 3.2 Composicion del gel concentrador a un grado de
polimerizaciéon de 4%.

Reactivos 4%
Acrilamida/Bisacrilamida 300 pl
Buffer Upper pH 6,8 750 pl
H,O destilada 1,5 ml
Bisacrilamida 2% 200 pl
Persulfato de amonio 10% 15 ul
TEMED* 5,0 pl

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

5.- Una vez polimerizado el gel concentrador, fue instalada en la cdmara de electroforesis

formandose un compartimiento superior e inferior.

6.- Fue llenado cada compartimiento con tampén 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.

7.- Posteriormente fueron digeridas las muestras de enzima en solucién cargadora en
relacién 1:4 viv y calentar por 3 minutos. Posteriormente fueron cargadas las muestras en el
gel e iniciada la migracién aplicando 150 volt.

8.- Una vez terminada la separacién, se desmonté la cdmara y el gel fue extraido para su
posterior tincion con Coomassie Brilliant Blue.

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

solucion de glicerol 5 % y montado en papel celofan para su posterior andlisis.
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3.4 Metodologia Experimental

A continuacién se presenta detalladamente la metodologia experimental desarrollada para
cumplir los objetivos propuestos. Las actividades fueron realizadas en la Escuela de
Ingenieria Bioquimica de la Pontificia Universidad Catodlica de Valparaiso, en el Centro de
Biologia Molecular "Severo Ochoa" de la Universidad Autonoma de Madrid (UAM) y en el
Instituto de Catalisis y Petroleoquimica del CSIC. Espana. (Ver Figura 3.2).

Microorganismos preseleccionados

A

Propagacion y mantencion

4

Induccién

v

Seleccion
microorganismos

4

Produccién Alcohol deshidrogenasa

y

Inmovilizacion Purificaciéon

Y y

Caracterizacion LC-MS/MS

r

Reaccion de oxidacion

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

Con la finalidad de acotar el estudio del screening de microorganismos se realiz6 una
preseleccién basandose en la capacidad de los microorganismos extremofilos de producir
enzimas capaces de actuar a elevadas temperaturas, temperaturas a las cuales los sustratos
enzimaticos 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 mas de seis carbonos son las siguientes:

Thermus thermophilus HB27, 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 manipulacién genética, la genémica estructural y la biologia de
sistemas, ademas de ser productoras de enzimas termoestables con aplicacion
biotecnoldgicas como es el caso de la enzima ADN polimerasa utilizada en las técnicas de
PCR. Son termdfilas extremas con temperaturas Optimas de crecimiento de
aproximadamente 65 a 70 °C y originalmente han sido aisladas de fuentes de aguas
termales de Japo6n, Espafia y Portugal (Mooser et al., 2006) (Ver Figura 3.3 b).

Thermus AB1 es una bacteria Gran negativa obtenida de fuentes de aguas termales de As
Burga, Espafia por el Dr. José Berenguer del Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa"
de la Universidad Auténoma de Madrid, Espafia. Crece a temperaturas de alrededor de

50°C. Es un microorganismo recién descubierto y no se tiene mayor informacién al respecto.

Por otro lado se incluyd en este estudio a la levadura Candida tropicalis (ATCC 20336) por
ser el Unico microorganismo que por bibliografia se sabe que produce una alcohol
deshidrogenasa que oxida alcoholes superiores hasta 16 atomos de carbono, produccion
inducida adicionando al medio de cultivo del microorganismo una mezcla de alcanos entre 10
y 13 atomos de carbono. Es un microorganismo meséfilo cuya temperatura optima de
crecimiento es de 30 °C en un medio basico; pertenece al genero fungico Candida y a la

clase Saccharomycetes. (Ver Figura 3.3 a)
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Figura 3.3 Microscopia 6ptica con aumento 100X. a) Candida tropicalis
ATCC20336) b) Thermus thermophilus PRQ25.

3.4.2 Activacion, mantencion y propagacion de los microorganismos

Las cepas liofilizadas de Thermus AB1 y Thermus thermophilus, fueron activadas
resuspendiendo cada cepa en 20 ul 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 (AB1) o0 70°C (HB27, HNI-11, NR-17, PRQ16 y PRQ25).

La cepa liofilizada de Candida tropicalis fue resuspendida en 1 ml de agua destilada estéril
y posteriormente propagada en matraces de 500 ml con 100 ml de medio definido disefiado
para crecimiento de 3 g/l utilizando glicerol como sustrato limitante (Ver apéndice H) e
incubadas durante 24 hrs. 2200 r.p.my 30 °C.

La mantencion de las cepas se realiz6 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 posteriormente fueron almacenados a 4°C.

La propagacion de las cepas se realizé durante 30 horas, tiempo donde se estudié la cinética
de crecimiento celular y se determiné la velocidad especifica de crecimiento. La fermentacion
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 Induccién de la produccion de alcohol deshidrogenasa en los microorganismos

Con la finalidad de encontrar las mejores condiciones de induccién de la produccion de la

enzima alcohol deshidrogenasa con capacidad de oxidar alcoholes superiores se estudio

- Tipo de inductor para cada microorganismo.

Concentracion del inductor que permita un mayor crecimiento de los microorganismos.

Etapa de adicién de inductor (inicio del cultivo / fase de crecimiento exponencial).

Tiempo de cultivo que maximice la produccién de la enzima.

La induccién de las cepas Thermus AB1, Thermus thermophilus y Candida tropicalis ATCC
20336 fue realizada adicionando al medio de cultivo 0,025; 0,05; 0,5; 1y 2 % de alcoholes o
alcanos. Alcoholes entre 2 y 24 4tomos de carbono y alcanos entre 14 a 24 atomos de
carbono. Ademas a la cepa Candida tropicalis ATCC 20336 se le adicioné 0,05 % Tween 80.
La fermentacion fue llevada a cabo en matraces de 500 ml con 200 ml a 200 r.p.my 30°C
(Candida tropicalis ATCC), 50 °C (AB1) y 70°C (HB27, HNI-11, NR-17, PRQ16 y PRQ25).
Una vez que se obtuvo el crecimiento maximo de las diferentes cepas (al inicio de la fase
estacionaria), se recolectaron las células y se procedié a la obtencién del extracto crudo
como se describe en la secciéon 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 determiné el tipo de inductor que produjo la
enzima con mas elevada actividad oxidativa sobre docosanol y tetracosanol.

Finalmente se evalu¢ la etapa de adicién y el tiempo de cultivo que maximizara la produccion
de enzima. Este estudio fue realizado adicionando el agente inductor al inicio del cultivo yen
fase de crecimiento exponencial. Se tomaron muestras durante la fermentacion 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 induccion que

maximizaran la produccién de la alcohol deshidrogenasa se precedié a producir enzima en

mayor cantidad para su posterior inmovilizacion, purificacién y caracterizacion.
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3.4.4 Purificacion de las alcohol deshidrogenasas producidas

Los protocolos de purificacion de las enzimas producida por Thermus AB1 y Thermus
thermophilus PRQ 25, fueron desarrollados en el Instituto de Catalisis y Petroleoquimica
CSIC. Campus Universidad Auténoma de Madrid gracias a la Beca Chile de estancia en el
extranjero (CONICYT), con el apoyo del grupo de investigacion dirigido por el Dr. José
Manuel Guisan. En cambio la purificacién de las enzimas producida Candida tropicalis ATCC
20336 fue disefada en el Instituto de Catalisis y Petroleoquimica del CSIC y ejecutada en el
laboratorio de biocatalisis de la Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso.

Los extractos crudos de Thermus AB1 'y Thermus thermophilus PRQ 25 se prepararon
recolectando las células durante la fase estacionaria por centrifugacion a (10.000 g x 10 min)
y congeladas a -18 °C. Luego fueron resuspendidas en 10 mM tampdn fosfato de sodio pH
7,5 con 10 mM de NaCl y 3 mM benzamidina en razén 1/1 peso volumen. La disrupcion
celular fue realizada a 4 °C utilizando un sonicador ultrasénico 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 fraccién soluble obtenida tras la centrifugacion (15.000 g x 15 min, 4 °C)
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 seccién 3.3.6.

Se probaron las diferentes matrices cromatograficas:

Intercambiador catidnico:

 Carboximetil-sepharose (- OCH,COO") (soporte comercial)

« Sulfopropil-sepharose (-O-CH,CHOHCH,OCH,CH,CH,S05") (soporte comercial)

« DxSO, ( dextrano sulfato 100 kDa, preparado en laboratorio Dr. Guisan)
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Intercambiador aniénico:

. Q-sepharose(—O—CHchOHCHZOCHchOHCHzN*(CHa)g) (soporte comercial)

» DEAE-sepharose ( —O-CH,CH3-N+(C,Hs),H) (soporte comercial)

 IDAy™ (-N=(CH,CO0"),-Cu*? (a base de &cido imidinodiacil diacético, preparado en

laboratorio Dr. Guisan)

Las matrices cromatograficas 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 tritén X-100 y se dejaron bajo
agitacion en rodillos. Se midié la actividad del blanco o tiempo cero (sin resina) y
posteriormente se fue midiendo la evolucién la adsorcion en el tiempo evaluando la 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 FeSO,.

Con aquellas resinas que presentaron sobre un 80% de adsorcién se procedié a desorber la
enzima que se encuentra semi purificada. El proceso de desorcion consistid en poner el
catalizador en contacto con concentraciones crecientes de imidazol desde 5 mM hasta 25
mM en el caso de union a IDAc.., 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 ¢/ imidazol o NaCl segun sea el caso; se dejé durante un
periodo de 30 minutos a 1 hora con agitacion en rodillos y se midié tanto el sobrenadante
como la suspensién (resina + sobrenadante). Luego se lavé la resina y se puso en contacto

con una concentracion mayor de imidazol o NaCl.

Una vez que se conoce en qué tipo de resina se adsorbe a cada una de las enzimas por
sobre el nivel minimo aceptable se procedié a disefiar el protocolo de purificacién. 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 adsorcién. Finalmente eluir la alcohol deshidrogenasa para obtener la enzima
en forma soluble

Protocolo purificacién de alcohol deshidrogenasa proveniente de Candida tropicalis
ATCC20336:

Se pusieron en contacto 6 g de IDA.,*? con 40 ml de extracto crudo de Candida tropicalis
que contiene 0,1% de triton X-100 y se dejo bajo agitacién en rodillos durante dos horas a
temperatura ambiente. Se centrifug6 a 1.000 g x 5 minutos y el sobrenadante recuperado se
puso en contacto con 6 g de DEAE-sepharose, dejando bajo agitacién en rodillos durante
dos horas. Luego se centrifugé a 1.000 g x 5 minutos, la resina recuperada se lavé con 20 ml
de NaCl 50 mM en tampén fosfato 5 mM pH 7,0 y se centrifugd 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 concentré 30 veces utilizando tubos Eppendorf con filtro Millipore. Al
filtrado se le determiné proteina, actividad y electroforesis SDS PAGE 12% tefiido con azul

de Coomassie. Todo el protocolo de purificacién 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

DEAE-Sepharose

A 4

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

Y

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

Y

CM-Sepharose

4

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

!

Concentrar 30 veces en tubos eppendorf millipore

Electroforesis SDS 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 purificacién de alcohol deshidrogenasa proveniente de Thermus AB1:

Se pusieron en contacto 6 g de Q-sepharose con 20 ml de extracto crudo de Thermus AB1
que contiene 0,1% de triton X-100 y se dejo bajo agitacion en rodillos durante dos horas a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 1.000 g x 5 minutos, el sobrenadante recuperado se
puso en contacto con 6 g de DEAE-sepharose se dejé bajo agitacion en rodillos durante dos
horas y se centrifugé 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 centrifugd a 1.000 g x
S minutos y el sobrenadante recuperado se puso en contacto con 6 g de DxSO,~ durante dos
horas, se centrifug6 a 1.000 g x 5 minutos y luego se puso en contacto el sobrenadante con
2 g IDA;,"? por dos horas mas; nuevamente se centrifugd a 1.000 g x 5 minutos. La resina
recuperada luego de la ultima centrifugacioén se lavé con 10 ml de imidazol 50 mM en tampon
fosfato 5 mM pH 7,0 y se centrifugé 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 IDA.,*2 Se dejé bajo agitacion en
rodillos durante dos horas a temperatura ambiente y nuevamente se centrifugé a 1.000 g x 5
minutos. la resina se lavd con 2 ml de imidazol 50 mM en tampon fosfato 5 mM pH 7,0 y se
centrifugé a 1.000 g x 5 minutos. Se recuperé el sobrenadante y se concentro 10 veces
utilizando tubos Eppendorf con filtro Millipore. Al filtrado se le determiné proteina, actividad y
se realiza electroforesis nativa y SDS PAGE 12%, ambos geles tehidos con azul de

Coomassie.

La Figura 3.5 muestra el diagrama de bloques de protocolo de purificacion realizado para
Thermus AB1.
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Extracto crudo
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Lavar con 50 mM imidazol en tampén fosfato 5 mM pH 7,0
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Diluir el sobrenadante 5 veces en tampon fosfato 5 mM pH 7,0
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Lavar con 50 mM imidazol en tampén fosfato 5 mM pH 7,0
v

Concentrar 30 veces en tubos eppendorf millipore

v

Electroforesis SDS PAGE 12% y Nativa

Figura 3.5 Diagrama de bloques del proceso de purificaciéon de alcohol

deshidrogenasa proveniente de Thermus AB1
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Protocolo purificacién Thermus thermophilus PRQ 25:

Se pusieron en contacto 5 g de IDA.,"? con 20 ml de extracto crudo de Thermus
thermophilus PRQ 25 que contiene 0,1% de triton X-100 y se dejo bajo agitacién en rodillos
durante dos horas a temperatura ambiente. Se centrifugd a 1.000 g x 5 minutos vy
temperatura ambiente, el sobrenadante recuperado se puso en contacto con 6 g de CM-
sepharose se dejé bajo agitacién en rodillos durante dos horas, se centrifugd a 1.000 g x 5
minutos. El sobrenadante recuperado se puso en contacto con 6 g de DxSO,~ durante dos
horas. Nuevamente se centrifugé 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 centrifugé a 1.000 g x 5
minutos y temperatura ambiente. La resina recuperada se lavé primero con 10 ml de NaCl
300 mM en tampén fosfato 5 mM pH 7,0 y centrifugado a 1.000 g x 5 minutos y luego se lavo
con 10 ml de NaCl 300 mM en tampén fosfato 5 mM pH 5,0. El sobrenadante conteniendo la
enzima de interés fue diluido 5 veces en tampdn fosfato 5 mM pH 7,0 y puesto en contacto
con 1 g de DEAE-sepharose durante dos horas, se dejé bajo agitacion en rodillos durante
dos horas a temperatura ambiente se centrifugd a 1.000 g x 5 minutos y el soporte se lavd
con 2 mi de NaCl 300 mM en tampdn fosfato 5 mM pH 5,0. El sobrenadante recuperado fue
diluido 5 veces en tampén 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
centrifugd a 1.000 g x 5 minutos y temperatura ambiente. Finalmente a la resina se le
determin6 proteina, actividad, realizar electroforesis nativa y SDS PAGE 12%. La
electroforesis SDS- PAGE se realizé en duplicado, uno de los geles fue tefido con azul de
Coomassie y el otro gel sin tefir fue enviado al Servicio de Protedmica del Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa, en Madrid. Espafia, para la identificacion de las bandas por
cromatografia liquida acoplado a espectrometria de masas en tandem (LC/IMS/MS) vy
posterior comparacion de los resultados de secuenciacion 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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Figura 3.6 Diagrama de bloques del proceso de purificaciéon de alcohol
deshidrogenasa proveniente de Thermus thermophilus PRQ 25
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3.4.5 Inmovilizacion por uniéon covalente en glioxil agarosa 4BCL y bromuro de

cianogeno (BrCN)

La inmovilizacion de la enzima permite generar biocatalizadores robustos, incrementar su
eficiencia de uso mediante su reutilizacion o mediante procesos continuos, y obtener un
producto no contaminado por el catalizador (lllanes, 2002). La inmovilizacion por medio de
union covalente, genera una union de tipo fuerte entre la enzima y el soporte, pudiéndose
generar un punto de unidon denominada interaccién unipuntual (Ver Figura 3.7 b) o varios

puntos de unioén o unién multipuntual (Ver Figura 3.7 a).

Figura 3.7 Esquema de inmovilizacion por unién covalente: a) unipuntual y b)

multipuntual. S: soporte, E: enzima.

La inmovilizacién sobre glioxil agarosa se basa en la unién covalente de grupos aldehidos
del soporte que reaccionan con el grupo e-amino de los residuos de lisina. Esta metodologia
ha sido extensamente utilizada (Mateo et al., 2005). Se parte del gel agarosa que contiene
grupos OH muy reactivos en el C86; estos grupos OH son posteriormente activados con
glicidol formando glioxil agarosa la cual puede unir a grupos NH, de proteinas 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 (Guisan ef al.,
1997).
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CH;-CHO -CH— -CH;—N

H H. O2H CH,-CH=N COzH NaBH, CH,-CH, 02H
CH,-CHO 4 H, COzH —p CI-L-CH:N{LOQH — CH,-CH, N OzH
CH;-CHO COzH ./—0O-CH,-CHO 02H O-CH,-CHO OzH

H, H, J H.

Figura 3.8 Inmovilizacién en glioxil-agarosa.

La inmovilizacién en geles de agarosa activados con bromuro de cianégeno es a través de
unién covalente unipuntual. Los grupos hidroxilos de la agarosa se combinan con el bromuro
de cianégeno 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
unién del soporte a través del grupo amino terminal de la proteina. Este tipo de interaccién
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).

-0 NH, (0]

\ I NH;"
C=NH H, OOH —> -C-NH — OOH
ol
COOH : —OH OOH

" wl

Figura 3.9 Inmovilizacion en bromuro de cianégeno.
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La inmovilizacion fue realizada como se describe a continuacion:

Inmovilizacién en Glioxil agarosa

Preparacién del Gel glioxil agarosa 4BCL:

Contempla dos pasos: la activacién del gel y su posterior oxidacion hasta la formacién del
aldehido.

a) Activacion del gel, que corresponde a la introduccién de grupos dioles:

El gel utilizado presenté un entrecruzamiento del 4%, permitiendo una capacidad de carga
de 150 umoles de dioles /ml de gel. Se mezclé 105 g de agarosa con agua destilada hasta
completar un volumen de 180 ml y se afiadié 3,4 g de NaOH preparado en 50 ml agua, en
frio ya que la reaccién desprende calor. Sobre esta solucién ya fria se agregd 1,425 g de
NaBH, Posteriormente se adicioné en forma lenta 36 ml de glicidol enfriado en hielo para
evitar el aumento de la temperatura. Se dejo agitando durante 18 h a temperatura ambiente.
Se filtr6 y se lavé con abundante agua destilada, obteniendo de esta forma agarosa activada

con grupos dioles.

b) Oxidacién hasta aldehido:

Para la oxidacion se utiliza peryodato cuya relacién estequiométrica es de un umol de NalO,
por cada umol de OH oxidado. A la agarosa activada en el paso anterior se adiciont 8,7 g de
NalO, disueltos en 375 ml de agua destilada (correspondiente a 272 umol/ml gel ofrecido);
luego el gel obtenido se suspendié en agua destilada en proporcion 1:10 y se dejé oxidar
bajo agitacién suave durante 3 hrs. Finalmente se filtrd y lavo con abundante agua destilada.

Inmovilizacién

La inmovilizacion fue realizada modificando la metodologia citada por Guisan et al. (1997).
Inicialmente se diluyeron 25 ml de extracto crudo con 0,1 % tritdn x-100 en 25 ml de tampdn
bicarbonato 100 mM pH 10,05. Se ajust el pH a 10,05 y se tomé una pequefia muestra para
cuantificar actividad y concentracién de proteina inicial. Se agrego la solucion resultante
sobre 5 g de gel glioxil agarosa preparado anteriormente mezclando lentamente para evitar
la formacion de acimulos de gel. Se dejo agitando en rodillos durante 24 horas a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido dicho tiempo se adicioné NaBH, hasta una
concentracion final de 1mg/ml. La adicién de NaBH, genera desprendimiento de H,, de modo
que es necesario mantener el sistema bajo campana de extraccién y con agitacion para

evitar la formacién de espuma, dejando que ocurra la reduccién durante 30 min. Luego se
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filtré y lavé con abundante agua destilada y tampén fosfato 100 mM pH 7,0, guardando el
inmovilizado a 4°C.

Inmovilizacién en bromuro de cianégeno (BrCN sepharose 4B 6 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 dejo

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

Inmovilizacion

La inmovilizacién fue realizada poniendo en contacto 30 ml de extracto crudo con 0,1 %
triton X-100 y 3 g de soporte hidratado. Se tomé una pequefia muestra para cuantificar
actividad y concentracion de proteina inicial. Se dejo agitando en rodillos durante 24 horas a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido dicho tiempo se filtrd el biocatalizador y se
bloquearon los grupos remanentes del soporte incubando el biocatalizador con 30 ml de Tris
HCI 100 mM pH 8,0 a temperatura ambiente y bajo agitacion en rodillos por un periodo de 2

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

Durante el periodo de inmovilizacién se tomaron muestras a distintos tiempos midiendo
proteinas y actividad en el sobrenadante y la suspension. Para la medicion de actividad se

utilizé tetradecanol, docosanol y tetracosanol como sustrato enzimatico.

Durante la inmovilizaciéon se requirié estudiar la adicion de iones bivalentes al realizar la
determinacion de la actividad enzimatica. Los idénes estudiados fueron ZnCl,, FeSQ, y

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

Con la finalidad de caracterizar el biocatalizador inmovilizado y encontrar las mejores
condiciones para llevar a cabo la reaccion de oxidacién de los alcoholes alifaticos, se realizé
el estudio de efecto de pH, temperatura, estabilidad térmica en medio acuoso. Ademas se
estudio la estabilidad de NAD".

Efecto de pH
La actividad enzimatica fue determinada tal como se indica en la seccién 3.3.1, utilizando 0,2

mM de sustrato (alcohol alifatico) 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 pl de una suspension de biocatalizador 0,1 g/ml.

Efecto de temperatura

Una vez determinada el pH optimo para cada biocatalizador se determiné el efecto de la
temperatura a dicho pH. La determinacioén de la actividad enzimatica fue realizada a 30 °C,
40°C, 50°C, 60°C y 70°C. Las mediciones se realizaron con 50 ul de una suspensién de

biocatalizador 0,1 g/ml.

Estabilidad térmica del biocatalizador en medio acuoso

La estabilidad térmica de cada biocatalizador se estudié incubando una suspensién de 0,5 g
de biocatalizador en 2,5 ml de tampén fosfato a 40°C, 60 y 70°C. En forma periddica se
tomaron muestra de biocatalizador para la posterior determinacién de la actividad remanente
sobre tetracosanol. Finalmente se construyé 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 realizé de forma indirecta, esto es midiendo la actividad
de la enzima PRQ 25 inmovilizada en glioxil agarosa, utilizando butanol como sustrato
enzimatico. El cofactor fue previamente incubado a 40°C, 60°C y 70 °C y se tomaron

muestras a distintos tiempos para la medicion de la actividad.
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3.4.7 Reaccion de oxidacion de los alcoholes alifaticos de 14, 22 y 24 carbonos

Se realizd la reaccién de oxidacion de alcoholes de 14, 22 y 24 carbonos utilizando las
enzimas producidas por las cepas seleccionadas: Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus
AB1y Thermus thermophilus PRQ 25 inmovilizadas en glioxil agarosa 4 BCL.

Se prepar6 una mezcla de sustrato 100 mM (tetradecanol, docosanol y tetracosanol) disuelto
en lutrol F-68 (tensoactivo no iénico) 20 mg/mL en tampon fosfato 25 mM pH 7,0. La mezcla
fue sonicada a 70 °C por 20 a 30 minutos hasta formar una emulsién estable. Posteriormente
a esta emulsion se le adicion¢ la enzima inmovilizada de forma tal que la masa adicionada
contenga 4 Ul totales. Se di6 inicio a la reaccion adicionando 2 ml NAD* 2,5 mM en tampén
fosfato 25 mM pH 7,0 (500 mM final de NAD"). Las reacciones se llevaron a cabo bajo
agitacion magnética en cruz por un periodo total de 72 horas a 40°C para la enzima
producida por Candida tropicalis, 60 °C para Thermus AB1 y 70°C para Thermus
thermophilus PRQ 25.

Se tomaron muestras a tiempo 0, 24, 48 y 72 horas para su posterior andlisis por
cromatografia de gases; cada muestra correspondia a una reaccion independiente. Previo
analisis por cromatografia 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 tampén
fosfato 256 mM pH 7,0 para su posterior medicion de actividad remanente. A la fase organica
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 GC y evaporada
bajo nitrégeno liquido. Se adicionaron 300 pl de reactivo silanizante (N,O Bis(trimetilsilil)
acetamida) y 400 pl de piridina. Los viales GC se cerraron, agitaron y calentaron a 80°C por

15 minutos, para finalmente ser inyectados al cromatégrafo.
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3.5 Analisis estadistico de los resultados

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

Para obtener resultados validos y objetivos en el procedimiento de seleccién del mejor
inductor y microorganismos con capacidad de producir alcohol dehidrogenasa con la mas
elevada capacidad oxidativa sobre tetracosanol, docosanol y tetradecanol (basado en el
parametro actividad en umol min™ g™ célula), se realizé primero un analisis 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 mdltiple
diran que medias son significativamente diferentes entre ellas utilizando el método de la
diferencia significativa minima 6 LSD de Fisher (Least significant differences Tests) que

realiza una comparacion de pares de medias (Montgomery, 2004).

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

4 1Estudio de las condiciones de crecimiento e induccion de los
microorganismos para la produccion 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 maximo y la
velocidad especifica de crecimiento de cada microorganismo se realizé 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 g/l a pH 6,0 utilizando glicerol como

nutriente limitante y Unica fuente de carbono y energia.

La Figura 4.1 representa la cinética de crecimiento de Thermus thermophilus HB27: las

graficas del los restantes microorganismos se muestran en el Apéndice |.
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Figura 4.1 Cinética de crecimiento celular Thermus thermophilus HB27.
(11 ¥ p2) velocidad especifica de crecimiento, (I) desviacién estandar.
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Los resultados de la velocidad especifica de crecimiento y los valores de crecimiento
celular de cada microorganismo a las condiciones estudiadas se presentan en la Tabla 4.1.

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

Tabla 4.1 Crecimiento celular maximo (AX) y velocidad especifica de crecimiento (n) de

cada microorganismo.

Cepa (‘;ﬁ) (#‘1‘) (#?1) pH 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 NR 17 3,41 0,17 0,06 86
Thermus thermophilus PRQ 16 275 0,1 0,04 8,5
Thermus thermophilus PRQ 25 3,37 0,18 0,04 8,6
Thermus AB1 1,91 0,06 - 8.4
Candida tropicalis ATCC 20336 2,96 0,11 - 5,9

Si bien el medio de cultivo utilizado para los microorganismos Thermus y thermus
thermophilus no es un medio disefiado para un determinado AX, si es un medio complejo
cuya concentraciéon de ftriptona y extracto de levadura nos llevaria a pensar que el

crecimiento maximo deberia estar alrededor de 8 g/l, sin embargo no superd 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 inhibicién del crecimiento
celular. Para comprobar este efecto se estudio la factibilidad de modificar el medio
Thermus, reemplazando el agua mineral por tampoén 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 maximo 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 vy 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 estan dados en promedio con su desviacion

estandar.
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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 tampén, () tampén
fosfato 10 mM, (©) tampén fosfato 25 mM, (®) tampén fosfato 50 mM, () tampén fosfato

100 mM, (I) desviacion estandar.

Estos resultados demuestran que los microorganismos Thermus y Thermus thermophilus

requieren de otro tipo de sales que estan 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 realizé con y sin tampoén 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 maximo (AX) y velocidad especifica de crecimiento (p)

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

7.5.
i @) () ()
Thermus thermophilus HB 27 3.7 0,15 0,06
Thermus thermophilus HNI 11 3,66 0,24 0,05
Thermus thermophilus NR 17 335 0,16 0,05
Thermus thermophilus PRQ 16 2,63 0,10 0,04
Thermus thermophilus PRQ 25 3,31 0,16 0,04
Thermus AB1 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 g/L con glucosa como unica 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 decidi6é usar el

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

4.1.2 Efecto de la adicion de inductor al medio de cultivo sobre el crecimiento celular

Con la finalidad de estudiar la toxicidad de los agentes inductores se adicion6 al medio de
cultivo 0,025; 0,05; 0,5; 1 y 2 % de alcoholes entre 2 y 24 atomos de carbono o alcanos
entre 14 y 24 atomos de carbono, se determind el efecto que genera en el crecimiento
celular la adicion de estos inductores luego de 96 horas de fermentacion. Se evalu6 el tipo
y concentracion de inductor.

En forma previa se estudio el uso de alcoholes 2 a 24 atomos de carbono como unica

fuente de carbono, no observandose crecimiento celular en ningin microorganismo.

El efecto de la concentraciéon 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 adicion de alcohol como inductor sobre el crecimiento celular. (a)
Thermus AB1, (b) Candida tropicalis ATCC 20336. La induccién fue realizada adicionando
al medio de cultivo: (m) 0,025 %, ( ) 0, 05%; (m) 0,5%; (m) 1%; (m) 2% de alcoholes entre 2

y 24 atomos de carbono, (I) desviacion estandar.
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Figura 4.4 Efecto de la adicion 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 (m) 0,025 %, () 0,05%; (m) 0,5%; (m) 1%; (m) 2% de alcoholes entre 2 y

24 atomos de carbono, (I) desviacion estandar.
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Figura 4.5 Efecto de la adicion 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 induccién fue realizada adicionando
al medio de cultivo: (m) 0,025 %, () 0,05%; (m) 0,5%; (m) 1%; (m) 2% de alcanos entre 14 y

24 atomos de carbono, (I) desviacion estandar.
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Figura 4.6 Efecto de la adiciéon de alcano como inductor sobre el crecimiento celular. (a)
Thermus AB1, (b) Candida tropicalis ATCC 20336. La induccién fue realizada adicionando
al medio de cultivo: (m) 0,025 %, () 0,05%; (m) 0,5%; (m) 1%; (m) 2% de alcanos entre 14 y

24 atomos de carbono, (I) desviacién estandar.

El comportamiento de las cepas es distinto frente a los diferentes inductores. Sin embargo
se observé 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 maximo de Thermus
thermophilus HB27 se logra con docosano, 37% mas 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 relacion a la concentracion de inductor se realizé un analisis estadistico como fue
descrito en la seccién 3.5, utilizando el software STATGRAPHICS PLUS versién 5.1 (2000)
mediante las pruebas del rango mdltiple 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 analisis arroj6 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 disminucion 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 precipitacion del agente
inductor en el medio de cultivo. Lo que llevé a seleccionar 0,05% como la concentracién
mas adecuada para los posteriores estudios de produccion de la enzima alcohol

deshidrogenasa.

4.1.3 Efecto de la adicion de inductor al medio de cultivo en la producciéon de alcohol

deshidrogenasa con capacidad de oxidacion de alcoholes alifaticos.

A continuacion se evalué la capacidad de oxidacion de diferentes alcoholes alifaticos
utilizando las enzimas obtenidas en los extractos crudos de los diferentes microorganismos
luego de 96 horas de fermentacion, 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 metodologia de disrupcion celular se presentan en la seccién 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 induccién 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 produccién de enzimas con
capacidad oxidativa sobre alcoholes alifaticos.

Actividad especifica
hilisclioe (umol-min”"-g"' de proteina)
Cepa alcohol Sustrato enzimatico
Etanol Octanol Dodecanol Tetradecanol Hexadecanol Docosanol Tetracosanol
Control* 24,8 0 0 0 0 0 0
C, 14 0 0 0 0 1,6 7.7
Thermus Ci4 0 0 o 0 0 __0 U
thermophilus Cis 0 0 58 0 0 0 0
HB 27 C20 0 0 0 0 0 5.9 16,8
Co2 0 7.5 0 0 0 88 0
Coa 0 13,3 0 0 47 6,2 7,9
Control* 27,4 0 0 0 0 0 0
Ca 189 126 0 0 0 0 0
Thermus Cia 0 0 0 0 0 0 0
thermophilus Cie 0 0 0 0 0 0 0
HNI 11 Cao 0 0 o 0 0 0 0
~Ce O 0 0 0 0 13,4 15,1
Ca4 0 0 0 0 17.9 17,8 19,3
Control* 5,8 0 0 0 0 0 0
Cz 54 0 0o 0 ) 0 0
Thermus C14 0 0 0 0 0 0 0
thermophilus Cie 0 0 0 0 0 0 0o
NR 17 Czo 0 0 0 0 1,3 10,5 10,8
Coz 0 0 0 0 58 7.8 ifufe
Coq 0 0 0 0 7.2 8,8 0
Control* 9,3 9,2 10,1 0 11.8 0 0
~ C, 1766 602 87,4 19,0 46,8 0 0
Thermus Cia 0 0 0 0 0 0 0
thermophilus Cis 62,6 8,5 12,9 33,5 701 0 0
PRQ 16 Cao 65 48 1,6 A 16,1 16,4 10,4
Co2 8,2 0 0 2,6 1,1 94 4.5
Ca4 7.0 0 0 0 7.6 8.8 9,7
Control* 10,6 0 0 0 0 0 0
Cz 5,0 0 0 0 0 0 0
Thermus  Cq4a O 0 0 0 0 0 0
thermophilus Cis 0 0 64,9 0 0 0 0
PRQ 25 Czo 9.2 0 0 15,0 29,2 27,4 36,4
Cz 0 0 0 11,6 0 24,1 15,7
Co4 0 0 0 8,9 31,0 20,9 216
Control* 6,9 58 0 0 0 0 0
C2 14,7 13,2 23 0 0 4.4 T
C1a 0 0 0 0 0 0 0
Thermus AB1 Cis 0 0 0 0 0 0 0
Cz0 45 4,0 48 0 0 3.8 6,9
Caz 0 1,0 1,9 1,9 1,0 20,4 42,9
Ca4 0 6,4 21,2 15,7 17,2 15,5 25,8
Control* 7.6 0 0 0 0 0 0
G 144 12,9 0 0 0 0 0
Candida Cia 52 4.4 3,6 0 0 0 0
tropicalis Cis 540 698 65,1 86,7 145,9 196,9 218,8
ATCC20336  Cyp 0 0 0 0 0 | | &
TR 0 0 53 6,1 54 6,4
Caa 0,5 0 0 0 0 42 50

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

capacidad oxidativa sobre alcoholes alifaticos.

Actividad especifica
Inductor (umol-min™"-g" de proteina)
Copa alcano Sustrato enzimatico
Etanol Octanol Dodecanol Tetradecanol Hexadecanol Docosanol Tetracosanol
Control* 24,8 0 0 0 0 0 0
THORTGS Cia 3,4 0 0 0 0 0o 0
thermophilus —— Cpby 0 0 0 _0 0 9.9 14,0
HB 27 Cis 46 0 0 0 0 3,2 12,8
Cx 38 0 0 0 0 89 = 145
Cos 3,3 0 0 0 7.6 7.9 18,1
Control* 27,4 0 0 0 0 0 0
Thehie Cia 0 0 0 0 0 0 0
thermophilus Cr 0 0 0 0 0 0 0
HNI 11 Cis 222 0 0 0 15,8 18,8 16,3
Can 0 0 0 0 0 21,4 20,1
Ca4 0 0 0 0 0 19,7 21,0
Control* 5,8 0 0 0 0 0 0
Thommigs = Cis 108 95 0 0 0 1,56 2,3
thermophilus Ci7 8,1 3,9 0 0 0 41 54
NR 17 C1a 6,5 1 ,? 1,4 0 0 5,2 5,9 -
Cy 20 0 0 0 0 7.0 55
Caq 0 0 0 0 24 59 T4,
Control* 9,3 9,2 10,1 0 11,8 0 0
Thermus C1a 0 4.4 0 == 0 9,0 9.1
thermophilus —C17 0 0 0 0 0 9,8 98
PRQ 16 Cis 0 8.4 0 o 61 10,5 11,1
Co 0 ai 0 0 0 10,8 15,6
Caq 6,9 97 0 0 0 97 15,5
Control* 10,6 0 0 0 0 0 )
Cia 12,7 0 0 0 0 252 8,1
thormophilus G20 _0 0 0 o 28 313
PRQ 25 Cis 1,5 0 0 0 0 18,3 222
Coo 1,6 0 0 0 0 15,7 32,4
Cos 2.7 0 0 0 0 27.2 30,1
_Control* 69 58 0 0 0 0 0
Cia 0 16,6 2,3 11,1 19,2 0 0
Thermus Ci7 0 0 0 0 0 2,2 12,6
AB1 Cis 50 0 0 0 0 8,5 11,3
Co 3,0 0 0 0 0 29,2 16,8
Coa 0 29 2,0 0 14,9 16,2 18,7
Control* 76 0 0 0 0 0 0
Candida C14 0,9 1,3 0 0 0 0 — ﬁ.._ —
tropicalis Co 58 0 0 0 0 0 0
ATCC Cqa 0 0 0 0 0 0 0
20336 Ca 0 0 0 0 0 0 0
Ca4 0 0 0 0 0 0o 0o

* 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 realizd el andlisis estadistico
como fue descrito en la seccion 3.5, utilizando el software STATGRAPHICS PLUS versién
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 Mdltiples ordena los microorganismos inducidos en forma
ascendente, desde el microorganismo inducido que genero la enzima con menor actividad
al microorganismo inducido que gener6 la enzima con mayor actividad (Ver apéndice J).
Se incluyé tetradecanol como sustrato importante en este estudio ya que como se
menciono en la revision bibliografica, 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 mas alta actividad sobre alcoholes de 14, 22 y 24 atomos
de carbono se lograron con las enzimas alcohol deshidrogenasas provenientes de Candida
tropicalis ATCC20336 inducidas con hexadecanol (Cs), Thermus thermophilus PRQ 25
inducida con eicosanol (Cy) y Thermus AB1 inducida con docosanol (C,,), seleccionando

estos microorganismos e inductores para continuar con el estudio.

Por otra parte, sin induccién solo hay actividad sobre etanol, a excepcion de Thermus AB1
que ademas presenta actividad sobre octanol y Thermus thermophilus PRQ 16 que se
escapo algo del patron, observandose actividad sobre etanol, octanol, dodecanol y

hexadecanol.

4.1.4 Analisis electroforético de la proteinas provenientes de los diferentes extractos

crudos.

Con la finalidad de observar si existe la sobreproduccion de alguna proteina en los cultivos
por efecto de la adicién del agente inductor al medio, se realizdé la caracterizacion
electroforética en geles de poliacrilamida SDS al 12% de las proteinas obtenidas del
extracto crudo proveniente de Candida tropicalis, Thermus thermophilus PRQ 25 y Thermus

AB1 como se muestra en las Figuras 4.7, 4.8 y 4.9 respectivamente.
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Figura 4.7 Electroforesis SDS PAGE 12% extracto crudo de Candida tropicalis 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 induccion. 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 induccion. Se cargaron 30 ug proteinas totales. Tincion azul de

Coomassie.
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Figura 4.8 Electroforesis SDS 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 induccién. 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 induccion. Se cargaron 30 ug proteinas totales. Tincién azul de

Coomassie.
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Figura 4.9 Electroforesis SDS PAGE 12% extracto crudo de Thermus AB1 inducidas con a)
Alcoholes: linea 1 marcador de peso molecular, linea 2: etanol, linea 3: hexadecanol, linea
4: eicosanol, linea5: docosanol, linea 6: tetracosanol, linea 7: sin induccion. 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 induccién. Se cargaron 30

Mg proteinas totales. Tincion azul de Coomassie.
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El anélisis de la densitometria 6ptica 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 éptica tanto para alcoholes

como para alcanos. (Ver densitometria en apéndice K).

En cambio el andlisis 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 optica 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 6ptica 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 adicion del agente inductor al medio de cultivo

Con la finalidad de determinar si el tiempo de adicién del agente inductor al medio de
cultivo generaba algun efecto en la produccion de alcohol deshidrogenasa con capacidad
de oxidacién de alcoholes alifaticos, se realizaron cinéticas de crecimiento de Thermus
thermophilus PRQ 25 inducida con eicosanol (C,), Thermus AB1 inducida con docosanol
(C22) y Candida tropicalis ATCC20336 inducidas con hexadecanol (C;g), adicionando el
agente inductor al inicio del cultivo y a la mitad de la fase de crecimiento exponencial. Para

este estudio se utilizaron como inéculos las células inducidas (indculos 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 adicion del agente inductor en la produccién de alcohol
deshidrogenasa de Thermus AB1. La induccion 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 enzimaticos docosanol y tetracosanol. (#) Crecimiento celular,
(A) actividad sobre docosanol, (A) actividad sobre tetracosanol, (flecha en negro) periodo

de adicion del inductor, (I) desviacion estandar.
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Se observo 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 mas altos de actividad sobre
docosanol y tetracosanol fueron de 1,00 + 0,03 y 1,40 + 0,02 pmol'min™-g™' de célula

respectivamente, ambos obtenidos después de 120 horas de fermentacion.

Resultados similares se obtienen para Thermus thermophilus PRQ 25 y Candida tropicalis
ATCC20336, los mejores resultados se obtienen cuando se induce al inicio de la
fermentacion. Los valores mas altos de actividad sobre docosanol y tetracosanol se
obtuvieron después de 140 y 100 horas para Thermus thermophilus PRQ 25 y Candida
tropicalis respectivamente, siendo 1,32 + 0,04 y 1,64 + 0,03 umol'min™-g” de célula para
Thermus thermophilus PRQ 25y de 2,83 + 0,05 y 3,20 + 0.02 ymol-min™g™" de célula para
Candida tropicalis ATCC 20336 respectivamente.

Es interesante destacar que al adicionar el inductor al inicio del cultivo la velocidad
especifica de crecimiento (i) para Thermus AB1 es de 0,06 h™ 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 p, uno antes de la
adicion del inductor y el otro después de la induccién con valores de 0,1 h” y 0,05 h'

respectivamente con un valor de AX de 3,42 + 0,06 g/I.
La Tabla 4.5 resume los resultados de los microorganismos seleccionados y las

condiciones de induccion que maximizan la produccion de alcohol deshidrogenasa con

capacidad oxidativa sobre alcoholes de 22 y 24 dtomos de carbono.
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Tabla 4.5 Condiciones de induccion que maximizan la produccién de alcohol
deshidrogenasa con capacidad oxidativa sobre alcoholes de 22 y 24 atomos 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 AB1 y Thermus thermophilus PRQ
25 respectivamente.

Actividad especifica Actividad especifica
Tiempo

Tipo % Docosanol Tetracosanol
Cepa : . Cultivo
inductor  inductor wnotmin®g® mokmin™g”" umokming" mokmin’™ g
proteina Célula proteina célula
Candida  Hexadecanol
tropicalis C16 0,05 100 197 2.8 219 3,2
ATCC 20336 ( )
Th Docosanol
ermus 0,05 120 16,8 1,0 487 1,4
AB1 (C22)
Thermus Eicosanol
thermophﬂus c20 0,05 140 10,6 1,3 39,7 1,6
PRQ 25 (&20)
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4.2 Purificacion de alcohol deshidrogenasa con capacidad oxidativa sobre

alcoholes superiores

Se realizé la purificaciéon de las alcohol deshidrogenasas provenientes de los extractos
crudos de Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25

obtenidos a las condiciones de induccion sefialadas en la Tabla 4.5.

El primer paso para la purificacion fue probar la capacidad de adsorcion de las enzimas a
las diferentes matrices cromatograficas; esta capacidad de adsorcion es expresada como
rendimiento de adsorcién y es definido como:

Actividad especifica expresada {Ebuncibn. 9

Rendimientoen adsorcion =——— :
Actividad especifica contactada

La medicion de actividad fue realizada utilizando docosanol como sustrato. Los resultados

se muestran en la Tabla 4.6

Tabla 4.6 Adsorcion sobre diferentes soportes i6nicos de las alcohol deshidrogenasas
producidas por Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus
PRQ 25

Candida tropicalis Thermus Thermus thermophilus
ATCC 20336 AB1 PRQ 25
Soporte Rendimiento de Rendimiento de Rendimiento de

adsorcion adsorcion adsorcion
% % %
DxSO,” 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 adsorcion se
procedio a desorber la enzima adicionando concentraciones crecientes de imidazol o NaCl
(Ver seccion 3.4.4). La alcohol deshidrogenasa de AB1 adsorbida en IDAcu+2 €s eluida de
esta resina a una concentracion 5 mM de imidazol en tampén 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
procedid a disefiar el protocolo de purificacion. Se probaron tres protocolos para cada
enzima; sin embargo sélo 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 purificacion (F) vy

rendimiento de purificacion (R), los que fueron definidos como:

Actividad especifica purificado

Factor de purificacvn = (Ecuacion 3)

Actividad especifica extracto crudo

Actividad total purificado
Actividad total extracto crudo

Rendimientode purificacitn = (Ecuacion 4}

Como se observa en la tabla 4.7 se logra purificar la alcohol deshidrogenasa proveniente
de Candida tropicalis con un factor de purificacion de 39 veces en comparacién con el
extracto crudo, pero se pierde el 76% de la actividad. En cambio el grado de purificacion de
la enzima de Thermus AB1y 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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Tabla 4.7 Purificacion 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.

Actividad especrf ca .

Pasos de Purificacion Actividad total Proteina total P F* Rn
(pmol-min™) (mg) prcasitia) (%)
Extracto crudo inicial 5,86 2,11 27,8 1 100

Sobrenadante luego de
interaccion con IDA., " - DEAE y 1,6 1,84 870 31,3 27
lavado con 50 mM NaCl

Sobrenadante luego de la
interaccién con CM, lavado con 50 1,42 1,32 1076 39 24
mM imidazol y concentrado

* Factor de purificacién
** Rendimiento de purificacion

Tabla 4.8 Purificacion de alcohol deshidrogenasa a partir de un extracto crudo de Thermus
AB1 inducida con 0,05% docosanol. La concentracion de proteina en el crudo inicial es de
35,5 mg/ml.

Actividad especif ca .

; . Actividad total Proteina total . R
Pasos de Ia Purificacion (wmok-min™) tmia} (W;?Lt ﬁ::a) g’ F (%)
Extracto crudo inicial 2,52 710 3,55 1 100
Sobrenadante luego de contactar 2,02 64 31,6 89 80

con Q - DEAE- SP- DxS0O,"

Sobrenadante luego de interacciéon
con IDA., "y lavado con 50 mM 1,12 8 140 394 44
imidazol

Sobrenadante luego de la segunda
interaccion con IDA.,*?, lavado con 0,9 1,07 841 237 36
50 mM imidazol y concentrado

* Factor de purificacion
** Rendimiento de purificacion
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Tabla 4.9 Purificacion de alcohol deshidrogenasa a partir de un extracto crudo de Thermus
thermophilus PRQ 25 inducida con 0,05% eicosanol. La concentracién de proteina en el

crudo inicial es de 34,4 mg/ml.

- Actividad especifica o

N —— Actlwdléd_tc_)ttal Proterirr:a)total Gimokrmi g F* (RO/)
(nmol-min~) (mg proteina) -

Extracto crudo inicial 2,06 688 3,0 1 100
Sobrenadante luego de contactar 1,98 81 24 8 096

con IDA¢,%-CM - DxSO,”

Sobrenadante luego de interaccion
con DEAE y lavado con 50 mM 1,50 6 250 83 73
imidazol pH 7,0y pH 5,0

Sobrenadante luego de la segunda
interaccion con DEAE y lavado con 1,15 1,8 639 213 56
50 mM imidazol pH 5,0

Luego de interaccién con SP 0,70 0.41 1707 569 34

* Factor de purificacion
** Rendimiento de purificacion

Es importante sefialar que la concentracion de proteina del extracto crudo de Candida
Tropicalis es mucho menor a la concentracién de proteina de los extractos crudos de los
microorganismos Thermus, debido a que la disrupcién celular de éstos fue realizada
utilizando un sonicador ultrasénico que permitié la mayor ruptura celular y por lo tanto

mayor liberacion de las proteinas a la solucion.

En las Figuras 4.11 y 4.12 se muestran los perfiles electroforéticos SDS-PAGE 12% de las
proteinas de los extractos crudos y purificados de Candida tropicalis ATCC 20336 y
Thermus AB1 respectivamente.

La purificacion de alcohol deshidrogenasa de Candida tropicalis muestra tres bandas de 60,

47 y 36 kDa respectivamente. En cambio Thermus AB1 presenta dos bandas muy tenues
de 66 y 23 kDa.
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Figura 4.11 Electroforesis SDS PAGE 12% de la purificacion de alcohol
deshidrogenasa de Candida tropicalis. linea 1: marcador de peso molecular, linea 2:
extracto crudo inicial de Candida tropicalis, linea 3: Candida tropicalis - IDACu+2 -
DEAE - CM. Se cargaron 40 g proteinas totales. Tincién coomassie brilliant blue.

.
20 — f 23

Figura 4.12 Electroforesis SDS PAGE 12% de la purificacién de alcohol deshidrogenasa de
Thermus AB1. linea 1: marcador de peso molecular, linea 2: extracto crudo inicial, linea 3:
purificado. Se cargaron 40 ug proteinas totales. Tincién coomassie brilliant blue.
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Al analizar la purificacién de Thermus thermophilus PRQ 25 por electroforesis SDS PAGE
se obtienen tres bandas de 64, 60 y 23 kDa. En cambio al analizar la misma muestra
mediante electroféresis nativa se obtienen dos bandas de 254 y 76 kDa (Ver Figuras 4.13 y
4.14).

KDa 1 2 3 4

90—
66 __
45—

30—

20 —

Figura 4.13 Electroforesis SDS PAGE 12% de la purificacion 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.
Tinciéon coomassie brilliant blue.

kDa 1 2

669 — .

Figura 4.14 Electroforesis nativa en gradiente 4-15% de la purificacion de alcohol
deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ 25. linea 1: marcador de peso molecular,

linea 2: purificado. Se cargaron 40 pg proteinas totales. Tincién azul de Coomassie.
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Los resultados de identificacion de las bandas por cromatografia liquida acoplado a
espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS) de la electroforesis SDS PAGE 12% de
la purificacion de alcohol deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ 25 ( Figura 4.13)
se muestran en las tablas 4.10, 4.11 y 4.12, destacandose que al comparar los resultados
de secuenciaciéon peptidica con la base de datos del genoma de Thermus thermophilus
PRQ 25 solo la banda de 64 kDa presenta fres secuencias peptidicas
RQAAEAVLEAGGYPIPR, RIYLAQALDRA y KLALM*VAGLAVQK.Y que estarian asociadas a
deshidrogenasas.

Estos resultados junto a las electroforesis denaturante y nativas de la purificacién de PQR
25 nos podria indicar que la enzima alcohol deshidrogenasa corresponderia a una proteina
de aproximadamente 254 kDa compuesta por cuatro subunidades de 64 kDa cada una.
(Ver Figuras 4.13 y 4.14).

Tabla 4.10 Resultados de cromatografia liquida acoplado a espectrometria de masas en
tandem (LC/MS/MS) de la banda 64 kDa obtenida de la purificacion de alcohol
deshidrogenasa de un extracto crudo de Thermus thermophilus PRQ 25 inducida con
0,05% eicosanol.

Reference MH+ z Peptide
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 |2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1957939 2 RILDGDTAFVQVYEDTSGLK.V
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1700889 2 RGVSM*DEILQLPVVERI
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1700889 2 R.GVSM*DEILQLPVVER.I
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 |2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 2630345 1 K.EVKPAGEYTVEEPYVVVLEDGTELKM
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 2630345 3 K.EVKPAGEYTVEEPVVVLEDGTELKM
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1270,700 2 K.VGEEGLVGEIRL
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1722,852 3 R.GGM*VLGTVPEFSFTHE.I
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1573,837 2 RTVLIANTSNM*PVAARE
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1600,727 2 RDQGFSVALM*ADSTSRW
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1334622 2 RENVAEDYPELR.D
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1722,852 2 RGGM*YLGTVPEFSFTHE.I
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 965553 2 R.GVYVVHALDRE
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1044,568 2 RDAISELLQRE
PRQ25_0221 ORF_00012_00062 [30055 - 31860] acylamino-acid-releasing protein 1772,943 12 R.GLLPEGNVALYALEEGK.A
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1950,868 2 R.YVSEEEFPAYLEEAM*K.E
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1044,568 2 R.DAISELLOQRE
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1573,837 2 RTVLIANTSNM*PVAARE
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 2630345 2 K.EVKPAGEYTVEEPVVVLEDGTELKEM
PRQ25_1352 ORF_D0074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 2724275 3 R.YVSEEEFPAYLEEAM*KEIQGAFK.A
PRQ25_1412 ORF_00084_00003 |2484 - 751] (REVERSE SENSE) acyl-CoA dehydrogenase 1641,859 2 R.OQAAFAVLEAGGYPIPR
PRQ25_1412 ORF_00084_00003 |2484 - 751| (REVERSE SENSE) acyl-CoA dehydrogenase 1062594 2 RIYLAQALDR.A
PRQ25_1412 ORF_00084_00003 [2484 - 751] (REVERS E S ENSE) acyl-CoA dehydrogenase 1229,729 2 KLALM*VAGLAVQLKY
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1935916 2 R.LEEMPAEEGYPPYLAARL
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1334,622 2 RENVAEDYPELR.D
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 884,441 2 KTGGPLM*HRT
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1044568 1 RDAISELLQRE
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 [2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 1557,842 2 R.TVLIANTSNMPVAARE
PRQ25_1352 ORF_00074_00008 2658 - 4394] V-type ATP synthase alpha chain (V-typ 932,513 1 -M*IQGVIQK.I

* 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 purificacion de alcohol
deshidrogenasa de un extracto crudo de Thermus thermophilus PRQ 25 inducida con

0,05% eicosanol.

Reference MH+

PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  2338,28784
PRQ25_1892 ORF_00336_00017 [9179 - 10723] methylmalonyl-CoA mutase 1465,76453
PROQ25_1892 ORF_00386_00017 [9179 - 10723] methylmalonyl-CoA mutase 1465,76453
PROQ25_1892 ORF_00386_00017 [9179 - 10723] methylmalonyl-CoA mutase 2270,15234
PROQ25_1892 ORF_00386_00017 [9179 - 10723] methylmalonyl-CoA mutase 1406,71954
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  1717,91187
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  1898,92432
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  1460,70557
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type 125960547
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841 V-type ATP synthase beta chain (V-type  1259,60547 RYLQFADAFER.F

PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  2338,28784 RGOQKLPIFS GS GLPANEIAAQIARQ

z Peptide
3
2
2
3
2
2
2
2
2
2
3
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type 171791187 3 RSVLFINKADDPTIERI
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
2
2
2

RGQKILPIFSGS GLPANEIAAQIAR Q
RTQQILAYESGVTRA
RTQOQIAYESGVYTR.A
RFHTQTGGS TLTAQEPINNVVRT
RVGVSIATLEDM*QK.L

RS VLFLNKADDPTIER I
K.QVSDQLYSAYANGVDIRK
RELS YFIQEFER.T
R.YLQFADAFER.F

PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  1928,87348 RGYPGYMAYTDLATIYER.A
PRQ25_1892 ORF_00386_00017 (9179 - 10723 methylmalonyl-CoA mutase 1793,89160 REAGSTAAQEIAFTLADAK. A
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  1251,62292 RFFINQGQQNRS
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  1360,83105 RIPITGLPLNPVAR.R
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-typ  1784,95007 K.LVAIIGEDALTENDRRY

PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  1928,87348 RGYPGYM*YTDLATIYERA
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type 820,49274 RSVLFINK.A

PRQ2S_1892 ORF_00386_00017 [9179 - 10723] methylmalonyl-CoA mutase 1855,93372 R.FFDPNSPINEPVPVQR.]
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  1460,70557 R.ELS YFIQEFERT
PRQ25_1892 ORF_00386_00017 [9179 - 10723] methylmalonyl-CoA mutase 1008,51086 RIDPELHERR

PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  820,49274
PRQ25_1892 ORF_00386_00017 [9179 - 10723 methylmalonyl-CoA mutase 1855,93372
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthase beta chain (V-type  820,49274
PRQ25_1353 ORF_00074_00010 [4405 - 5841] V-type ATP synthasc beta chain (V-type  916,43707

RSVLFINKA
RFFDPNSPINEPVPVQRI
RSVLFINK.A
K ADDPTIERI

» marca el sitio de corte con tripsina
* metionina oxidada

Tabla 4.12 Resultados de cromatografia 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 MH+ zZ Peptide
PRQ25_0819 ORF_00043_00123 |73443 - 74063 GTP cyclohydrolase | 1287,68042 3 K. TREEFLSHLRD

* 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 / 50 mM Tris HCI pH 8,0; 15 mg
nitroblue tetrazolium, 1 mg phenazine methisulfate y finalmente 2 mM FeSO,. Para luego
revelar con una mezcla etanol/acido acético/glicerol/agua razén (5.2:1:4), sin embargo el

FeSO, precipit en estas condiciones impidiendo observar la presencia de actividad en los
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geles y como se vera en la siguiente seccién la alcohol deshidrogenasa requiere de este

ion bivalente para la catalisis.

4.3 Inmovilizacion y caracterizaciéon de alcohol deshidrogenasa con

capacidad oxidativa sobre alcoholes superiores

Con la finalidad de obtener un biocatalizador que nos permita realizar la sintesis de los
acidos grasos de 22 y 24 atomos de carbono, se procedid a inmovilizar y caracterizar las
enzimas producidas de tal forma de estudiar las condiciones mas apropiadas de pH,

temperatura y estabilidad térmica.

4.3.1. Inmovilizacién en glioxil agarosa 4 BCL y bromocianégeno

Estudios preliminares de inmovilizacién de alcohol deshidrogenasa provenientes de
Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1y Thermus thermophilus PRQ 25 en glioxil
agarosa 4 BCL (GIx) y bromuro de ciandgeno (BrCN) indicaron que la enzima inmovilizada
requeria de la presencia de algun cation bivalente para oxidar los alcoholes, ya que si bien
se observa actividad al medir la suspension (extracto crudo mas 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 bibliografia que gran cantidad de alcohol deshidrogenasas requieren de
iones bivalentes para la catélisis, ya sea formando parte de la funcién estructural o
catalitica de la enzima. Los iones utilizados para este estudio fueron ZnCl,, FeSO, y MgSOQ,

a concentraciones en el medio de reaccion entre 0,1y 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 tropicalis ATCC 20336 y Thermus thermophilus PRQ 25. En todos los casos la
maxima actividad se logra al adicionar al medio de reaccién 2 mM FeSO,. A
concentraciones sobre 2 mM se observa precipitacién de las sales en el medio de reaccion.

Si bien con ZnCl, también existe un efecto de aumento de la actividad, al realizar
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mediciones de actividad utilizando una mezcla de FeSO, y ZnCl, se obtienen valores

similares a los obtenidos con sélo la adicion de FeSO,.

Es importante mencionar que a partir de este estudio todas las siguientes mediciones de
velocidad de oxidacion utilizando la enzima inmovilizada fueron realizadas adicionando
FeSO,. Aunque no se mencioné en la seccion anterior (seccion 4.2), la medicion de

actividad durante la purificacion también fue realizada en presencia de 2 mM FeSO,.

Tabla 4.13 Efecto de la adicidn iones bivalentes sobre la velocidad de oxidacion de alcohol
deshidrogenasa de Thermus AB1 inmovilizada en glioxil agarosa 4 BCL (Glx). La velocidad

de oxidacién fue determinada utilizando tetracosanol como sustrato a 30°C.

ZnCl, FeSO, MgSO,
Concentracion
mM Actividad especifica Actividad especifica Actividad especifica
(umol-min™- g™ biocatalizador)  (umol'min™ g biocatalizador) (umol-min”- g™ biocatalizador)

0,1 0 0 0

0,25 0 o 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

25 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 glioxil
agarosa 4 BCL (Glx) y bromuro de cianégeno (BrCN) se presentan en la Tabla 4.14. Todos
los resultados fueron realizados por duplicado y los resultados estan dados en promedio

con un error no superior al 5%.

Se definio el rendimiento de inmovilizacién como:

- . = Actividad especifica inmovilizala
Rendimientode inmovilizacion = pecis

— . (Ecuacion 5)
Actividad especifica contactada
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Tabla 4.14 Inmovilizacion 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 cianégeno (BrCN). El rendimiento de inmovilizacién es determinado en

base a la actividad sobre tetracosanol.

Actividad especifica Actividad especifica Rendimiento de

Biocatalizador Contactada Inmovilizada inmovilizacion
umol-min™- g soporte umol-min™ g soporte %
C. tropicalis — BrCN 2,6 1,87 72
C. tropicalis — Glx 2,6 1,84 71
AB1- BrCN 2,05 1,97 96
AB1 - Glx 2,05 1,82 89
PRQ 25 - BrCN 2,2 2,17 99
PRQ 25 - Glx 2,2 2,09 95

4.3.2 Caracterizacion de los biocatalizadores inmovilizados

Para determinar las mejores condiciones para llevar a cabo la reaccion de oxidacién de los
alcoholes alifaticos se estudio el efecto de pH y temperatura de los biocatalizadores
inmovilizados. Denominando C. tropicalis-BrCN y C. tropicalis-Glx a los biocatalizadores
provenientes de Candida tropicalis inmovilizados en bromocianégeno y glioxil agarosa
respectivamente, del mismo modo se denominaron AB1-BrCN, AB1-Glx, PRQ 25-BrCN y
PRQ 25-GIx a los biocatalizadores inmovilizados provenientes de Thermus AB1 y Thermus
thermophilus PRQ 25. Es importante mencionar que el tipo de interaccién de las enzimas
unida a bromocianégeno le da una mayor flexibilidad a la enzima permitiendo simular el

comportamiento que presenta en forma soluble.

Se determiné el efecto de pH analizando la actividad sobre los sustratos tetradecanol,
docosanol y tetracosanol. Las mediciones fueron realizadas con 50 pl 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 las 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 oxidacién de

los tres alcoholes alifaticos utilizando los diferentes preparados enzimaticos.
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Figura 4.15 Efecto de pH en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre
tetradecanol. (A) AB1-Glx, (®) AB1-BrCN, (o) PRQ 25-Glx, (®) PRQ 25-BrCN, (a) C.
tropicalis-Glx, (®) C. tropicalis-BrCN, (I) desviacion estandar.
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Figura 4.16 Efecto de pH en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre docosanol.
(a) AB1-Glx, (®) AB1-BrCN, (a) PRQ 25-Glx, (®) PRQ 25-BrCN, (A) C. tropicalis-Glx, (@) C.
tropicalis-BrCN, (I) desviacién estandar.
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Figura 4.17 Efecto de pH en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre
tetracosanol. (A) AB1-Glx, (@) AB1-BrCN, (o) PRQ 25-Glx, (®) PRQ 25-BrCN, (a) C.
tropicalis-Glx, (®) C. tropicalis-BrCN, (I) desviacion estandar.

Como se puede apreciar el pH 6ptimo para cada biocatalizador inmovilizado tiene una
pequeiia diferencia al pH 6ptimo de cultivo de los microorganismos, para el caso de
Candida tropicalis su pH 6ptimo de cultivo es 6,0.y para los microorganismos Thermus AB1
y Thermus thermophilus PRQ 25 es de 7,5.

Un analisis de efecto del largo de cadena nos muestra en la Figura 4.18 que a pH 7,0 a
medida que aumenta el tamarfio del sustrato enzimatico de etanol a dodecanol la velocidad
de oxidacion se ve disminuida y a partir de dodecanol hacia alcoholes alifaticos superiores
de 22 a 24 carbonos nuevamente se observa un aumento en la velocidad de oxidacion.

Este fendmeno se observa utilizando en practicamente todos los preparados enzimaticos.
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C. tropicalis-BrCN
C. tropicalis-Gix

Actividad especifica
(umol min* g' biocatalizador)

AB1-BrCN
AB1- Gix

PRQ25-BrCN

PRQ25-Gix

e
Largo de cadena <

Figura 4.18 Efecto del largo de cadena en la actividad a pH 7,0. (m) AB1-Glx, (m) AB1-
BrCN, (m) PRQ 25-Glx, (w) PRQ 25-BrCN, (=) C. tropicalis-Glx, (=) C. tropicalis-BrCN.

Una vez determinado que el pH optimo para cada biocatalizador se analizo el efecto de la
temperatura cuantificando la 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 pl de una suspensién 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 AB1y Thermus thermophilus PRQ 25.

Como se puede apreciar las temperaturas 6ptimas para cada biocatalizador inmovilizado
son muy similares a las temperaturas éptimas de cultivo de los microorganismos de los
cuales provienen. C. tropicalis-Glx y C. tropicalis-BrCN presentan su maxima actividad
sobre los tres sustratos enzimaticos a 40°C, AB1-Glx 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).
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Figura 4.19 Efecto de la temperatura en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre
tetradecanol a pH 7,0. (o) AB1-Glx, (®) AB1-BrCN, (A) PRQ 25-Glx, (®) PRQ 25-BrCN, (A)
C. tropicalis-Glx, (®) C. tropicalis-BrCN, (I) desviacién estandar.
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Figura 4.20 Efecto de la temperatura en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre
docosanol a pH 7,0. (o) AB1-Glx, (@) AB1-BrCN, (a) PRQ 25-Glx, (®) PRQ 25-BrCN, (a) C.
tropicalis-Glx, (®) C. tropicalis-BrCN, (I) desviacion estandar.
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Figura 4.21 Efecto de la temperatura en la actividad de las alcohol deshidrogenasas sobre
tetracosanol a pH 7,0. (4) AB1-Glx, (®) AB1-BrCN, (4) PRQ 25-Glx, (®) PRQ 25-BrCN, (4)
C. tropicalis-Glx, (®) C. tropicalis-BrCN, (I) desviacién estandar.

Un anélisis de efecto del largo de cadena se muestra en la Figura 422 apH 7,0 y a las
respectivas temperaturas 6ptimas. Nuevamente se observa que a medida que aumenta el
tamano del sustrato enzimatico de etanol a dodecanol la velocidad de oxidacién se ve
disminuida y a partir de dodecanol hacia alcoholes alifaticos superiores de 22 a 24

carbonos nuevamente se observa un aumento en la velocidad de oxidacion.
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-Glx 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 6ptimas
de cada biocatalizador. (=) AB1-Glx, (m) AB1-BrCN, (=) PRQ 25-Glx, (=) PRQ 25-BrCN, ()
C. tropicalis-Glx, (=) 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 la temperatura
considerada como 6ptima para cada enzima. Se prepararon suspensiones de 0,5 g de
biocatalizador en 2,5 ml de tampén fosfato 25 mM pH 7,0. Los biocatalizadores C.
tropicalis-GIx y C. tropicalis-BrCN fueron incubados a 40°C, AB1-Glx y AB1-BrCN a 60°C,
PRQ 25-Glx y PRQ 25-BrCN a 70 °C, por un periodo de 48 horas monitoreando la actividad
sobre tetracosanol. Los resultados se muestran en la Figura 4.23.
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Figura 4.23 Estabilidad térmica en medio acuoso de los biocatalizadores utilizando
tetracosanol como sustrato enzimatico. (A) C. tropicalis-Glx a 40°C, () C. tropicalis-BrCN a
40°C, (o) AB1-GIx a 60°C, (") AB1-BrCN a 60°C, (o) PRQ 25-GIx a 70°C, (") PRQ 25-
BrCN a 70°C, (I) desviacion estandar, las lineas corresponden a la estimacion de los
modelos.

Estos resultados de estabilidad fueron analizados estadisticamente y modelados
determinando que el modelo de inactivacion que mejor se ajusta a los datos experimentales
es un modelo de inactivacion térmica de primer orden, que para el caso de los
biocatalizadores inmovilizados en glioxil agarosa el modelo es de inactivacién térmica con
actividad residual distinta de cero, en cambio los inmovilizados en bromuro de cianégenos
la actividad residual es igual a cero.

En la figura 4.23 las lineas representan el modelo que mejor ajusta los datos obtenidos
segun los resultados presentados en las tablas 4.15 y 4.16. Los parametros cinéticos
fueron obtenidos por regresion no lineal de los datos de actividad versus tiempo utilizando
las ecuaciones M1 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 inactivaciéon térmica de primer orden
con actividad residual igual a cero de los biocatalizadores C. tropicalis-BrCN,
AB1-BrCN y PRQ25-BrCN.

Parametros C. tropicalis-BrCN AB1-BrCN PRQ 25-BrCN

k, (h™ 0,0051 0,064 0,109
ti (h) 136 10,7 6,4
r 0,991 0,995 0,993

Tabla 4.16 Valores de las constantes de inactivacion térmica de primer orden
con actividad residual distinta a cero de los biocatalizadores C. tropicalis-Glx,
AB1-GIx y PRQ 25-Glx.

Parametros C. tropicalis-Glx AB1-Glx PRQ 25- Gix
kD (h™" 0,02 0,079 0,084
B 0,88 0,087 0,073
r 0,997 0,994 0,995

Como se observa en las tablas 4.15 y 4.16 los biocatalizadores inmovilizados en glioxil
agarosa son mucho mas estables que los inmovilizados en bromuro de ciandgeno. 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-GIx a las 48 horas de incubacion es de 87% y 73%
respectivamente. A su vez la actividad remanente de C. tropicalis- Glx y C. tropicalis- BrCN
luego de 48 horas de incubacion 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 interaccién multipuntual son mucho méas estables que aquellos fabricados en
bromuro de cianégeno por interacciéon 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 determiné la estabilidad térmica del cofactor NAD* en medio
acuoso incubando a 40°C, 60°C y 70 °C 100mM de NAD" preparado en tampén fosfato
100 mM pH 7,0 por un periodo de 72 horas. En forma periédica se tomaron muestras de
cofactor para la posterior determinacion de actividad sobre butanol utilizando PRQ 25-Glx

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,
() 70°C, (—) estimacion modelo de primer orden a 40°C, (—) estimacién modelo de primer

orden a 60°C, (—) estimacién modelo de primer orden a 70°C, (I) desviacién estandar.

Estos resultados de estabilidad fueron analizados estadisticamente determinando que los
datos obtenidos se ajustan al mecanismo de inactivacion térmica de primer orden sin
actividad residual. Los parametros cinéticos determinados se presentan en la Tabla 4.17. El
valor del coeficiente de determinacion 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.
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Tabla 4.17 Valores de las constantes de inactivacion térmica del cofactor

NAD".
Parametros 40°C 60°C 70°C
k, (n) 0,0001 0,002 0,003
ti2 (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 llevar a cabo la reaccion de oxidacion por un largo periodo de tiempo sin que se vea

afectada la estabilidad del cofactor.

4.4 Reaccion de sintesis de los acidos tetradecanoico, docosanoico y

tetracosanoico

Para el estudio de la sintesis de los acidos de cadena larga fueron seleccionados aquellos
biocatalizadores inmovilizados en glioxil agarosa 4BCL que presentaron mayor estabilidad
térmica.

4.41 Estudio de la sintesis de los acidos tetradecanoico, docosanoico y
tetracosanoico

Se realiz6 la reaccion de oxidacién de tetradecanol, docosanol y tetracosanol, utilizando las
enzimas producidas por Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus
thermophilus PRQ 25. Las reacciones se llevaron a cabo como esta 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-GlIx y 70°C para PRQ 25-Glx. Las cinéticas de oxidacién de los alcoholes alifaticos se
presentan en las Figuras 4.25, 4.26 y 4.27. Todos los experimentos fueron realizados por

duplicado y los resultados estan dados en promedio con un error no superior al 5%.
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Figura 4.25 Cinética de reaccion de alcoholes alifaticos utilizando C. tropicalis-Glx como
biocatalizador. Grado de conversion de tetradecanol (A), docosanol (A), tetradecanol (A) y
rendimiento en acido tetradecanoico (®), docosanoico (®) y tetracosanoico (@), (I)

desviacion estandar.
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Figura 4.26 Cinética de reaccion de alcoholes alifaticos utilizando AB1-Gix como
biocatalizador. Grado de conversion de tetradecanol (), docosanol (A), tetradecanol (A) y

rendimiento en 4&cido tetradecanoico (®), docosanoico (®) y tetracosanoico (®), (I)

desviacion estandar.
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Figura 4.27 Cinética de reaccion de alcoholes alifaticos utilizando PRQ 25-Glx como
biocatalizador. Grado de conversion de tetradecanol (A), docosanol (A), tetradecanol (4A) y

rendimiento en acido tetradecanoico (®), docosanoico (®) y tetracosanoico (@), (I)
desviacién estandar.

Los resultados del porcentaje de conversion de los alcoholes, rendimiento de los acidos 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 acido

tetradecanoico (acido miristico) y aldehido miristico luego de 72 horas de

reaccion.
Conversion Rendimiento Rendimiento
Biocatalizador Alcohol Acido Aldehido
(%) (%) (%)
C. tropicalis-Glx 84,1 67,0 17,1
AB1-Glx 60,3 14,0 46,3
PRQ 25-Glx 78,3 40,7 37,6

99



CAPITULO 4: RESULTADOS

Tabla 4.19 Porcentaje de conversion docosanol, rendimiento de acido

docosanoico (acido behénico) y aldehido behénico luego de 72 horas de
reaccién (Ver apéndice E).

Conversion Rendimiento Rendimiento

Biocatalizador Alcohol Acido Aldehido
(%) (%) (%)
C. tropicalis-Glx 57,8 47,0 10,8
AB1-Glx 66,2 50,9 15,3
PRQ 25-Glx 85,9 61,7 242

Tabla 4.20 Porcentaje de conversion tetracosanol, rendimiento de acido

tetracosanoico (acido lignocérico) y aldehido lignocérico luego de 72 horas de

reaccion.
Conversion Rendimiento Rendimiento
Biocatalizador Alcohol Acido Aldehido
(%) (%) (%)
C. tropicalis-Glx 51.1 13.8 37.3
AB1-Glx 67.9 14.8 53,1
PRQ 25-Glx 78,7 35,8 429

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
aun no se llega al maximo de conversion de los alcoholes, salvo en la oxidacién de
tetradecanol con PRQ25-Glx y la oxidacion de docosanol con AB1-Glx y C. tropicalis-Glx,

debiéndose aumentar el tiempo de reaccion para lograr obtener conversiones cercanas al
100%.

En cuanto al rendimiento, los alcoholes de 14 y 22 carbonos son oxidados principalmente a

acido, sin embargo cuando se trata de un alcohol de 24 carbonos hay una mayor
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produccion de aldehido que acido, lo que nos podria indicar que a medida que aumenta el

largo de cadena la reaccion se hace mas lenta.

4.4.2 Estabilidad de los biocatalizadores en el medio de reaccion

En el transcurso de la reaccién de oxidacion de los alcoholes alifaticos junto a la toma de
muestra para el analisis de la conversiéon de los alcoholes, se tomaron muestras de los
diferentes biocatalizadores inmovilizados para la determinacion de su actividad remanente
a tiempo 0, 24, 48 y 72 horas. La actividad remanente fue determinada utilizando
tetradecanol, docosanol ¢ 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-Glx a 40°C, 100 mM de
sustrato (tetradecanol, docosanol 6 tetracosanol) en lutrol F-68 20 mg/mL en tampén
fosfato 25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD’, 2mM FeSO,. Actividad inicial 4 Ul totales. (A)
tetradecanol, (A) docosanol, (A) tetracosanol, (I) desviacién estandar, las lineas
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 reaccion de AB1-GlIx a 60°C, 100 mM de sustrato
(tetradecanol, docosanol 6 tetracosanol) en lutrol F-68 20 mg/ml / tampén fosfato 25 mM pH
7,0; 500 mM de NAD", 2mM FeSO,. Actividad inicial 4 Ul totales. (A) tetradecanol, (A)

docosanol, (4) tetracosanol, (I) desviacion estandar, las lineas representan la estimacion

del modelo de inactivacion térmica de primer orden con actividad residual igual a cero.
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Figura 4.30 Estabilidad en el medio de reaccion de PRQ25-GIx a 70°C, 100 mM de
sustrato (tetradecanol, docosanol 6 tetracosanol) en lutrol F-68 20 mg/ml / tamp6n fosfato
25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD', 2mM FeSO,. Actividad inicial 4 Ul totales. (A)
tetradecanol, (A) docosanol, (A) tetracosanol, (I) desviaciébn estandar, las lineas
representan la estimacién del modelo de inactivacion térmica de primer orden con actividad
residual distinta a cero.
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Los resultados fueron analizados estadisticamente para determinar el mecanismo de

inactivacién que mejor representa las cinéticas obtenidas. Los biocatalizadores C.

tropicalis-Glx y AB1-Glx presentaron un comportamiento de inactivacién térmica de primer

orden con actividad residual igual a cero frente a los tres sustratos enzimaticos , en cambio

los resultados la enzima PRQ 25-Glx se ajustan al mecanismo de inactivaciéon térmica de

primer orden con actividad residual distinta de cero. Los parametros 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 reaccion de C.
tropicalis-Glx a 40°C, 100 mM de sustrato (tetradecanol, docosanol 6 tetracosanol)
en lutrol F-68 20 mg/ml / tampoén fosfato 25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD®, 2mM
FeSO..

Parametros tetradecanol docosanol Tetracosanol
ky (h") 0,0011 0,0019 0,0033
ti (h) 630 365 210
r 0,997 0,997 0,990

Como se observa en la Figura 4.28 luego de 72 horas de reaccion sélo se aprecia

alrededor de un 20% de pérdida de la actividad inicial para la enzima C. tropicalis-Glx. 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 84% con rendimientos en acido tetradecanoico del 67% (Ver Tabla 4.18).

Tabla 4.22 Valores de las constantes de inactivacion en el medio de reaccién de
AB1-GlIx a 60°C, 100 mM de sustrato (tetradecanol, docosanol 6 tetracosanol) en
lutrol F-68 20 mg/ml / tampén fosfato 25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD®, 2mM
FeSO..

Parametros tetradecanol docosanol tetracosanol
k, (h") 0,0027 0,0023 0,0028
ti (h) 257 301 248
r 0,996 0,982 0,991
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En relacién a AB1-Glx 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 relacion
al tiempo de vida media obtenido con tetradecanol y tetracosanol como sustratos

enzimaticos.

Tabla 4.23 Valores de las constantes de inactivacion en el medio de reaccion de
PRQ 25-GIx a 60°C, 100 mM de sustrato (tetradecanol, docosanol 6 tetracosanol)
en lutrol F-68 20 mg/ml / tampon fosfato 25 mM pH 7,0; 500 mM de NAD', 2mM
FeSO,.

Parametros tetradecanol docosanol tetracosanol
kp (h) 0,07 0,066 0,061
B 0,80 0,73 0,75
r 0,992 0,995 0,991

En cuanto a los resultados obtenidos con PRQ 25-Glx, luego de 72 horas de reacciéon en
condiciones extremas de temperatura el biocatalizador pierde el 27% de su actividad
original permitiendo realizar conversiones maximas 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 pequefias y pueden estar dentro del margen de error.
En el medio de reacciéon C. tropicalis-Glx, 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-Glx, 87% para AB1-Glx 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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5 DISCUSION

5.1 Estudio de las condiciones de crecimiento e induccidon de los
microorganismos para la produccién 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 bifasico de multiplicacion celular que posiblemente se trataria de un
crecimiento diadxico debido a la utilizacién secuencial de distintas fuentes de carbono
presentes en este medio complejo. Otra explicacién pudiera ser que debido a la elevada
velocidad especifica de crecimiento obtenidas con 14 de alrededor de 0,20 h™ (Ver Tabla 4.1
y 4.2) se produzca una temprana muerte celular con la subsiguiente lisis y la posibilidad de
que nuevas celulas se multipliquen a expensas de las que han muerto (Napoles et al., 20086).
Este ultimo fenémeno explicaria por qué en la cinética de crecimiento de Thermus AB1 no se
aprecia un comportamiento bifasico pese a que se utilizé el mismo medio de cultivo que los
microorganismos Thermus thermophilus, ya que el crecimiento de Thermus AB1 es mucho
mas lento con una velocidad especifica de crecimiento de 0,06 h "' en comparacion a los

Thermus thermophilus.

No se aprecian diferencias significativas en la velocidad especifica de crecimiento ni en el
crecimiento celular maximo 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 informacion de los
componentes principales del agua mineral Cachantin, en un estudio comparativo de las
aguas minerales que se consumen en Chile realizado por Servicio Nacional del Consumidor
(SERNAC, 2001), se desconocen las concentraciones de sales como cobre, zinc, cadmio,
manganeso que son importantes para el crecimiento microbiano. El reemplazo del medio
Thermus por Thermus modificado a nivel de laboratorio no es relevante, pero si lo es a nivel

industrial ya que el proceso tiene un costo menor al sustituir el agua mineral por sales.
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La adicion de tampon fosfato pH 7.5 al medio de cultivo Thermus modificado permitio
descartar que el aumento del pH durante la fermentacién (medio sin tampén) 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 maximo de 8 g/l. Este bajo crecimiento
puede estar relacionado con el fenémeno de inhibicion por exceso de sustrato o bien ser una
respuesta de la expresion génica de los microorganismos Thermus y Thermus thermophilus

frente a los componentes del medio de cultivo.

En cuanto a Candida tropicalis ATCC 20336 los valores obtenidos de velocidad especifica de
crecimiento (n = 0,11 h™) y crecimiento celular maximo (AX = 2,96 g/l) fueron los esperados,
ya que se utilizé un medio minimo definido para un crecimiento celular de 3 g/l (a pH 6,0)
utilizando glicerol como nutriente limitante y Unica fuente de carbono y energia. No hay
informacidn en bibliografia sobre la velocidad especifica de crecimiento de Candida tropicaiis

a las condiciones de cultivo estudiadas.

5.1.2 Efecto de la adicion de inductor al medio de cultivo sobre el crecimiento celular

Al estudiar la toxicidad de los agentes inductores adicionando al medio de cultivo 0,025:
0,05; 0,5; 1y 2 % de alcoholes entre 2 y 24 atomos de carbono o alcanos entre 14 y 24
atomos de carbono (Ver Seccion 4.1.2). La adicién de alcohol como agente inductor provoco
la inhibicién del crecimiento celular en la gran mayoria de las cepas. En cambio la adicion de
alcanos como agente inductor principalmente a las cepas Thermus thermophilus HB27, HNI
11 y PRQ 25 mostré un aumento del crecimiento celular con respecto al control indicando
que efectivamente los alcanos son utilizados por estos microorganismos como fuente de
carbono. Similares resultados han sido reportados por Kato et al. (2009) al estudiar el efecto
de suplementar el medio de cultivo con alcanos de diferente tamario sobre el crecimiento
celular de Geobacillus thermoleovorans B23, observando un aumento en el crecimiento
celular y la produccion de proteinas relacionadas con la B oxidacién, cuyo efecto de la

induccién se correlaciona con el largo de cadena del alcano.

En relacién a la concentracion del agente inductor, se determiné que 0,05% (w/v) fue mas
adecuada para estudiar la induccién de la enzima alcohol deshidrogenasa, debido a que a
esa concentracion la inhibicion del crecimiento celular es minima y no hay precipitacion del
agente inductor. En estudios reportados por Ueda y Tanaka (1990) se utilizé 0,7% de una
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mezcla de alcanos entre 10 y 13 dtomos de carbono; sin embargo, fue dificil solubilizar los
nutrientes a 30°C aun 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 atomos
de carbono en un medio a 70°C, cultivando a esas condiciones por un periodo de 10 dias.

5.1.3 Efecto de la adicién de inductor al medio de cultivo en la produccion de alcohol

deshidrogenasa con capacidad de oxidacion de alcoholes alifaticos

La capacidad de oxidacion de diferentes alcoholes alifaticos 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 fue determinada a 30°C, 50°C y 70°C para las
enzimas producidas por Candida tropicalis, Thermus AB1 y Thermus thermophilus

respectivamente.

Las mas alta actividad sobre alcoholes de 14, 22 y 24 4tomos de carbono se logré con las
enzimas alcohol deshidrogenasas provenientes de Candida tropicalis ATCC20336 inducidas
con hexadecanol (Cg), de Thermus thermophilus PRQ 25 inducida con eicosanol (Cy) y de
Thermus AB1 inducida con docosanol (Cy) (Ver Tablas 4.3 y 4.4). Estos resultados
demuestran que si bien los alcoholes producen un efecto de inhibicién del crecimiento
celular, son muy buenos inductores de la producciéon de alcohol deshidrogenasas con

capacidad de oxidar alcoholes alifaticos de cadena larga.

La actividad sobre tetracosanol obtenida con la alcohol deshidrogenasa de Candida tropicalis
ATCC 20336 inducida con hexadecanol (86,7 umol-min™-g”" de proteina) fue superior al valor
previamente reportado por Ueda y Tanaka en 1990 (70 pmol-min”-g™" de proteina), donde se
utilizé una mezcla de alcanos de 10 a 13 atomos de carbono como Unica fuente de carbono y
energia. Por otra parte, sin induccion 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 pmol-min™"-g”" de proteina respectivamente. Por otro lado sin induccion
ambos microorganismos produjeron alcohol deshidrogenasa con actividad sobre etanol: sin
embargo, Thermus AB1 ademas presenté 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 correlacion entre el largo de cadena del inductor y
el nivel de actividad expresado respecto del largo de cadena del sustrato de la reaccién en
varias cepas de Thermus. La excepcion es Candida tropicalis que no siguid ese patrén. De
igual manera Kato et al. (2009) reportan un aumento de la actividad acil-CoA oxidasa al
inducir su produccién en Geobacillus thermoleovorans B23 con alcanos entre 2 y 10 atomos

de carbono.

Por otro lado, la magnitud del efecto de la induccion varia segtin el momento de adicién del
agente inductor durante la fermentacion. Se observé que para Thermus AB1, Thermus
thermophilus PRQ 25 y Candida tropicalis ATCC20336 la adicion 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 thermophilus PRQ 25 y Candida
tropicalis ATCC20336 respectivamente (Ver Seccién 4.1.5 y Figura 4.10). Bryant et al.,
(1988 y 1992) reportaron que el tiempo de cosecha de la células de Thermoanaerobacter
ethanolicus 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 por
alcoholes secundarios y alcoholes alifaticos de cadena larga que se produce durante la fase

de crecimiento exponencial.

La adicion del agente inductor al inicio del cultivo en Thermus AB1 produce un efecto de
disminucion de la velocidad de crecimiento del microorganismo con respecto a la adicién en
la mitad de la fase de crecimiento exponencial; sin embargo, provoca un mayor crecimiento
celular. Esto nos estaria indicando que ademas de utilizar al alcohol como 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 caracterizacion electroforética en geles de poliacrilamida SDS al 12% de las proteinas
obtenidas del extracto crudo proveniente de Candida tropicalis, Thermus thermophilus PRQ
25y Thermus AB1 inducidas con alcoholes y alcanos como se muestra en las Figuras 4.7, 4.8
y 4.9 respectivamente, permitié 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 B-
oxidacion de los &cidos grasos como; alcohol deshidrogenasa de Thermococcus ES-1 que es
un homotetramero 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 terméfilo Bacillus acidocaldarius compuesta por un tetramero 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 informacion bibliografica apunta a que la adicién
de n-alcanos al medio de cultivo induce la produccién de enzimas con capacidad oxidativa, ya
sea alcohol deshidrogenasas u oxidasas, en este estudio se logré evidenciar que con la
adicion de alcohol al medio de cultivo también es posible inducir la induccion de estas

enzimas.

5.2 Purificacién de alcohol deshidrogenasa con capacidad oxidativa sobre

alcoholes superiores

El disefio de los protocolos de purificacion de las alcohol deshidrogenasas provenientes de
Thermus AB1, Candida tropicalis y Thermus thermophilus PRQ 25 se realizo basandose en
los resultados obtenidos al analizar la adsorcién de las enzimas en matrices cromatograficas
de tipo idnico. 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
proteina presentes en el crudo, para luego contactar este crudo semi purificado con la resina
que obtuvo mayor rendimiento de adsorcién y finalmente eluir la alcohol deshidrogenasa

para obtener la enzima en forma soluble.
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Mediante el protocolo que se mostré en la Figura 3.5 se logro purificar la alcohol
deshidrogenasa de Candida tropicalis ATCC20336 con un factor de purificacién de 39 veces
en comparacion con el extracto crudo, pero se perdié el 76% de la actividad. Esta pérdida de
actividad se debe principalmente a la ineficiente desorcion de la enzima desde DEAE-
Sepharose con NaCl; tal vez esto se pueda solucionar realizando la desorcién con una
mayor concentracion de NaCl o bien aumentando el tiempo de lavado a 2 o 3 horas (Ver
Tabla 4.7). El perfil electroforético SDS PAGE de la purificacién de la enzima alcohol
deshidrogenasa de Candida tropicalis muestra tres bandas muy tenues de 60, 47 y 36 kDa
(Ver Figura 4.11), pudiendo corresponder una de estas bandas a la alcohol deshidrogenasa
con actividad sobre alcoholes alifaticos 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 K1 recombinante (Hirakawa et al., 2004), Saccharomyces cerevisiae
(Larroy et al., 2002) entre otras, estan formadas por homodimeros, dimeros o tetrameros
entre 70 y 40 kDa. Pese a que existe informacién de la produccion de la alcohol
deshidrogenasa de Candida tropicalis y su localizacion subcelular (Ueda y Tanaka, 1990), no

hay informacién al respecto de su estructura y peso molecular.

Por otro lado, la purificacién 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 purificacion de 237 y 567 respectivamente y en ambos casos
se recupero alrededor del 36% de la actividad inicial (Ver Tablas 4.8 y 4.9). Nuevamente la
pérdida de actividad se produjo principalmente por la mala desorcién de la enzima desde las
resinas. Si bien durante el disefio de los protocolos de purificacién se realizé un estudio
inicial a pequefia escala de la desorcién con diferentes sales y concentraciones de estas
sales, no se obtuvieron los mismos resultados al utilizar una mayor cantidad de resina
durante la purificacion. Ademéas no se debe descartar la posible inactivacién de la enzima
durante la purificacion. En cuanto al perfil electroforético SDS PAGE de la purificacion 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 purificacion de la enzima proveniente de
Thermus thermophilus PRQ 25 se obtienen tres bandas de 64, 60 y 23 kDa. El andlisis de la
identificacion de estas bandas por cromatografia liquida acoplado a espectrometria de
masas en tandem (LC/MS/MS) de la banda de 64 kDa entregd 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 comprobé que la banda de 64
kDa estaria asociada a una deshidrogenasa. Al comparar la secuencia
RQAAEAVLEAGGYPIPR con la base de datos del Protein Data Bank se pudo evidenciar que
existe un alineamiento de la secuencia con las proteinas Acil-CoA deshidrogenasa de
Thermus thermophilus HB27 y Thermus thermophilus HB8 con un 100% de identidad y con
Acil-CoA deshidrogenasa de Thermus aquaticus Y51MC23 con 82% de identidad.
Finalmente a través de la electroforesis nativa se pudo evidenciar que la enzima alcohol
deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ 25 es una proteina de aproximadamente 254

kDa compuesta por cuatro subunidades de 64 kDa cada una. (Ver Figuras 4.13 y 4.14).

5.3Inmovilizacion y caracterizacion de alcohol deshidrogenasa con capacidad

oxidativa sobre alcoholes superiores

5.3.1. Inmovilizacion en glioxil agarosa 4 BCL y bromocianégeno

Las alcohol deshidrogenasas de bacterias y levaduras en general requieren de hierro para
llevar a cabo la catalisis (Hirakawa et al., 2004) y las alcohol deshidrogenasa de Candida
tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 no fueron la
excepcion. Estos iénes bivalentes estarian formando parte de la funciéon estructural o
catalitica de estas enzimas, tal como se observo con la alcohol deshidrogenasa Il de
Zymomonas mobilis (Scopes, 1983; Larroy, 2006). El estudio realizado durante el proceso de
inmovilizacién evidencié que la concentracion 6ptima de FeSO, 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 observé precipitacion de las sales en el medio de
reaccion. Con ZnCl, también existe un efecto de activacion, pero en menor medida y al
utilizar una mezcla de FeSO, y ZnCl, se obtienen el mismo efecto que al utilizar sélo FeSOj,.

Los mas 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 (GlIx), como en bromuro de cianégeno
(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 umol-min™-g” soporte) y 71% en

bromuro de cianégeno (1,84 umol-min™: g™ soporte).
5.3.2 Caracterizacion de los biocatalizadores inmovilizados

La caracterizacion de los biocatalizadores inmovilizados permitié determinar las mejores
condiciones para llevar a cabo la reaccién de oxidacion de los alcoholes alifaticos
tetradecanol, docosanol y tetracosanol. El estudio del efecto del pH en la oxidaciéon de
tetradecanol, docosanol y tetracosano por parte de las enzimas inmovilizadas en
bromocianégeno y glioxil agarosa provenientes de Candida tropicalis, Thermus AB1 y
Thermus thermophilus PRQ 25 revel6 que a pH 7,0 se logra la maxima velocidad de
oxidacion 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 éptimo para llevar a
cabo la oxidacion de docosanol y tetracosanol por la enzima alcohol deshidrogenasa de
higado de caballo, obteniendo valores de actividad que no superaron los 0,5 pmol-min™-g™
soporte. Las temperaturas Optimas para cada biocatalizador son muy similares a las
temperaturas Optimas de cultivo de los microorganismos de los cuales provienen: las
enzimas C. tropicalis-Glx y C. tropicalis-BrCN presentan su maxima actividad sobre los tres
sustratos enzimaticos (tetradecanol, docosanol y tetracosanol) a 40°C, AB1-Glx y AB1-BrCN
a los 60°C y finalmente PRQ 25-GlIx y PRQ 25-BrCN a 70°C (Ver Figura 4.19, 4,20 y 4.21).

El analisis de efecto del largo de cadena en la actividad de los biocatalizadores a la
temperatura y pH 6ptimo revelaron que los biocatalizadores inmovilizados en bromuro de
cianégeno presentaron una levemente mayor actividad que los inmovilizados en glicxil
agarosa, lo que puede deberse a que el tipo de interaccion multipuntual generada al
inmovilizar en glioxil agarosa produce un biocatalizador mas rigido que dificulta en cierto
grado la interaccion enzima-sustrato (Ver Figura 4.22). Por otro lado se observé que al ir
aumentando el tamafio del sustrato enzimatico desde etanol a dodecanol la velocidad de
oxidacion se ve disminuida y a partir de dodecanol hacia alcoholes alifaticos superiores de
22 a 24 atomos de carbono nuevamente se observa un aumento en la velocidad de
oxidacion. Posiblemente esto se deba a que se estaria en presencia de mas de un tipo de
alcohol deshidrogenasa o isoenzimas que presentarian diferente selectividad por los
alcoholes de cadena corta (2 a 4 atomos de carbono), de cadena media (8 a 12 atomos de
carbono) y de cadena larga (14 a 24 atomos de carbono). Este mismo fenémeno 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 al inmovilizacion las distintas

enzimas.

5.4Reaccion de sintesis de los acidos tetradecanoico, docosanoico y

tetracosanoico

5.41 Estudio de la sintesis de los acidos tetradecanoico, docosanoico vy

tetracosanoico

La sintesis de los acidos de cadena larga se desarrolld6 con los biocatalizadores
inmovilizados en glioxil agarosa 4BCL por presentar una mayor estabilidad térmica a las
condiciones de pH y temperaturas determinadas como 6ptimas 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 analisis de estos resultados revela que con C.tropicalis-Glx se logra el mayor grado de
conversion de tetradecanol (84%) luego de 72 horas de reaccién con un rendimiento en
acido tetradecanoico de 67% y solo un 17% en aldehido. En cambio PRQ 25-Glx y AB1-Glx
no superaron el 78,3% y 60,3% de conversion de tetradecanol con un rendimiento en acido
tetradecanoico de 40% y 14% respectivamente y en ambos casos con un elevado
rendimiento en aldehido (PRQ 25-Glx 37,6% y AB1-Glx 46,3%). Estos resultados muestran
que C.tropicalis-Glx, ademas de presentar mayor selectividad por tetradecanol, presenta una
mayor velocidad de oxidacion del aldehido al acido que la observada por PRQ 25-Glx y AB1-
Glx.

Por otro lado, con la enzima PRQ 25-Glx se logré el mayor grado de conversion tanto de
docosanol como tetracosanol con valores de 85,9% y 78,7% respectivamente y rendimientos
en acido docosanoico de 61,7% vy acido tetracosanoico 35,8% respectivamente. (Ver Tabla
4.20). A su vez la enzima AB1-GlIx presenta similar grado de conversién de docosanol y
tetracosanol, sin embargo del 66,2 % de conversion del docosanol el 50,9 % es acido
docosanoico, en cambio del 67,9 % de conversién del tetracosanol sélo el 14% es acido
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tetracosanoico y el 53,1% restante es aldehido. Estos resultados sugieren que el mecanismo
de transformacion de los alcoholes alifaticos de cadena larga a su acido respectivo pasaria

primero por la oxidacion del alcohol a aldehido y luego de aldehido al acido.

Se aprecia que a las 72 horas en la mayoria de las reacciones aun no se llega al maximo de
conversion de los alcoholes, salvo en la oxidacion de tetradecanol con PRQ25-Glx y la

oxidacion de docosanol con AB1-Glx y C. tropicalis-Glx.

Estos resultados estarian comprobando que efectivamente se logré inducir en los
microorganismos Candida tropicalis, Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 la
produccion de una enzima alcohol deshidrogenasa con capacidad de oxidacién de alcoholes

de 22 y 24 atomos de carbono adicionando al cultivo alcoholes alifaticos de cadena larga.
5.4.2 Estabilidad de los biocatalizadores en el medio acuoso y en el medio de reaccién

Una clara ventaja en la inmovilizacion en glioxil agarosa es el nivel de estabilizacion logrado
ya que el estudio de estabilidad térmica en medio acuoso de cada biocatalizador a la
temperatura considerada como éptima para cada enzima (C. tropicalis-GIx y C. tropicalis-
BrCN incubados a 40°C, AB1-GIx y AB1-BrCN a 60°C, PRQ 25-GlIx y PRQ 25-BrCN a 70 °C)
demostré 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 sélo
pierden el 13% y 23% de su actividad inicial, en cambio las enzimas inmovilizadas en
bromuro de cianégeno se inactivan completamente luego de 48 horas (Ver Figura 4.23). En
el caso de las enzimas C. tropicalis- Glx y C. tropicalis- BrCN luego de 48 horas de
incubacién a 40°C la actividad remanente es de 88% y 80% respectivamente; sin embargo,

debe sefalarse que en este caso la temperatura es moderada.

Por otro lado, el estudio de estabilidad en el medio de reaccidén luego de un periodo de
tiempo de 72 horas, revelé que AB1-Glx y PRQ25-Glx 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-Glx, en cambio C. tropicalis-Glx luego de un
periodo de tiempo de 72 horas soélo 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 funcion 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 correspondiente.

» Se observé una relacién entre el largo de cadena del inductor y el nivel de actividad
expresado respecto al largo de cadena del sustrato de la reaccion en las cepas Thermus
y Thermus thermophilus, a excepcion de Candida tropicalis ATCC20336 y Thermus
thermophilus NR17 que no siguieron ese patron.

« Eltipo de inductor, su concentracion y el tiempo de adicion durante la fermentacion, son
los parametros méas importantes para la producciéon de alcohol deshidrogenasas con

actividad sobre alcoholes alifaticos de cadena larga.

» La concentracion de agente inductor mas adecuada para el crecimiento celular fue
0,05%. A concentraciones de inductor 0,5% o superior se observé un efecto perjudicial

sobre el crecimiento celular.

« Los mejores resultados en términos de actividad de alcohol deshidrogenasa en la
oxidacién de alcoholes alifaticos de 14, 22 y 24 atomos de carbono se obtuvieron con las
enzimas provenientes de Candida tropicalis ATCC 20336 inducida con hexadecanol,
Thermus AB1 inducida con docosanol y Thermus thermophilus PRQ 25 inducida con

eicosanol.

« No sdlo se valido que con el uso de alcanos es posible inducir la produccion de enzimas
con capacidad oxidativa, sino que se logré evidenciar que con la adicion de alcohol al

medio de cultivo también es posible inducir la produccion de estas enzimas.
« Los mas altos niveles de actividad enzimatica se obtuvieron cuando el inductor es

anadido al inicio de la fermentacién y las células recolectadas al comienzo de la fase

estacionaria (entre 100 y 140 h de fermentacion).
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« La actividad sobre tetracosanol obtenida con la alcohol deshidrogenasa de Candida
tropicalis ATCC 20336 inducida con hexadecanol fue superior al valor previamente
reportado por Ueda y Tanaka (1990).

« Se logré purificar las enzimas alcohol deshidrogenasas provenientes de Candida
tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 'y Thermus thermophilus PRQ 25 mediante el uso
de una mezcla de matrices cromatograficas de tipo catiénicas y anionicas con factor 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 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 FeSO, para llevar a cabo la

catalisis enzimatica.

» Es muy probable que la enzima alcohol deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ
25 sea una proteina tetramérica de 254 kDa con subunidades de 64 kDa cada una.

« Los mejores biocatalizadores fueron obtenidos al inmovilizar las enzimas de Candida
tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1y Thermus thermophilus PRQ 25 en glioxil agarosa
BCL, obteniéndose valores de actividad de 1,84; 1,82 y 2,09 pumol-min”- g” soporte

respectivamente, determinados sobre tetracosanol como sustrato enzimatico.

» Las enzimas de Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1 y Thermus thermophilus
PRQ 25 inmovilizadas por unién 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 reaccién.
« 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-Glx y AB1-BrCN) y 70°C (PRQ 25-Glx y

PRQ 25-BrCN).

» La alcohol deshidrogenasa de Candida tropicalis ATCC 20336 inmovilizada en glioxil

agarosa fue el mejor biocatalizador para realizar la oxidacion de tetradecanal,
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observando el mayor grado de conversion (84%) luego de 72 horas de reaccién con un
rendimiento en acido tetradecanoico de 67% y de sélo un 17% en tetradecanal.

« La alcohol deshidrogenasa de Thermus thermophilus PRQ 25 fue la mejor enzima para
llevar a cabo la reacciéon de oxidacion de docosanol y tetracosanol, con valores de
conversion de 85,9% y 78,7% respectivamente y rendimientos en acido docosanoico de

61,7% y acido tetracosanoico 35,8% respectivamente.

« La alcohol deshidrogenasa de Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus AB1y 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 hipétesis propuesta, ya que mediante la adicion de alcoholes
alifaticos al medio de cultivo de cepas microbianas seleccionadas (Candida tropicalis
ATCC 20336, Thermus AB1 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 atomos de carbono.
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7 RECOMENDACIONES

Para proyectar la informacion obtenida en esta investigacion, se sugiere:

1. Mejorar el proceso de purificacién especificamente en las etapas de desorcion de la

enzima desde la resina para evitar la perdida de actividad por retencién en la columna.

2. Perfeccionar la técnica de medicién de actividad en los geles de electroforesis de modo
que se permita evidenciar si efectivamente las proteinas purificadas corresponde a una

alcohol deshidrogenasa.
3. Evaluar si las proteinas inducidas con los distintos alcoholes y alcanos corresponden a la
misma proteina o son diferentes y estudiar si provienen de un mismo gen o de diferentes

genes.

4. Realizar un estudio mas acabado de la cinética de la reaccién de oxidacion para lograr

obtener conversiones cercanas al 100%.

5. Evaluar la estabilidad operacional de los biocatalizadores producidos a través de lotes

sucesivos.
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APENDICE A. CALCULO DE ACTIVIDAD DESHIDROGENASA

Se calcula la actividad total como:

b V-
Actividad = il 4 (Ecuacion A-1)
"lfl-lﬂmﬂ '1 Ve"
Donde:
Actividad = Ul 6 pmol- min™.
b = pendiente curva absorbancia del producto (NADH) versus tiempo en minuto
€is40nm = coeficiente de extincion molar (mM™-ecm™)
| = largo de la celda (cm)
Ves = volumen ensayo (ml)
Vs = volumen enzima (ml)
V, = volumen total extracto enzimatico (ml)
Se calcula la actividad especifica como:
5 o ; b V. ¥V
Actividad especifica = : V“" ot (Ecuacién A-2)
- m
A340 nm ee

Donde:

Actividad especifica = umol-min"-g™ de proteina, umol-min-g™ de célula 6 umol-min”-g™ de
soporte.

b = pendiente curva absorbancia del producto (NADH) versus tiempo en minuto

€xs40nm = coeficiente de extincion molar (mM™-cm™)

I = largo de la celda (cm)

Vs = volumen ensayo (ml)

Vee = volumen enzima (ml)

Vi = volumen total extracto enzimatico (ml)
m = masa de proteina, células o soporte (g)
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APENDICE B. DETERMINACION COEFICIENTE EXTINCION MOLAR () DE NADH

Se preparod una solucién patron de NADH 2 mM en tampédn fosfato de sodio 100mM pH 7. A
partir de este estandar se prepard una bateria de tubos con solucion de NADH entre 0y
0,15 mM y fueron medidos espectrofotométricamente a 340 nm. Posteriormente se graficd

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 ecuacion que representa a la curva es:

Abs(340nm) = 5,1455 * Concentracion NADH + 0,0094

" (Ecuacion B-1)
R~ =0,9996

El coeficiente de extincion molar (,340nm) S€ Obtiene a partir de la pendiente de la curva de
calibrado de NADH:

 =515mM ™ -em™ (Ecuacién B-2)

A 340 nm
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APENDICE C. CURVA DE CALIBRADO PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA POR
EL METODO DE BRADFORD

La curva de calibrado se elaboré con una solucién estandar de albumina de suero bovino de
concentracion 1 mg/ml. A partir de este estandar se prepard una bateria de tubos entre 0 y
0,1 mg/ml, los cuales fueron analizados mediante el método de Bradford. Los resultados se

muestran en la Figura C.1
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Figura C.1 Curva de calibrado de proteinas

La concentracion de proteina en mg/ml se obtiene de:

Abs (595 nm) = 6,413 - Concentracion Pr oteina — 0,0095

5 ion C-1
R? =0,9988 (Ecuacion C-1)
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APENDICE D. CURVA DE CALIBRADO PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA POR
EL METODO DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA)

La curva de calibrado se elabor6 con una solucion estandar de albumina de suero bovino de
concentracién 0,5 mg/ml. A partir de este estandar se preparé una bateria de tubos entre 0y
0,2 mg/ml, los cuales fueron analizados mediante el método del acido bicinconinico. Los

resultados se muestran en la Figura D.1
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Figura D.1 Curva de calibrado de proteinas

La concentracion de proteina en mg/ml se obtiene de:

Abs (562 nm) = 2,5614 - Concentracion Pr oteina + 0,0082
R* =0,9995

(Ecuacion D-1)
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APENDICE E. CALCULO DE LA CONVERSION Y RENDIMIENTO DE LOS
COMPONENTES DE LA REACCION DE OXIDACION

Calculo de Conversion

La conversién de la reaccion se obtuvo de acuerdo a la siguiente férmula:

X (%) = o "M 100 (Ecuacion E-1)

m

Donde:

X (%) = Porcentaje de conversion de alcoholes (tetradecanol, docosanol 6 tetracosanol)
Mo = masa inicial en gramos de alcohol (tetradecanol, docosanol ¢ tetracosanol)
my = masa en gramos de alcohol (tetradecanol, docosanol ¢ tetracosanol) a tiempo

t de transcurrida la reaccion.

me-m; = masa en gramos de alcohol que reaccionan.

Calculo de rendimiento de la reaccion

El rendimiento de la reaccion se obtuvo de acuerdo a la siguiente férmula:

Mac 100 (Ecuacion E-2)

Y,.(%)=

(4]

Donde:
Y (%)= Porcentaje de rendimiento de &acido (tetradecanoico, docosanoico 6 tetracosanoico)
m, = masa inicial en gramos de alcohol (tetradecanol, docosanol 6 tetracosanol)

mac. = masa de acido en el producto de reaccion.
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APENDICE F. CURVA DE CALIBRADO PARA LA DETERMINACION DE CRECIMIENTO
CELULAR DE LOS DIFERENTES MICROORGANISMOS ESTUDIADOS
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Figura F.1 Curva de calibrado de Candida tropicalis ATCC 20336

La concentracién celular en g/l se obtiene de:

Abs (650 nm) =1,384 - Concentracion celular + 0,0084
R* =0,9984

(Ecuacion F-1)
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Figura F.2 Curva de calibrado de Thermus AB1

La concentracion celular en g/l se obtiene de:

Abs (650 nm) =1,2274 - Concentrac ién celular — 0,0322

5 Ecuacion F-2)
R* =0,9975
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Figura F.3 Curva de calibrado de Thermus thermophilus HB 27

La concentracion celular en g/l se obtiene de:

Abs (650 nm) = 0,8134 - Concentrac ion celular + 0,0093

(Ecuacion F-3)
R* =0,9978
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Figura F.4 Curva de calibrado de Thermus thermophilus PRQ 25

La concentracidn celular en g/l se obtiene de:
Abs (650 nm) = 0,799 - Concentrac ién celular — 0,0038

(Ecuacion F-4)
R* =0,9989
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Figura F.5 Curva de calibrado de Thermus thermophilus PRQ 16

La concentracién celular en g/l se obtiene de:
Abs (650 nm) = 0,8442 - Concentrac ion celular — 0,007

(Ecuacion F-5)
R* =0,998
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Figura F.6 Curva de calibrado de Thermus thermophilus NR-17
La concentracién celular en g/l se obtiene de:

Abs (650 nm) = 0,8519 - Concentrac ion celular — 0,0097

(Ecuacion F-6)
R* =0,9981
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Figura F.7 Curva de calibrado de Thermus thermophilus HNI-11
La concentracién celular en g/l se obtiene de:

Abs (650 nm) = 0,5988 - Concentrac ion celular + 0,0933

(Ecuacion F-7)
R* =0,9975
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APENDICE G. MEDIO DE CULTIVO THERMUS

Tabla G.1 Medio Thermus de mantencién y propagacion

Sustrato Concentracion
Triptona 8 g/l
Extracto de levadura 4 g/l
NaCl 3g/l

Disolver en agua mineral Cachantun sin gas. Ajustar pH 7,5 con NaOH 2 N.

Tabla G.2 Medio thermus de almacenamiento

Sustrato Concentracion
Triptona B 8gl i
Extracto de levadura 49/
NaCl e S (O
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 Concentracion
Triptona 8 g/l
Extracto de levadura 4 g/l
NaCl 3g/
KH,PO, 0,59 g/l
(NH,)2SO, 2,55 g/l
MgS0O4*7H,0 0,23 g/l
CaCl,*2 H,0 0,18 g/l
FeSO,4*7H,0 0,046 g/l
MnCl;*4H,0 0,019 g/l
ZnSO4*7H,0 0,032 g/l
CoCl,*6 H,0 0,005 g/l
CuSO,4*5H,0 0,0035 g/l

Disolver en agua destilada. Ajustar pH 7,5 con NaOH 2 N,
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APENDICE H. MEDIO DEFINIDO PARA CULTIVO POR LOTE EN MATRAZ DE Candida

tropicalis

El medio esta disefiado para un crecimiento celular maximo de 3 g/l, utilizando glicerol como

sustrato limitante y fuente de carbono y energia.

Tabla H.1 Medio definido para Candida tropicalis

Sustrato Concentracion
(NH,),SO, 1,6 g/l
KH,PO, 13,9 g/l
Na,HPO, 2,04/l
MgSO,7 H,O 1,25 g/l
CaCl,2H,0 0,12 g/l
~ FeSO47H,0 0,09 g/l
MnCl,4 H,0 0,019 g/l
ZnSO47 H,0 n 0,032 g/l
CoCl, 0,003g/l
CuS045 H,0 - 0,003 g/l
MoO; 0,002 g/I
H.BO; 0,005 g/l
~ Glicerol 87% - 644/
Pool de vitaminas 4 mill

Tabla H.2 Pool de Vitaminas

Concentracion

Vitaminas (g)
Acido félico 0,01
Acido Pantoténico 0,10
Biotina 0,0025
Niacina 0,34
o Tiamina B1 0,025

El medio es preparado en agua destilada. Ajustar pH 6,0.
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APENDICE I. CINETICA DE CRECIMIENTO

A continuacion se presentan la cinética de crecimiento celular de Candida tropicalis ATCC
20336, Thermus AB1y 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.
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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 .5 Cinética de crecimiento celular Thermus thermophilus PRQ 16.
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Figura 1.6 Cinética de crecimiento celular Thermus thermophilus PRQ 25.
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APENDICE J. EJEMPLO DE CALCULO PARA OBTENER LA VELOCIDAD ESPECIFICA
DE CRECIMIENTO

El crecimiento de una poblacion microbiana puede ser representado por (Wang et al., 1979):

dN

—=uxN Ecuacion J-1
7 u ( )
Donde:
N = Concentracion celular (células/ml)
t = Tiempo (h)
M =Velocidad especifica de crecimiento (h™)

Durante la fase exponencial es posible integrar la Ecuacion J.1, resultando.

In(N)=pu x t—=In(N,) (Ecuacién J-2)

La velocidad especifica de crecimiento es la pendiente de la recta descrita en la ecuacion
anterior, la que corresponde a una curva semilogaritmica.

En la 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 Curva semilogaritmica para la determinacion de la
velocidad especifica de crecimiento de Candida tropicalis cultivada

en medio definido.

Se obtiene que la velocidad especifica de crecimiento 1 es de 0,11 h™ con una regresion

lineal (R?) de 0,994.
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Figura J.2 Curvas semilogaritmica para la determinacion de las velocidades especificas de

crecimiento (p4 y pp) de Thermus thermophilus PRQ 25 en medio Thermus en agua mineral.

Se obtiene que las velocidad especifica de crecimiento i, y p, de 0,18 y 0,04 h™'. Con valores

de regresion lineal (R?) de 0,997 y 0,999 respectivamente.
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APENDICE K. ANALISIS ESTADISTICO ANOVA SIMPLE

Resumen del Procedimiento:

Variable dependiente: Columna 2 (microorganismo con su inductor y sustrato enzimatico)

Factor: Columna 1 (actividad especifica sobre el sustrato enzimatico)

Numero de observaciones: 212
Numero de niveles: 106

Este procedimiento realiza un andlisis 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 comprobara si hay alguna diferencia significativa entre las
medias.

Tabla K1 ANOVA (Analisis de Varianza) para Columna 2 segun Columna 1:

Fuente Sumas de cuadrados grados de libertad Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 173669,0 105 1653,99 1571,42 0,0000
Intra grupos 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 la 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 realiz6 el Tests de Rangos Mdltiples de las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD).
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Una vez que se sabe que las medias que son significativamente diferentes unas de otras, se
aplica un procedimiento de comparacion muiltiple para determinar que medias que son
significativamente diferentes unas de otras con un 95% de confianza. La tabla K2 presenta
los resultados de la comparacién 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 alineacion del

signo x en la columna.

Este Test de Rangos Mltiples ordena los microorganismos inducidos en forma ascendente,
desde el microorganismo inducido que generé la enzima con menor velocidad de oxidacién
al microorganismo inducido que gener6 la enzima con mayor velocidad de oxidacién 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 relacion al resto de los microorganismos
estudiados, y que los mejores agentes inductores para Candida tropicalis ATCC20336,
Thermus AB1 y Thermus thermophilus PRQ 25 son hexadecanol, docosanol (C220H) vy
eicosanol respectivamente.

Tabla K2 Contraste Mdltiple de Rango para Columna 2 segutin Columna

Método: 95,0 porcentajes LSD

Columna 1 Columna 2 (media) Grupos homogéneos

(Microorganismo, inductor, (actividad esPeciﬁca)

Sustrato enzimético) umol-min”-g” proteina
PRQ16 eicosanol, tetradecanol 1.1 X
NR17 tetradecano, docosanol 1.5 XX
HB27 tetracosanol, docosanol 16 XX
AB1 docosanol, tetradecanol 1,9 XXX
AB1 heptadecano, docosanol 22 XXXX
NR17 tetradecano, tetradecanol 2, XXXX
PRQ16 docosanol, tetradecanol 2,6 XXXXX
HB27 octadecano, docosanol 3,2 XOOXXX
AB1 eicosanol, docosanol 38 XXX
NR17 heptadecano, docosanol 41 XO00X
ATCC tetracosanol, docosanol 42 X00(X
AB1 etanol, docosanol 44 XXX
PRQ16 docosanol, tetracosanol 4,5 XXXXXX
ATCC tetracosanol, tetracosanol 5,0 X000
NR17 octadecanol, tetracosanol 5,0 XX
NR17 octadecanol, docosanol 52 XOOK
ATCC docosanol, tetradecanol 53 b9 00004

145



APENDICE

Continuacion Tabla K2

Método: 95,0 porcentaje LSD

Columna 1 Columna 2 (media) Grupos homogéneos
(Microorganismo, inductor, (actividad esPeciﬂca)
Sustrato enzimatico) umol-min”-g” proteina

NR17 heptadecano, tetracosanol 5,4 XXXKXX
ATCC docosanol, docosanol 54 X000

NR17 docosano, tetracosanol a5 000K

HB27 eicosanol, docosanol 58 XX

NR17 tetradecano, docosanol 59 XXX

HB27 tetracosanol, docosanol 6,2 Y0000
ATCC docosanol, tetracosanol 6.4 X000
AB1 eicosanol, tetracosanol 6,9 XXX

NR17 docosano, docosanol 7.0 JXOOUXXXX

NR17 tetracosano, tetracosanol 7,1 XOOOXX

HB27 tetradecanol, tetracosanol 7,7 X000
AB1 etanol, tetracosanol 7.7 XXOOXXX

NR17 docosanol, docosanol 7.8 XOOOOKKX

NR17 docosanol, tetracosanol 7.8 00000

HB27 tetracosano, docosanol 7.9 XO00000(X

HB27 tetracosanol, tetracosanol 7.9 X000

PRQ25 tetradecano, tetracosanol 8,1 OO
AB1 octadecano, docosanol 8,5 X000

PRQ16 tetracosanol, docosanol 8,8 X0

HB27 docosanol, docosanol 8.8 XXOOOXXXK

NR17 tetracosanol, docosanol 8,8 000K

PRQ25 tetracosanol, tetradecanol 8,9 YOO0OXX

HB27 docosano, docosanol 8,9 JO0000MXX

PRQ16 tetradecano, docosanol 9,0 XOOOKXX

PRQ16 tetradecano, tetracosanol 9,1 YOO

PRQ16 docosanol, docosanol 94 XO0000X

PRQ16 tetracosano, docosanol 97 XX0000K

PRQ16 tetracosanol, tetracosanol 9,7 X000

PRQ16 heptadecano, tetracosanol 9,8 JO000(XX

PRQ16 heptadecano, docosanol 9,8 00000

HB27 heptadecano, docosanol 99 XOOOKXX

PRQ16 eicosanol, tetracosanol 10,4 000K

NR17 eicosanol, docosanol 10,5 XXX

PRQ16 octadecano, docosanol 10,5 X0OOX

NR17 eicosanol, tetracosanol 10,8 XXX

PRQ16 docosano, docosanol 10,8 XO000KK
PRQ16 octadecano, tetracosanol 11,1 XXXXX
AB1 tetradecano, tetradecanol 11,1 X000(X
AB1 octadecano, tetracosanol 11,3 XXX
PRQ25 docosanol, tetradecanol 11,6 XXX
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 11docosanol, tetracosanol 15,1 XXX
AB1 tetracosanol, docosanol 15,5 XXX
PRQ16 tetracosano, tetracosanol 15,5 XXX
PRQ16 docosano, tetracosanol 15,6 XXX
AB1 tetracosanol, tetradecanol 15,7 XXX
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Continuaciéon Tabla K2

Método: 95,0 porcentaje LSD

Columna 1 Columna 2 (media)
(Microorganismo, inductor, (actividad e
Sustrato enzimatico) umol-min”-g” proteina

Grupos homogéneos

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 204
PRQ25 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 241
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, tetradecanol 86,6
ATCC hexadecanol, docosanol 196,9
ATCC hexadecanol, tetracosanol218,8
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APENDICE L. ANALISIS DENSITOMETRICO DE LAS ELECTROFORESIS SDS PAGE

La densitometria de las electroforesis fue realizado por analisis de imagen con programa Gel
Pro 3.0 analyzer.

irky Scale{3126), Toom: 100%
¢ Inicio

Figura L.1 Programa Gel Pro 3.0 analyzer

La Figuras L.2 a la L.7, muestran las curvas del analisis densitométrico del perfil proteico del
extracto crudo de Candida tropicalis ATCC 20336, Thermus thermophilus PRQ 25y Thermus
AB1 inducidos con alcoholes y alcanos.
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Figura L.2 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 L.3 Densitometria del perfil electroforético de extracto crudo Candida tropicalis
inducido con alcanos (—) sin inductor, (—) tetradecano (—) heptadecano, (—) octadecano,
(—) docosano, (—) tetracosano.
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Figura L.4 Densitometria del perfil electroforético de extracto crudo Thermus
thermophilus PRQ 25 inducido con alcoholes (—) sin inductor, (—) etanol, (—)
tetradecanol, (—) hexadecanol, (—) eicosanol, (—) docosanol, ( ) tetracosanol.
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Figura 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, (—)
eicosanol, (—) docosanol, (- ) tetracosanol.
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Figura 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 INACTIVACION

Modelo de inactivacion de primer orden (Monofasico):

Este modelo es el mas utilizado para describir el comportamiento de inactivacién de enzimas
en solucion. Esta cinética se atribuye a la disrupcion 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)

kp
E;, » Eq4

Figura M.1 Esquema de inactivacion enzimatica de primer orden.

La ecuaciéon que modela este comportamiento esta dada por:

e
e_ =exp (k1) (Ecuacion M-1)
0

Donde:

E; = especie enzimatica

€ = actividad enzimatica al tiempo t.

€, = actividad enzimatica inicial o a tiempo cero.

k p =constante de velocidad de inactivacion de primer orden (h™).
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Modelo de inactivacion de primer orden con actividad residual:

El mecanismo de inactivacién considera que el biocatalizador se inactiva siguiendo un
modelo de primer orden, donde la actividad enzimatica final (E,) es distinta de cero (Ladero
et al, 2005). La enzima sufre una rapida inactivacion inicial, para luego estabilizarse en un
valor de actividad mayor que cero. Este mecanismo sigue el siguiente esquema:

kp p
E; » E,

Figura M.2 Esquema de inactivacion enzimatica de primer orden con actividad residual.

La ecuacién que modela este comportamiento esta dada por:

e
—= (1-B)-exp (~k, )+ B (Ecuacion M-2)
0

Donde:

E;= especie enzimatica

€ = actividad enzimatica al tiempo t.

€, = actividad enzimatica inicial o a tiempo cero.

k p =constante de velocidad de inactivacion de primer orden (h™).

[ = actividad especifica molar, especie E,.
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