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Capitulo 0

Dedicatorias y agradecimientos
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Dra. Feggy Ostosky Sheht-Solis

A lo largo de los nueve anos que tardé en realizar esta tesis, 1a influencia de
Lorena fue hermosamente omnipresente por multiples razones. Hemos compartido
ya 25 afios de proyecto de vida y de proyecio académico; ésta es reaimente la
primera tesis que no hacemos formalmente juntos, pero sin su ayuda no hubiera
podido realizarla; ella no sélo me alenté siempre para realizar el doctorado, sino
que permitié que nuestras hijas, nuestra casa, nuestro laboratorio en la UAM, todo
en nuestras vidas, y la misma tesis crecieran, se fortalecieran y siguieran
floreciendo. Realizé sacrificios importantes para que, incluso a pesar mio, el
proyecto de doctorado avanzara. Me ensend y explicd innumerables veces
enzimologia, y discutimos y analizamos juntos algunos temas, porque como es
bien sabido, ella es y sera siempre mejor enzimodioga que yo. Muchos tendran el
orgullo y satisfaccién de realizar una tesis doctoral, pero no todos tendran la suerte
y la felicidad de compartiria paso a paso con una extraordinaria mujer, que es
ademas la mujer amada. Por eso esta tesis la dedico principalmente y antes que a
nadie a Lorena, mi esposa, mi amiga.

El principal fruto de mi vida compartida con Lorena son nuestras hijas:
Leonor y Mariana. Cuando nacié Leonor, recibi el ofrecimiento de trabajar en la
UAM, lo cudl ha sido para mi vida académica lo mas relevante. Cuando nacio
Mariana recibi el ofrecimiento de incorporarme al proyecto que dio origen a esta
tesis doctoral, lo cual ha resultado ahora en el complemento indispensable de mi
trayectoria académica. Estos hechos simultaneos son casualidades muy

afortunadas que han enriquecido mi vida en todos los aspectos; asi, mis hijas han



sido aliciente y motivacion perfectos para mi desarrollo profesional. A lo largo de
estos nueve afios de doctorado, las he visto crecer y convertirse en dos nifias
maravillosas. A nueve arios del inicio del doctorado, Leonor esta muy cerca de
dejar la infancia, y Mariana continuara en ella pocos anos mas, pero he disfrutado
su compafiia, su desarrollo, su alegria y en general sus pequefias vidas al
maximo, aun a costa de prolongar el doctorado y haberlo realizarlo en nueve afios.
iVali¢ la penal Para ellas fodo mi amor.

Como extension de mi familia quiero reconocer y agradecer a Claudia,

quién en forma muy importante ha contribuido a este proyecto de vida familiar.

0.2. A mis Padres y Hermanas

Durante el desarrollo del doctorado fallecid mi padre, quién bien a bien
nunca entendio la necesidad que alguien puede tener de hacer un doctorado, pero
gue indirectamente y de muchas maneras influyd para que yo estudiara quimica,
ciencia de alimentos, e incluso biotecnologia, aungue para él era irrelevante usar
estas cosas para algo mas que hacer quesos. Dedico a Su Memoria esta tesis.

A mi madre, quién ha sido siempre mas comprensiva de la necesidad de
hacer un doctorado. Ella siempre me apoyd, desde que cuando nific manifesté mi
gusto por la quimica, comprension que surgié en parie de su amor de madre
extraordinaria y en parte por su naturaleza de mujer siempre inteligente y
modema. Su firmeza de caracter, su vocacion por el trabajo, su interés por la
cultura y el conocimiento, complementados con su disposicion hacia sus hijos y su
termnura fueron fundamentales para mi vida. Para ella mi admiracién y mi carifio.

Para mis hermanas, mujeres inteligentes y profesionales exitosas, mi carifio
de siempre. Haber compartidc mi infancia con dos nifas lindas fue parte de mi
felicidad; ahora el destino me ha colocado nuevamente compartiendo y amando
en mi vida adulta a dos nifnas lindas en un venturoso déja vu. A mis hermanas les
deseo que sean siempre el ejemplo y fortaleza de sus hijos Juan Carlos, Graciela,
José Antonio, Eduardo y Pablo, mis sobrinos a quienes también dedico esta tesis.
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A mis suegros (extraordinarios hombre, mujer y pareja), a mis cufiados,
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0.9. Epilogo

Nueve afos es quiza un periodo largo para hacer un doctorado; pero en mi
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Resumen

La alcohdlisis es un caso particular de las reacciones de transglicosidacion, en las
cuales el ataque nucleofilico a un disacarido es efectuado por el grupo hidroxilo de un
aicohol resultando en la formacion de un alquilglicésido. El presente trabajo consistid en
estudiar ia reaccién de alcohdlisis de lactosa en un sistema de una sola fase organica
liquida, formada por el alcohol aceptor (1-heptanol) saturada con agua, y utilizando B-
galactosidasa como biocatalizador de la reaccidn.

En una primera etapa del proyecto se efectuaron reacciones de alcohodiisis con (-
galactosidasa de E. coli. La velocidad de la reaccion fue altamente dependiente de la
cantidad de agua solubilizada en 1-heptanol. En un sistema de dos fases liquidas, la
velocidad de alcoholisis fue 73% mas rapida que en el sistema organico de una fase. Sin
embargo, en el sistema de una fase no se observé hidrélisis ni del substrato (lactosa) ni del
producto (heptil-galactésido), dentro de las primeras 20 horas de la reaccion. La solubilidad
de la lactosa aumentd a medida que se incrementaba el contenido de agua en el sistema
incrementando la concentracion la velocidad de la reaccion, siguiendo el modelo de
Michaelis-Menten. La actividad de agua (a,) fue estimada para el sistema de una fase con
diferentes contenidos de agua utilizando un modelo publicado previamente. La actividad
enzimatica de la B-galactosidasa en [a alcohdlisis resultdé ser una funcién de la cantidad de
agua adsorbida, en forma analoga al comportamiento reportado para la lisozima en
ambientes de bajo contenido de agua. Se concluyd que la contribucion del agua a ia
hidratacion de la enzima es el factor que domina la velocidad de la reaccion de alcohblisis,
mientras que el efecto en la solubilizacién de |a lactosa es mucho menos importante.

Pese a gque una de las bondades de las reacciones enzimaticas en sistemas
organicos es la posibilidad de incrementar considerablemente la temperatura, la B-
galactosidasa de E. coli en este sistema de reaccidon mosiré una muy pobre estabilidad
térmica; de ahi que, en la segunda etapa del proyecto, se decidio explorar el uso de una §-
glicosidasa hipertermofilica con actividad de lactasa buscando incrementar la velocidad de ia
reaccion, y ademas incrementar la cantidad de lactosa disponible en forma soluble en el
sistema de una fase. Cuando la reaccidén de alcoholisis de la lactosa se efectud a 37°C con

la B-galactosidasa de E. coli, la velocidad inicial fue de 14 nmoi/ml min, perc cuando la



reaccion se efectud a 90°C con la B-glicosidasa hipertermofilica, la velocidad fue 3.14 vece
mayor; en este caso se logré una solubilidad 6.4 veces mayor de la lactosa en el 1-heptan
saturado con agua. La p-glicosidasa hipertermofilica fue también capaz de realizar
reaccion de hidrolisis inversa utilizando tanto glucosa como galactosa como substrato
como consecuencia, cuando la lactosa fue utilizada como substrato, se formé en una primel
etapa el heptil-f-galactésido como consecuencia de la reaccidn de alcohdlisis,
subsecuentemente la glucosa liberada fue consumida en la reaccion de hidrolisis invers
formando el heptlil-p-glucdsido. Ambas reacciones se ajustaron al modelo cinético ¢
Michaelis-Menten. Ni la lactosa ni los heptil-glicésidos fueron hidrolizados por esta enzima ¢
el heptanol saturado con agua. La conversién de los azucares en heptil-glicdsidos fi
limitada por una fuerte inhibicién por producto y la formacién de oligosacaridos.

Este irabajo de tesis representa una contribucién importante a la “ingenieria d
solvente” en reacciones de alcohdlisis y en sistemas verdaderamente organicos. Lc
resultados obtenidos permiten esclarecer el papel del agua y el minimo grado de hidratacic
requerido para que la enzima tenga actividad catalitica. Especificamente establece un clal
precedente en cuanto al control que el grado de hidratacion de la enzima ejerce sobre
reaccion, y abre la perspectiva de reacciones a altas temperaturas mediante el uso de ur
enzima novedosa, la cual ademas de permitir la reaccidn a un minimo de 80°C con Iz
ventajas que ello implica, permite realizar simultaneamente la reaccion de transglicosidacic

e hidrélisis inversa.



Abstract

Alcoholysis reaction is a particular case of transglycosidation reactions, in which the
nucleophilic attack of the carbohydrate, catalyzed by a hydrolytic enzyme, is substituted by
an alcohol leading to the formation of an alkyl-glycoside. In the current work the possibility to
carry on the alcoholysis reaction of lactose using p-galactosidase as biocatalyst, and water
saturated 1-heptanol in a one-phase system was studied.

During the first part of the study, alcoholysis reactions were performed in organic one-
phase liquid systems with E. coli B-galactosidase, to produce heptyl-p-gaiactoside from
lactose and 1-heptanol. The reaction rate was strongly dependent on the amount of water
solubilized in the alcohol. A larger amount of water led to a system of two liquid phases in
which the alcoholysis rate was 73% faster than in the one-phase system. No hydrolysis
reaction of either lactose or product was observed in one-phase systems up to 20 h
independently of the water content. Solubility of lactose in the organic phase increased with
the water content in the system and the reaction followed the Michaelis-Menten model. Water
activity (a,) was estimated for heptano! containing different amounts of water and the
obtained values were used to estimate the hydration of B-galactosidase from known models.
Enzyme activity correlated with sorbed water, in similarity with the behavior reported for
lysozyme in low water environments. It is concluded that water contribution to enzyme
hydration dominates the rate of reaction compared to its effect on lactose solubilization.

In spite that one of the advantages of enzymatic reactions in organic systems is the
possibility to perform reactions at higher temperatures, the g-galactosidase from £. cofi in this
alcoholysis reaction system had a very poor thermal stability. Consequently, in the second
part of the project a hyperthermophilic §-glycosidase with lactase activity was studied, aiming
to increase the solubility of lactose in the one-phase system and to improve the rate of
reaction. When alcoholysis reaction of lactose was performed at 37°C with B-galactosidase
from E. cofi, the initial rate was 14 nmol/ml min, and the limiting factors were the poor
solubility of the substrate in 1-heptanol and a low thermal stability of the enzyme. When a
hyperthermophilic B-glycosidase was used at 90°C, the rate was 3.14 folds higher; in this
case a concentration 6.4 folds higher of soluble lactose was available for the enzyme in the

water-saturated heptanol, due to the higher temperature. The hyperthermophilic f-
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glycosidase was also able to use glucose and galactose as substrates to achieve the revers
hydrolysis reaction. As a consequence, when lactose was used as substrate, heptyl-|
galactoside was formed by alcoholysis, while the released glucose moiety was used in
secondary reverse hydrolysis reaction to produce heptyl--glucoside. Both reactions followe
Michaelis-Menten kinetics behavior. Neither lactose nor heptyl-glycosides were hydrolyzed t
this enzyme in water saturated heptanol. The conversion was limited by a strong produ
inhibition and the formation of oligosaccharides.

This thesis work represents an important and original coniribution to the “solvel
engineering” concept in alcoholysis reactions in a truly organic system. It establishes th
contribution of water and the minimal hydration level heeded for catalytic activity of enzyme:
Specifically for alcoholysis reactions, this work contributes to the knowledge on th
importance of water as the main controlling factor of the reaction, and demonstrates th
possibility to conduct the reactions at higher temperatures (above 90°C) using a nov
enzyme. It also allows 1o use more efficiently the subsirate by simultaneou

transgiycosidation and reverse hydrolysis reactions.



Capitulo 1

Introduccidn

1.1. Antecedentes y justificacidén

La alcohdlisis es un caso particular de las reacciones de transglicosidacion, en las
cuales el ataque nucleofilico a un disacarido es efectuado por el grupo hidroxilo de un
alcohol. Un ejemplo de alcohdlisis es el que se describe en la Figura 1, donde ia lactosa en
presencia de heptanol, y mediante la catalisis enzimatica de la B-galactosidasa (E.C.
3.2.1.23), es transformada en glucosa y heptil-galactésido. Esta reaccion, utilizando estos
mismos ingredientes tal y como se describe en el esquema de la Figura 1, es el tema central

de esta tesis.

CH,OH CH,CH
o CH,OH o
0 0
lactosa giucosa
B-GALACTOSIDASA
+ - +
CH,OH
CHg -CHp-CHy CHp-CHp-CHy £ Hy-OH o

0-CH»-CHy -CHyp L Hp-CH p-CH 5.CHy
1-heptanol

heptil-galactosido

Figura 1. Reaccién de alcohdlisis de lactosa con 1-heptanol como agente nucleofilico,
catalizada por B-galactosidasa.

La reaccion de alcoholisis, precisamente con la (B-galactosidasa, fue descrita por
primera vez en 1912 (Wallenfels y Malhorta 1961). A diferencia de la reaccion de hidrélisis

normalmente catalizada por esta enzima en medic acuoso, el agua en la alcoholisis es
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substituida por un alcohol, dando como resultado la formacién de un alquil-glicésido. Est
fenomeno parece ser un comportamiento general para las enzimas hidroliticas (Wallenfels
Weil 1972; Shinoyama y Yasui, 1988), y en los ultimos 10 afios o poco mas ha habido u
gran interés en este tipo de reacciones de transglicosidacion, demostrandose que la reaccié
es de caracter general en Io que corresponde a diferentes enzimas hidroliticas y su
respectivos substratos, asi como a una gran diversidad de alcoholes. El interés en la sintesi
de alquil-glicésidos mediadas con enzimas hidroliticas ha sido motivado por la posibilida
que representa para la sintesis de compuestos con caracteristicas surfactantes, asi como d
glicoconjugados de interés bioquimico y/o con actividad fisiologica, o bien para ser utilizado
como aditivos en alimentos y medicamentos.

La gran mayoria de los trabajos publicados sobre reacciones de alcohélisis, incluido
los mas recientes, son puramente descriptivos en términos de las posibilidades de realizarla
con diversas enzimas, substratos y alcoholes, pero muy poco han aportado en términos d
los parametros cinéticos y las condiciones que controian la reaccién. La mayoria de lo
articulos se limitan a reportar los rendimientos en la conversién del carbohidrato al respectiv
alquil-glicésido. La limitacibn mas importantie en estos sistemas es la insolubilidad de
substrato en el alcohol, particularmente si se pretende utilizar un alcohol con una larg:
cadena hidrocarbonada como agente nucleofilico. Esto ha llevado a que los estudios s
realicen en sistemas de dos fases, donde el substrato (generalmente un carbohidrato) s:
solubiliza en agua para conformar la fase acuosa, y la fase organica es constituida por ¢
aicohol hidrofébico. Sin embargo, el llevar a cabo reacciones de alcohodlisis en dos fase
tiene el inconveniente de la presencia de un exceso de agua, lo cual promueve un:
competencia entre la reaccion de alcohdlisis y la de hidrélisis (Shinoyama y Yasui 1986
Shinoyama et al 1888; Vulfson et al. 1990a,b); por otra parte, el mismo alquil-glicosido pued:
ser hidrolizado por la misma actividad enzimatica, disminuyendo los rendimientos de I
reaccion (Selisko et al. 1990; Vulfson et al. 1990a,b).

En el presente trabajo de tesis se exploro la posibilidad de lievar a cabo la reaccién d
alcohdlisis con B-galactosidasa en un sistema de una fase, cosa que algunos autores habias
reportado como no factible (Tricone et al. 1991; Chahid et al. 1992). Dentro de esto, fuero
considerados dos aspectos fundamentales: 1) el papel de la actividad de agua y su relacio

con la hidratacion de la enzima, y 2) la mejora de la reacciébn mediante el incremento de I



solubilidad del substrato como resultado del aumento de la temperatura, lo cual al mismo
tiempo eleva la velocidad de reaccion. El capitulo central de esta tesis, estad integrado por
dos articulos publicados en Biotechnology and Bioengineering en el anfo 2000 (Garcia-
Garibay et al. 2000a,b), los que se relacionan con estos dos aspectos centrales. En el
primero se realizé un analisis detallado del papel del agua en la reaccion de alcohdlisis,
particularmente a través del parametro termodinamico actividad de agua (a,). y en el
segundo se trabajé con una enzima hipertermofilica que permitié realizar la reaccién de
alcohdlisis a una temperatura tan alta como 90°C, permitiendo asi evaluar la capacidad del
sistema para solubilizar mayores cantidades de agua y de substrato. Es relevante mencionar
que el estudio representa la primera vez que dicha enzima es empleada en reacciones de
alcohdlisis.

La pretensiéon de este trabajo fue demostrar la posibilidad de realizar la reaccién de
alcohdlisis en sistemas monofasicos, como una alternativa para contrarresiar los problemas
de hidrolisis de substrato y producto, pero al mismo tiempo investigar el papel que tiene el
agua sobre el control cinético de la reaccién en funcion de la hidratacion de la enzima y la
solubitidad del substrato, y también ia posibilidad de mejorar la solubilidad de éste ditimo a
través de incrementos de [a temperatura para aumentar la velocidad de reaccion.

Las razones por las cuales se seleccioné a la B-galactosidasa con su respectivo
substrato lactosa fueron las siguientes: se ha demostrado que es una enzima capaz de
realizar ia alcohdlisis incluso con alcoholes hidrofébicos, y en general su participacion en
reacciones de transglicosidacion ha sido ampliamente estudiada (Prenosil et al. 1987a,b;
Garcia-Garibay y Gomez-Ruiz 1996); la enzima (particularmente la de E. col) ha sido
ampliamente estudiada y se conocen a fondo muchas de sus caracteristicas bioguimicas y
moleculares; por otra parte, hay muchas fuentes microbianas de esta enzima con diversidad
en propiedades y cualidades como termoestabilidad, proclividad a la transglicosidacion, peso
molecuiar, pH optimo, etc. (Wasserman 1884, Gekas y Lopez-Leiva 1985; Garcia-Garibay y
Gomez-Ruiz 1996); existen varias p-galactosidasas comerciales ampliamente disponibles y
bien caracterizadas; y finalmente, por el hecho de que la lactosa es un substratio altamente
disponible y relativamente barato a través del suero de leche, subproducto de la elaboracién

de queso (Garcia-Garibay et al. 1993).



Independientemente del modelo adoptado en esta tesis, el aportar elementos qu
permitan entender el conirol cinélico de las reacciones de alcohdlisis es un avanc
importante en este campo, pasando de un terreno meramente descriptivo a otro que pemi
explorar lo que ha dado en llamarse ingenieria del medio en reacciones enzimaticas y en la
reacciones de alcohdlisis en particular o las de transglicosidacién en general. Con certez:
esto permitira sacar mayor provecho de las enzimas hidroliticas para su utilizacién e

reacciones de sintesis.

1.2. Hipoétesis

Se planteé como hipétesis del presente trabajo que la reaccién de alcohélisis pued
ser efectuada en un sistema monofasico si la enzima mantiene un grado de hidratacié
suficiente para tener actividad catalitica. Una reducida cantidad de agua en el sistem
limitara las reacciones de hidrélisis de lactosa y producto (heptilgalactésido) y conferir

mayor estabilidad témica a la enzima.

1.3. Objetivo

El objetivo del presente {rabajo fue estudiar a la B-galactosidasa en reacciones d
alcohdlisis de lactosa con un aicohol hidrofdbico (1-heptanol) para la obtencion de u
alquilgalactésido con caracteristicas de surfactante.

Para lograr este objetivo en pnincipio fue seleccionada la enzima de Escherichia coi
pero con la posibilidad de explorar otras fuentes con mayor estabilidad intrinseca. A travé
del conocimiento de los factores cinéticos y bioquimicos implicados en la reaccién d
alcoholisis descrita en la Figura 1, se pretendid establecer condiciones adecuadas e
términos de rendimiento para la sintesis enzimatica de alquil-galactésidos con potenci
biotecnolégico. Para esto se realizd el estudio de la alcohdlisis en sistemas con baj
actividad de agua, donde el objetivo fue conocer cual es la influencia de los distinto
componentes (agua, alcohol, concentracién de substrato) en la factibilidad, velocidad

rendimiento de la reaccion.



1.4. Generalidades de las reacciones de alcohdlisis

1.4.1. Definiciones y desarrollo

La mayor cantidad de aplicaciones de la tecnologia enzimatica esta basada en el
uso de hidrolasas para reacciones de degradaciéon. En contraposicion, las reacciones de
sintesis han estado muy limitadas en aplicaciones tecnolégicas, fundamentalmente porque
la mayoria de las enzimas que naturalmente intervienen en ellas requieren fuentes
bioquimicas de energia. Por ello no son viables fuera de la célula ante la imposibilidad de
producir y regenerar cofactores en forma econdémicamente viable (Barzana y Lépez-Munguia
Canales 1993). En los ultimos afios, la posibilidad de utilizar hidrolasas en reacciones de
sintesis ha despertado gran interés en la biotecnologia: lipasas, proteasas y carbohidrasas
pueden efectuar reacciones "inversas" mediante la manipulacién de factores que inviertan el
equilibrio termodinamico (Zaks et al. 1988; Riva y Secundo 1990; Vulfson 1993). Una
estrategia importante en este sentido ha sido el uso de reacciones enzimaticas en medios
organicos o con bajo contenido de agua (Zaks et al. 1988, McEvily y Zaks 1991; Vulfson
1993}, v en el marco de este panorama general se han desarrollado y estudiado con gran
interés las reacciones de alcoholisis (Vulfson 1993).

En ias reacciones de hidroiisis de carbohidratos catalizadas por enzimas (Hamadas
carbohidrasas o glicosidasas), esta implicito un ataque nucleofilico del oxigeno del agua, la
cual actia como aceptor del carbohidrato reconocido por el sitio activo de la enzima
(Wallenfels y Weil 1972; Toone et al. 1989). La siguiente reaccién representa ta hidrélisis de

la lactosa:

lactosa + H,O0 — galactosa + glucosa

Por otra parte, el atague nucleofilico puede lievarse a cabo por un compuesto
hidroxilado distinto al agua, pudiendo ser un carbohidrato o un alcohol; estas reacciones en
general reciben el nombre de transgiicosidaciones (Toone et al. 1989; Cote y Tao 1990).
Para el caso de la B-galactosidasa, este fendmeno se conoce desde hace muchos afios

{Pazur 1953; Wallenfels y Malhotra 1961). La reaccion de alcohdlisis es un caso particular




de las transglicosidaciones, donde el aceptor es un alcohol. La alcohdlisis de la lactosa ¢

ilustra con la siguiente reaccion (ver también la Figura 1):

lactosa + R-OH — galactosa-O-R + glucosa

Las transglicosidaciones que ocurren cuando el agente nucleofilico es un carbohidrat
han sido ampliamente estudiadas. En el caso de la alcohélisis los estudios se han realizad
practicamente en su totalidad durante los Gltimos 13 afios a pesar de que el fenémeno s
reporté por primera vez en 1912 (Vulifson et al. 1990a). Eventualmente la funcion de aceptc
del alcohol puede ser realizada por un tiol, como el mercaptoetanol, lograndose la formacié
de un glicésido con un enlace tioéter (Dintinger et al. 1994).

Otro fendmeno relacionado que presentan las carbohidrasas es el de las reaccione
de sintesis por "hidrélisis inversa" o condensaciéon (Toone et al. 1989; Cote y Tao 199(
Nilsson 1991). En estos casos el monosacarido actia como substrato y es reconocido por ¢
sitio activo, donde la enzima [o une a un aglicén o aceptor, €l cual puede ser otra molécul
de azucar o un alcohol. Estas reacciones han sido estudiadas en paralelo a las reaccione
de transglicosidacion y alcohdlisis desde que se reportaron los primeros resultados de esto
fenomenos (Wallenfeis y Weil 1972; Cote y Tao 1990). En 1912 se publico la sintesis d
alquil-glicésidos con B-galactosidasa (Wallenfels y Malhotra 1961), partiendo de galactos
como substrato y etanol o propanol como aceptores (aglicones). La siguiente reaccid

ejempiifica ia "hidrélisis inversa™

galactosa + R-OH — galactosa-O-R + H,0O

Para los propésitos de este proyecto, se consideraran reacciones de alcohélisis tant
aquellas que ocurran por transglicosidacion, como las reacciones de “hidrdlisis inversa
siempre que el aceptor sea un alcohol.

La Tabla 1 enlista enzimas, subsfratos y condiciones que han sido utilizados e
reacciones de alcohdlisis (incluida la hidrélisis inversa) en diversos trabajos publicados en |
Gltima década y un poco antes. Los estudios en su mayoria, incluyendo informes recientes

se han hecho a nivel exploratono, es decir, para estudiar ia factibilidad de la reaccidn co
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diferentes enzimas, substratos, aceptores y condiciones. Como puede verse en la Tabla 1

las enzimas que mas han sido estudiadas son la f-glucosidasa y la p-galactosidasa.



Tabla 1. Enzimas utilizadas en reacciones de alcohdlisis.

ENZIMA FUENTE SUBSTRATO ACEPTOR CONDICIONES | REFERENCIA
a-glucosidasa |arroz maltosa alcoholes C1- | 37°C, pH 4.0, |Shinoyamay
(8, alcohol sin agitacion Yasui 1938
bencilico,
ciclohexanol
a-glucosidasa | Saccharomyces | maltosa alcoholes C1- [37°C, pH 6.8, |Shinoyamay
cerevisiae C8, alcohol sin agitacion Yasui 1988
bencilico,
ciclohexano!
o-glucosidasa | 5. cerevisiae maltosa l-mentol 450C, pH 5.5 |Nakagawa et
al. 1996; 1998
B-glucosidasa |almendra celobiosa alcoholes C1- | 37°C, pH 5.0, |Shinoyamay
C8, alcohol sin agitacién Yasui 1988
bencilico,
ciclohexanol
B-glucosidasa | almendra glucosa alcoholes C5- |37 y 60°C Vulfson et al.
C12, primarios 1990a
B-glucosidasa | almendra metil-3- alcoholes C5- | 38°C, agitacion | Vulfson et al.
glucdsido C8, primarios |a 150 rpm 1990b
B-glucosidasa |almendra glucosa o alcoholes 1, 2 y | 40°C, con Vic y Thomas
celobiosa 3 hidroxi- cosolventes 1992; Vic et al.
bencilicos 1995
B-glucosidasa | almendra glucosa alcohol 2- 40 0 45°C, con | Vic et al 1997
hidroxi- cosolvente
bencilico, (tert-butanol)
octanol
B-glucosidasa |almendra glucosa propanoi, 60°C, en Chahid et al.
hexanol, incubadora 1992
octanol agitada
B-glucosidasa |almendra glucosa mono y di 40°C con Laroute y
alcoholes C2-C6 | agitacién Willemot 1992
B-glucosidasa | almendra glucosa alcoholes 50 o0 60°C con |Panintrarux et
alifaticos C6-  {agitacién al. 1995; 1997
C12 primarios, |vigorosa
secundarios y
terciarios
B-glucosidasa ; almendra glucosa octanol 500C, agitacion |Ljunger et al.
150 rpm 1994
B-glucosidasa | almendra glucosa o B-mercapto- 25¢C Dintinger et al.
pNP-B-glucosa | etano! 1994
B-glucosidasa |almendra glucosa o fenil- | cis y trans 2-(4- | 50 o 65°C, Zarevicka et
B-glucdsido metoxibencil-1- | calentamiento {al. 1999
! ciclohexanol con microondas
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Tabla 1. Continuacion

B-glucosidasa |almendra glucosa hexanol, 500C, pH 5.6, |Yietal. 1998
octanol enzimay
glucosa en fase
acuosa
confinada en
capsulas
poliméricas
suspendidas en
la fase organica
B-glucosidasa |almendra glucosa 0 etilenglicoles, |30°C, pH 5.2, |Millgvist-Fureby
celobiosa dioles C3-C6 en sotuciones et al. 1998
sobresaturadas
metaestables
de
carbohidratos
B-glucosidasa | almendra fucosa hexanol, 500C, pH 5.5, |Kobayashi et al.
heptanol, con agitacion | 1999
octanol vigorosa
B-glucosidasa | Aspergillus celobiosa alcoholes C1- {37°C, pH 5.0, |Shinoyamay
niger C8, aicohol sin agitacion Yasui 1988
bencilico,
ciclohexanol
B-agiucosidasa | A. niger celobiosa metanol, etanol | 50°C, pH 5.0 Yany Liau
1998
B-giucosidasa | homogenizado |fenil-B- alcoholes C1- | 75°C Trincone et al.
celular de glucosido C8, primarios, 1991
Sulffolobus secundarios y
solfataricus terciarios,
alifaticos y
aromaticos
B-glucosidasa | 7richoderma | celobiosa heptanol, 30°C, agitacién | Shinoyama et
viride octanol 180 rpm al. 199143
B-glucosidasa y |almendra y A. |lactosa octanol 60°C, en Chahid et al.
B-galactosidasa | oryzae inc_ubadora 1994
combinadas agitada
a-galactosidasa | café rafinosa L-serina 30°C, pH 6.5 |Cantacuzeney
protegida en Attal 1991
amino y
carboxilo
~galactosidasa | Aspergillus lactosa alcoholes C1-  !37°C, pH 4.0, |Shinoyamay
oryzae C8, alcohol sin agitacion Yasui 1988
bencilico,
ciclohexano!
B-galactosidasa | A. oryzae lactosa butanol 30-709C, pH Ismail et al.
4.5 1999

53




Tabla 1. Continuacion

B-galactosidasa | A. oryzae galactosa o etilenglicoles, |30°C, pH 5.2 Miliqvist-Fureb
lactosa dioies C3-C6 en soluciones {et al. 1998
sobresaturadas
metaestables
de
carbohidratos
B-galactosidasa | A. oryzae lactosa o L-serinay L- 35°C, pH 5.0 | Nilsson y
galactosa treonina Scigelova 199«
protegidas en
amino
B-galactosidasa | A. niger metil-p- hexanol 37°C, con Beecher et al.
modificada galactosido cosolventes 1990
quimicamente
con
polietilenglicol
B-galactosidasa | Escherichia coli | ONP-f3- alcoholes C3-C8 | 30°C Matsumura et
0 A. oryzae galactosa secundarios al. 1997
mono y dioles,
1-feniletanol
B-galactosidasa | £. coff lactosa alcoholes C1-  |37°C, pH 7.3, |Shinoyamay
C8, alcohol sin agitacion Yasui 1988
bencilico,
ciclohexanol
B-galactosidasa | £. cofi lactosa mono y di oles |25°C, pH 7.3 {Crout et al.
C3-C4 1990
[-galactosidasa | £. coif lactosa L-serina 30°C, pH 7.8 |Cantacuzeney
protegida en Attal 1991
amino y
carboxilo
B-galactosidasa | £. coff oNP-G- C8 y C10 mono |30°C Matsumura et
galactosa o y dioles al. 1991
lactosa
B-galactosidasa | £, colf ONP-3- butanol 37°C, pH 7.0 | Moreno-Beltrar
galactosa o en sistema de |etal. 1999
lactosa micelas
inversas
B-galactosidasa | £. cofi galactosa o cis y trans 2-(4- | 50 o 65°C, Zareviicka et
fenil-p- metoxibencil-1- i calentamiento |al. 1999
galactésido ciclohexanol con microondas
(His)s- E. cofi lactosa alcohol alilico Piesecki et al.
B-galactosidasa | modificada por 1993
ingenierfa

genética para
su facil
inmovilizacion
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Tabla 1. Continuacion

B-galactosidasa | Kluyveromyces |lactosa mono y di oles |40°C Stevenson et
marxianus o C1-C6, glicerol, al. 1993
K. lactis alcohol
bencilico
B-galactosidasa | Baciflus ONP-(3- S-fenilpentan- len CO, Mori y Okahata
encapsulada en | circu/ans galactosa 1-of supercriticoa | 1988
cubierta de 40°C, 150 atm.
lipido
B-galactosidasa | Streptococcus | lactosa etanol, 40°C, pH 7.0 | Stevenson y
| thermophilus 2-flouroetanol Fumeaux 1996
B-galactosidasa | homogenizado | fenil-3- alcohotes C1- 1 75°C Trincone et al.
celular de S. galactésido y | C8, primarios, 1991
soffataricus lactosa secundarios y
terciarios,
alifaticos,
ciclicos y
aromaticos
B-glicosidasa Suffolobus pNP-[- 2-hidroxietii 60-859°C Santin et al.
con actividad soffataricus galactosa metacrilato 1996
B-galactosidasa
B-glicosidasa Caldocelfum lactosa o metanol, 65°C, pH 6.3 Stevenson et
con actividad saccharolyticurn | celobiosa etanol, glicero! al. 1996
B-gatactosidasa
B-glicosidasa jugo gastrico | lactosa derivados 37°C, pH 5.0 | Leparoux et al.
con actividad de la serpiente protegidos de 1994
B-galactosidasa Achatina sering, treonina
achatina e hidroxiprolina
invertasa Saccharomyces | sacarosa 0 alcoholes C1-C3 | 25°C, pH 5.0 Seiisko et al.
cerevisiae fructosa 1990
invertasa S. cerevisiae sacarosa alcaloides de!  |33°C, pH 4.8- |Kren 1992
ergot 6.0
invertasa S. cerevisige sacarosa metanol 40°C, pH 4.6 | Rodriguez et al.
1996; 1997
invertasa S. cerevisiae sacarosa etilenglicoles, |30°C, pH 5.2 Millgvist-Fureby
dioles C3-C6 en soluciones | et al. 1998
sobresaturadas
metaestables
de
carbohidratos
B-xilosidasa A. niger xilobiosa aicoholes C1- | 30°C, pH 4.0, |Shinoyama et

C8, primarios,
secundarios y
terciarios,
alcohol
benciiico,
ciclohexanol

sin agitacién

al. 1988;
Shinoyama y
Yasui 1988
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Tabla 1. Continuacién

[ B-xilosidasa Trichoderma | xilosa o alcoholes 40°C, agitacidn | Drouet et al.
reesef metil-B-D- alifaticos C2-C8 | 200 rpm 1994
xilanopiranosa |primarios y
secundarios,
alcohol
bencilico
oa-manosidasa | haba manosa Dy L-serina, 35y 55°C, pH |Johansson et
Dy Ltreonina 4.3 al. 1991
a-manosidasa | haba manosa o L-serina y 250C, pH 5.0 Nilsson y
pNP-a-manosa |L-freonina Scigelova 1994
protegidas en
amino
c-manosidasa | haba manosa o B-mercapto- 250C Dintinger et al.
pNP-o-manosa |etanol 1994
a-manosidasa |haba manosa o alcaloides del | 35°C, pH 5.0 | Scigelova et al.
pNP-a-manosa | ergot 1994
B-manosidasa | Rhizopus manobiosa alcoholes C1- |37°C, pH 5.0 | Fujimoto ef al.
nmiveus C4, etilenglicol, 1997
alcohol
bencilico
glucoamilasa | Rhizopus glucosa mono y di 40°C, con Laroute y
oryzae alcoholes C2-C6 | agitacion Willemot 1992
glucoamilasa Rhizopus sp. almidon alcoholes o, m, §45°C, pH 5.0 Shin et al. 200C
p-hidroxi-
bencilicos
a-amilasa A. nigero almidén o metanol 50, 60 y 70°C, | Santamaria et
A. oryzae maltodextrinas pH3.0,40y al. 1999
5.0
o-amilasa Baciflus stearo~ | almidén metanol 60°C, pH 6.0 | Saab-Rincon et
mutada en Ala- | thermophilus al. 1999
289
exogalactanasa | A. niger var. galactano alcoholes C1- |40°C, pH 7.0 Bonnin et al.
aculeatus C4, serina, 1999
treonina,
cisteina
exo-B-D-gluco- | Peniciflium quitosano alcoholes 30°C, pH 4.0 Matsumura et
saminidase funiculosum alifaticos C1- al. 1999
C8, alcohol
benciiico
a-N-acetil higado de N-acetilga- D y L-serina, 259C, pH 4.3 | Johansson et
galacto- bovino lactosamina D y L-treonina al. 1991
saminidasa
a-N-acetii A. niger N-acetilga- L-serina 45°C, pH 2.7- {Naundorfy
galacto- lactosamina 5.1 Ajisaka 1999
saminidasa
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1.4.2. Papel de las enzimas, substratos y aceptores

De acuerdo a los informes recopilados en la Tabla 1, se puede establecer que las
reacciones de alcohdlisis son un fenémeno general, al menos en las disacaridasas ya que
hay pocos estudios con polisacaridasas. Sin embargo, la enzima, el aceptor y el substrato
juegan papeles importantes en la factibilidad, velocidad y rendimiento de fa reaccién, como
puede corroborarse en muchos de los estudios presentados en la Tabla 1 donde se han
estudiado mas de uno de estos elementos para la mayoria de las enzimas.

En un estudio con diferentes enzimas, Shinoyama y Yasui (1988) mostraron que la B-
xilosidasa de Aspergillus niger es muy superior a las otras probadas en reacciones de
alcoholisis. De acuerdo a los resultados mostrados por estos autores, esta enzima utiliza
algunos alcoholes como aceptores preferentemente sobre el agua, obteniéndose en algunos
casos conversiones del 100% (es decir, la totalidad del substrato fue convertido en alquil-
glicésido). Ninguna ofra enzima de las que han sido estudiadas presenta esta altisima
preferencia por las reacciones de alcohdlisis.

Johansson et al. {(1991) utilizaron treonina y serina como aceptores y encontraron que
algunas disacaridasas fueron capaces de realizar la alcohdlisis mientras que otras no. La o-
N-acetilgalactosaminasa, con N-acetilgalactosamina como substrato, y la ¢-manosidasa con
manosa fueron capaces de formar productos en reacciones de hidrélisis inversa utilizando
como aceptores ambos aminoacidos en sus formas L y D; sin embargo, no hubo reaccion
cuando se utilizaron como substratos monosacaridos con aglicon (reaccion de
transglicosidacion). Las enzimas p-galactosidasa, p-xilosidasa y o-galactosidasa fueron
incapaces de utilizar los aminoacidos como aceptores dando resultados negativos tanto en
reacciones de hidrolisis inversa como en la reaccién de transferencia. Sin embargo, estudios
posteriores de otros autores mostraron la factibilidad de utilizar L-serina como aceptor de ia
reacciones con o-galactosidasa y B-galactosidasa (Cantacuzene y Attal 1991), L-serina y L-
treonina con B-galactosidasa (Nilsson y Scigelova 1994), y con p-glicosidasa con actividad
de B-galactosidasa (Leparoux et al. 1994), a condicion de que estos aminoacidos estén
protegidos al menos en su grupo amino.

Diferentes enzimas, o la misma enzima de diferentes fuentes, muestran diferencias en

la especificidad del aceptor (Wallenfels y Malhotra 1961; Shinoyama y Yasui 1988). Estudios
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con diferentes B-galactosidasas ejemplifican claramenie ias diferencias encontradas co
distintos aceptores. Se ha publicado para -galactosidasas de origen vegetal la imposibilida
de utilizar lactato y malato como aceptores (Wallenfels y Malhotra 1961). Johansson et a
(1991) encontraron que la p-galactosidasa de E. coli fue incapaz de utilizar la serina com
aceptor. Sin embargo, Cantacuzene y Aftal (1991) obtuvieron resultados positivos con i
misma enzima y serina como aceptor, pero solo cuando blogueaban quimicamente lo
grupos amino y carboxilo del aminoacido. Estos autores también encontraron resultado
analogos, aunque con menor efectividad al utilizar B-galactosidasa de Aspergiflus y d
levadura. Podria especularse de estos datos que la B-galactosidasa es incapaz de utilizz
como aceptores moléculas con grupos carboxilicos, pero establecer si esto es un fenémen:
general requerira de mayores evidencias. Por otra parte, un trabajo posterior (Nilsson
Scigelova 1994) reportd la posibilidad de realizar la reaccién de alcchdlisis con P
galactosidasa de Asperygiflus oryzae usando L-freonina y L-serina protegidas solamente en ¢
grupo amino, mas no en el carboxilo lo que contradice esta hipbtesis.

Los estudios iniciales mas completos sobre aceptores fueron realizados pc
Shinoyama y colaboradores (Shinoyama y Yasui 1988; Shinoyama et al. 1988), quiene
probaron una amplia gama de alcoholes, desde solubles en agua hasta alcoholes de al:
peso molecutar, alcoholes primarios, secundarios y tercianos, asi como alifaticos
aromaticos. Para la B-galactosidasa de E. coli y la de A. oryzae, estos autores encontraro
diferencias en los rendimientos con los diferentes acaptores entre asi como con otra
enzimas. Las Q-galactosidasas mostraron ser eficientes con alcoholes solubles per
incapaces de utilizar como aceptores alcoholes insolubies alifaticos. Este hecho ha sid
posteriormente contradicho por muchos trabajos utilizando p-galactosidasas de las misma
fuentes y alcoholes insolubles como aceptores (ver Tabla 1); muy probabiemente e
resultado fallido de estos autores se debid a que utilizaron un sistema de reaccidn si
agitacién, y bajo esa condicidn solamente las enzimas muy proclives a la alcohdlisis y baj
condiciones altamente favorables dieron resultados positivos.

En estos mismos reportes de Shinoyama y colaboradores (Shinoyama y Yasui 1988
Shinoyama et al. 1988) en que la B-xilosidasa mostré ser una enzima excelente para la:
reacciones de alcohdlisis, se obtuvieron resultados mas pobres a medida que se increment

el peso molecular de! aceptor con alcoholes alifaticos. Este efecto es un fendmeno generz
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de la alcohdlisis ya que ha sido ampliamente corroborado por muchos autores con varias
enzimas (Vulfson et al 1990a; Chahid et al. 1992; Laroute y Willemot 1992; Drouet et al.
1994; Vic et al. 19915; Panintrarux et al. 1995, 1997; Yi et al. 1898; Kobayashi et al. 1989,
Matsumura et al. 1999), aunque la razén de ser no ha sido demostrada, pudiéndose
simplemente especular que a menor solubilidad de! alcohol en agua, menor disponibilidad
para el sitio activo de la enzima, ya sea por problemas de hidrofobicidad o de impedimento
estérico. Vulfson y colaboradores (Vulfson et al. 1890a,b) encontraron para la B-glucosidasa
que la velocidad y el rendimiento disminuyen a medida que se aumenta el tamafio de fa
cadena utilizando como aceptores alcoholes alifaticos primarios; este efecto lo atribuyen a
una mayor hidrofobicidad del alcohol y por lo tanto mayor dificultad para acceder a la fase
acuosa donde se encuentran el carbohidrato y ia enzima. Pero esta hipdtesis no explica
satisfactoriamente los resultados de Shinoyama y colaboradores (Shinoyama vy Yasui 1988;
Shinoyama et al 1988), quienes encontraron diferencias en las disponibilidades de los
aceptores independientemente de su solubilidad. Los resultados reportados por Shinoyama y
colaboradores empeoraron para la B-xilosidasa cuando se utilizaron alcoholes secundarios,
y mas aln con terciarios. Trincone et al. (1991) trabajando con B-glicosidasa de Suffolobus
soffataricus encontraron que los rendimientos de producto disminuyeron a medida que se
incrementd el tamafio del aceptor entre pentanol y octanol, pero las diferencias entre
alcoholes primarios y secundarios no fueron muy claras. Crout et al. (1990) demostraron la
selectividad de la p-galactosidasa de E. coli por el hidroxilo primario sobre el secundario al
utilizar dioles como aceptores; resultados similares fueron reportados por Trincone et al.
(1991) para propanodiol. Esta tendencia a utilizar mas favorablemente los alcoholes
primarios que los secundarios, y éstos mejor que los terciarios, ha sido ampliamente
demostrada en reportes posteriores (Stevenson et al. 1993; Drouet et al. 1994; Vic et al.
1995; Panintrarux et al. 1985, 1997; Matsumura et al. 1999). La razon de este fendmeno se
ha especulado entre que si se trata de un problema de impedimento estérico, o un problema
de solubilidad del alcoho! en agua (Stevenson et al 1993), pero tampoco se han aportado
evidencias que expliquen este fendmeno.

Por otro lado son sorprendentes los resultados que se han obtenido con alcoholes
aromaticos: para todas las enzimas probadas por Shinoyama y colaboradores, incluyendo

las B-galactosidasas, se obtuvieron resultados positivos en casi todos los casos con alcohol
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bencilico (Shinoyama y Yasui 1988). Para la B-xilosidasa ios rendimientos fueron def 1009
cuando se utilizaron alcohol bencilico y alcohol B-feniletilico (Shinoyama et al. 1988). L
alcohdlisis con B-galactosidasa de E. colf utilizando fenol como aceptor fue demostrada hac:
vanios afos por Pridham y Wallenfels (1964). También otros autores han reportado mejore:
resultados con alcoholes aromaticos como aceptores, que con alcoholes alifaticos (Vic et a
1995, 1997; Matsumura et al. 1999). Segun Wallenfels y Malhotra (1961), la velocidad d:
sintesis de un R-O-galaciésido por la B-galactosidasa en una reaccion de transglicosidacion
es proporcional a la velocidad con que se hidroliza el mismo, de lo cual asumen que R ocup:
la misma posicién en la molécula de la enzima en ambas reacciones. Esto, extrapolado a |
aicohdlisis utilizando como aceptores alcoholes aromaticos, resulta congruente entre I
reportado por Shinoyama y Yasui (1988) y el hecho de que las B-galactosidasas ds
diferentes microorganismos tienen menores K, (mayores afinidades) por substratos como e
para y orto nitrofenil-B-galactésido, o en general por aril-B-galactésidos, que por la lactos:
(Wallenfels y Malhotra 1961). Congruente con esto, Matsumura et al. (1891) demostraro:
que el rendimiento y la velocidad de reaccidbn son mejores cuando se utiliza o-nitrofenil-B
galactdésido (ONPG) que cuando se utiliza lactosa para la sintesis de B8-hidroxioctii-p
galactésido con p-galactosidasa de E. cofi. Stevenson et al. (1993) atribuyen la superiorida
del fenil-galactésido sobre la lactosa al caracter amfifilico del primero.

Moléculas de gran tamafio han sido también utilizadas como aceptores: Pan (1970
utiizé esteroles como acepiores en reacciones de alcohdlisis con a-glucosidasa coi
maitosa como substrato y logré la sintesis de estriol 16-a~a-D-glucésido. Ooi et al. (1984
utilizaron la B-galactosidasa de A. niger para glicosilar geninas utilizando fenil-B-galactosidt
como substrato. En trabajos mas recientes se ha reportado la glicosilacion de alcaloides de
ergot con invertasa para fructosilar (Kren 1992) o con o-manosidasa para manosila
(Scigelova et al. 1994). Nakagawa et al. (1996; 1998) reportaron la glucositacion det -menta
utilizando a-glucosidasa, y maltosa como substrato. Zareviicka et al. (1999) reportaron po
su parte la glucosilacién y galactosilacién de juvendgenos (isbmeros cis y trans del 2-(4
metoxibencil-1-ciclohexanol) con B-glucosidasa y B-galactosidasa respectivamente. Todo:s
estos experimentos de reacciones de alcohdlisis usando como aceptores estas molécula:
grandes, asi como aminoacidos, tienen como objetivo explorar la posibilidad de glicosila

compuestos para generar o modificar aiguna actividad biolgica particular, lo cual se discute
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posteriormente, pero por otro lado establecen la factibilidad de reacciones de alcohdiisis con
aceptores de gran tamaiio, 10 que es evidencia de que no necesariamente existe un
impedimento estérico para que el aceptor tenga acceso al sitio activo, como sugiere el hecho
de que a mayor tamano de cadena del alcohol se obtenga una menor efectividad en la
reaccion de alcohdlisis. Esto implicaria que muy probablemente la posibilidad de que un
aceptor actle como tal esta en funcidn de su afinidad al sitio activo de la enzima, lo cual
permitira el acoplamiento con el substrato.

En cuanto a la enantioselectividad del aceptor, Crout et al. (1990) encontraron una
ligera preferencia de la B-galactosidasa de E. coli por el enantiémero R trabajando con
alcoholes quirales secundarios, mientras que Matsumura et al. (1997) encontraron una alta
enantioselectividad con varios alcoholes secundarios usando la misma enzima, vy
encontrando hasta 98% de selectividad por el enantiomero R cuando el aceptor fue 1-
feniletanol. Estos autores también encontraron que el enantiomero R del 1-fenil-p-
galactésido se hidroliza mucho mas rapido que el S, lo cual refuerza la hipétesis de que la
velocidad de sintesis de un alquil-galactdésido es proporcional a su velocidad de hidrolisis
(Wallenfels y Malhotra 1961). Para B-glicosidasas de S. solfataricus Trincone et al. (1991)
encontraron una preferencia de 95:5 del enantibmero S sobre el R cuando ei aceptor fue el
hidroxilo secundario del propano-1,2-diol en la transferencia de un galactésido. Por su parte,
Vic et al. (1995) encontraron una alta selectividad por el isémero R trabajando con B-
glucosidasa de almendra en hidrélisis inversa de glucosa y 1-fenil-etanol. Ellos suponen que
esio se debe a una enantioselectividad parcial inducida por interacciones hidrofobicas con
puntos aromaticos del sitio activo de la enzima. Mas alld de la especulacion de estos
autores, estos ejemplos de enantioselectividad refuerzan la hipétesis de que es muy
importante una interaccién o afinidad adecuada entre el sitio activo de la enzima y el aceptor
para que se efectle la reaccion de alcohdlisis.

Con relacién al uso de polisacaridasas en reacciones de alcohdlisis, fos trabajos
publicados son muy pocos, y es dificil establecer si como en el caso de las disacaridasas, se
trata también de un comportamiento generalizado de estas enzimas hidroliticas. Estos
trabajos incluyen a amilasas (glucoamilasa y a-amilasa), exogalactanasa y exoquitosanasa.
Con excepcién de la a-amilasa, estas enzimas transfieren un monosacarido terminal del

polisacarido, por lo cual su producto en la reaccion de alcohdlisis {alquil-glicosido) no difiere
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de los obtenidos con las disacaridasas. De ahi que el (nico caso verdaderamente distinto
sea el reportado para la ¢-amilasa (Saab-Rincdn et al. 1999; Santamaria et al. 1999), la cual
por ser una endoenzima, transfiere oligosacardos hasta de 7 unidades de glucosa a un
alcohol aceptor (metanol). Esios autores encontraron que soélo las a-amilasas de Aspergillus
niger y A. oryzae son capaces de efectuar la reaccién de alcohdlisis (Santamaria et al.
1999), mientras que ia de Bacillus stearothermophifus efectud esta funcién sdéio cuando se
muté la alanina 289 por fenilalanina o tirosina.

Un trabajo recientemente publicado por Saab-Rincén et al. (1989) con la ¢-amilasa
mutada de B. stearothermophifus aporta evidencias fundamentales de la importancia de Ia
interaccién del aceptor con el sitio activo de la enzima para que se efeciien las reacciones
de aicohdlisis, y en general de transglicosidacién. En este frabajo pionero se demuestra que
la substitucion de un aminoécido no polar y pequefno (alanina) en el sitio activo, por otro con
un grupo aromatico (fenilalanina) o aromatico y polar (tirosina) produce cambios en la
hidrofobicidad, geometria y efectos electrostaticos del sitio activo lo que incrementa la
afinidad por aceptores menos polares que el agua como el metanol y grupos glicosilicos,
haciendo posibie que esta enzima catalice reacciones de aicohdlisis o transgilicosidacion, las
cuales no pueden ser efectuadas por la enzima nativa. Las a-amilasas nativas de otras
fuentes como A. niger y A. oryzae son capaces de efectuar reacciones de alcohélisis debido
a que su sitio activo contiene tirosina o fenilalanina en lugar de los aminoacidos mas
pequenos (alanina, valina o serina) que tienen las a-amilasas bacterianas, mismas que en su
estado nativo no efectuan la reaccidon de alcohdlisis (Santamaria et al. 1998). Este trabajo es
el primero en aportar evidencias claras sobre la influencia que tiene la hidrofobicidad y otros
aspectos relacionados del sitio activo en la mayor tendencia de la enzima hacia Iz
transglicosidacion o alcohdlisis o hacia la hidrolisis como resuliado de su afinidad por los
aceptores (agua, alcohol o grupos glicosilicos). La afinidad variable de los sitios activos de
distintas enzimas hacia aceptores de diferente polaridad (desde agua hasta alcoholes
aromaticos o alifaticos de baja polaridad) puede explicar las diferencias en la efectividad de

la alcohdlisis discutidas arriba para diferentes enzimas y aceptores.

1.4.3. Limitaciones y estrategias
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En las reacciones de alcohdlisis, en donde necesariamente coexisten el agua y el
alcohol, se establece una competencia con la hidrélisis; adicionalmente, el alquil-glicésido es
utilizado también como substrato por la enzima para hidrolizarlo (Selisko et al. 1990; Ljunger
et al. 1994). Esto sucede claramente cuando se utilizan alcoholes solubles en agua, donde el
sistema e€s una mezcla de alcohol y agua en distintas proporciones. Cuando se utilizan
alcoholes hidrofébicos como aceptores, las reacciones ocurren necesariamente en sistemas
de dos fases, y dado que el producto se solubiliza en el propio alcohol se minimiza el
problema de hidrélisis del aiquil-glicésido {(Shinoyama et al. 1988; Vulfson et al. 1990a,b;
Ljiunger et al. 1994). Es evidente, de acuerdo a la que se comento antes, que otra limitacion
en las reacciones de alcohdlisis puede ser la incompatibilidad entre el aceptor y la enzima,
es decir, no todas las enzimas utilizan como aceptores a todos los alcoholes. Los
mecanismos que intervienen en este fenémeno son poco claros.

Con relacion a |la competencia entre la alcohdlisis y la hidrolisis, los resultados
reportados en sistemas de dos fases y en fase acuosa muestran que ésta ocurre con mayor
o menor intensidad dependiendo de la enzima (Shinoyama y Yasui 1988; Shinoyama et al.
1988). Las razones en estos casos no se conocen y podrian ser consecuencia de distintas
causas; sin embargo, es claro a la luz del trabajo de Saab-Rincén et al. {1999) y por lo
discutido arriba, que la polaridad del sitio activo y su afinidad hacia los aceptores juega un
papel fundamental en esta relacion entre hidrélisis y alcohdlisis. Por otro lado, existe un claro
efecto de particion dei substrato entre el medio de reaccidn y el sitio activo de la enzima (Bell
et al. 1995; Torres et al. 1998), esta particion esta necesariamente regulada por ia polaridad
del medio y {a hidrofobicidad del sitio activo, de manera que substratos polares como los
carbohidratos tenderan a mostrar mayor afinidad por el sitio activo de la enzima a medida
que el medio de reaccién sea menos polar (Bell et al. 1995). Esta afinidad aparente hacia el
substrato pudiera también afectar la relacion hidrélisis-aicoholisis.

Otro factor fundamental en la competencia entre hidrolisis y alcohdlisis en estas
reacciones es la concentracion de agua en el sistema. En los trabajos reportados por Vulfson
y colaboradores (Vulfson et al 1990a,b) la concentracidon de agua presente en el sistema es
muy baja, lo cual podria favorecer la aicohdlists. Chahid et al. (1992) demostraron que a
medida que se incrementa el contenido de agua en una reaccion de alcoholisis con j-

glucosidasa de almendra, el rendimiento disminuye como consecuencia del incremento de |a




hidrélisis. Sin embargo, Shinoyama y colaboradores (Shinoyama y Yasui 1988; Shinoyam:
et al. 1988; Shinoyama et al. 1891a) utilizaron sistemas de reaccion donde el alcohol ocup:
entre el 25% y el 50% del volumen de reaccion, y para algunas enzimas la alcohdlisis ocurr
preferentemente a la hidrolisis a pesar del alto contenido de agua; en otros casos, como cot
la B-galactosidasa de E. coli, se encontrd una clara competencia entre las dos reacciones
mientras que para la p-galactosidasa de A. oryzae no se detectd reaccion de hidrélisis. Lo
datos presentados por estos autores son muy escasos y no se proponen hipotesis, por I
cual el fenomeno requiere de mayor estudio para entender claramente los factores
implicados, aunque por las diferencias presentadas por distintas enzimas
independientemente de que en el sistema hubiera un alto contenido de agua, indican que
esta tendencia hacia la hidrélisis o alcohdlisis esta altamente relacionada con Ias
caracteristicas de la enzima discutidas arriba, y no depende solamente del contenido ds
agua en el sistema. Esto puede inferirse también desde estudios de transglicosidacién con B
galactosidasas de diferentes fuentes, las cuales muestran distintas tendencias a la formacior
de oligosacandos durante la hidrdlisis de lactosa en sistema acuoso, pese a que las
condiciones (substrato, medio acuoso, etc.) son las mismas (Prenosil et al. 1987a,b; Garcia
Garibay y Gémez-Ruiz 1996). No obstante, estudiar como variable simplemente Iz
concentracién de agua en el sistema, es una vision que puede resultar muy limitada; por esc
algunos autores han propuesto que la variable realmente importante es el parametre
termodinamico actividad de agua (a,) (Ljunger et al. 1994; Bell et al. 1995). Sin embargo
muy pocos estudios han sido enfocados desde ésta perspectiva. Considerar simplemente |z
concentracion de agua en el sistema no aporta mucha informacion sobre el verdaderc
estado de hidratacion de los componentes, ya que esta agua puede distribuirse y establece
interacciones diversas con los componentes del medio, dependiendo de ia polaridad de
alcohol, el substrato y la enzima (Bell et al. 1997; Vic et al 1997). Ljunger et al. (1994) y Vi
et al. (1997) han realizado los Onicos estudios detallados que hasta ahora han side
publicados donde se muestra el efecto de la a,, en la reaccién de alcohdlisis. Trabajando cor
B-glucosidasa de almendra, con glucosa como substrato y octanol como aceptor, Ljunger e
al. (1994) encontraron que a mayor a,, la velocidad de reaccién aumenta pero disminuye e
rendimiento, y viceversa; esto se debe por una parte a la mayor hidrataciéon de la enzima :

mayores a,, y al equilibrio entre la reaccion de sintesis del octil-glucésido y su hidrélisis. Po
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lo tanto, un mayor rendimiento se obtiene reduciendo la a,. Esta misma conclusién y
resultados similares fueron obtenidos por Vic et al. (1997} trabajando con la misma enzima.
Una revision mas detallada de la interaccién entre enzima y agua se hace mas adelante.

Una limitante importante para las reacciones de alcohdlisis en algunos sistemas es la
estabilidad de la enzima frente al alcohol aceptor; esto ocurre particularmente cuando se
utilizan alcoholes solubles en agua (Stevenson et al. 1993). Selisko et al. (1990) trabajando
en fase acuosa con alcoholes solubles, encontraron que a medida que se incrementa la
concentracién del alcohol la velocidad de conversion decrecidé debido a la desnaturalizacion
de la enzima. También a medida que se incrementé el tamario del alcohol (entre metanol y
n-propanol) fue mayor la pérdida de actividad de la enzima. Shinoyama y Yasui (1988)
encontraron que la a-glucosidasa se inactivé en presencia de alcoholes solubles, en cambio
la p-xilosidasa resultd ser muy estable a estos compuestos. Rodriguez et al. (1997) y
Santamaria et al. (1999} reportaron también la baja estabilidad de la invertasa y la a-amilasa
respectivamente frente al metanol utilizado como aceptor. Por otra parte no hay reportes que
indiquen problemas de baja estabilidad en enzimas bajo condiciones de alcohdlisis cuando
se utilizan alcoholes insolubles en agua en sistemas de dos fases. La (nica excepcién fue
reportada por Stevenson et al. (1993), quienes encontraron que en un sistema con alcohol
hidrofobico (bencilico) en presencia de un cosolvente se produce la desnaturalizacién de ia
enzima atribuyendo esta pérdida al alcohol aceptor, si bien no mencionan la posible
responsabilidad del cosolvente. En los resultados reportados para sistemas de dos fases por
Shinoyama y colaboradores (Shinoyama y Yasui 1988; Shinoyama et al 1988; Shinoyama
et al 1991a) y Vulfson y colaboradores (Vulfson et al 1990a,b) no se encontraron problemas
de desnaturalizacidon, a menos que se ulilizaran cosolventes como el dimetilsulféxido
(DMSQ) (Beecher et al 1990), en cuyo «caso, se utilizd6 una p-galactosidasa
modificada quimicamente por enlace covalente con polimeros de polietilenglicol,
obteniéndose una enzima mas estable.

La inestabilidad de las enzimas en reacciones de alcoholisis frente a alcoholes
solubles como el metanol, se ve agravada por la temperatura (Santamaria et al. 1999).
Evidentemente, la temperatura por arriba de ia dptima es un factor de inestabilidad de las
enzimas; pero por otra parte, uno de los grandes atractivos y potenciales de las reacciones

enzimaticas en sistemas no acuosos es fa alia estabilidad térmica de las enzimas (Zaks y




Klivanov 1984; Vulfson 1993; Tuena de Goémez-Puyou y Gdémez-Puyou 1998; Tumer vy
Vuifson 2000). A pesar de ello, y dado que en las reacciones de alcohdlisis se puede limitar
el contenido de agua en la mezcla de reaccién, el uso de temperaturas altas en reacciones
de alcohdlisis no ha sido practicamente explorado, como puede verse en la Tabla 1, donde
se observa que generalmente se utilizan las temperaturas 6ptimas de ias enzimas. En
algunos casos se han propuesto el uso de enzimas termofilicas e hipertermofilicas para
reacciones de aicohdlisis a altas temperaturas (Trincone et al. 1991; Santin et al. 1996:
Stevenson et al. 1996; Yan y Liau 1998), lo que finalmente implica operar a la temperatura
optima de la enzima. Para que una enzima sea estable a altas temperaturas en un medio no
acuoso, la cantidad de agua en el sistema debe ser muy baja; considerando que la gran
mayoria de las reacciones de alcohdiisis se han realizado en sisternas de dos fases, donde
hay un exceso de agua, es tal vez comprensible que la posibilidad de trabajar a altas
temperaturas, por arriba de las optimas de la enzima, no se haya explorado en las
reacciones de alcohdlisis.

El uso de solventes organicos con bajas concentraciones de agua limita la cantidad de
substrato (carbohidrato) disponibie para la reaccién, ya que éste es insoluble en los
alcoholes hidrofébicos. Debido a esto, Beecher et al. (1990) propusieron un sistema con
cosolventes, donde solubilizaron el carbohidrato en dimetilsulféxido (DMSQ) y el alcohol
hidrofobico en tricloroetano. La enzima modificada quimicamente como se comenté arriba,
resulio ser soluble en solventes no polares y su estabilidad ante la presencia del cosolvente
mejoré con relacién a la enzima nativa. Ofros autores han propuesto tarnbién el uso de
cosolventes, lo cual les ha permitido mejorar fos rendimientos de {a reaccién de aicohdlisis
(Vic y Thomas 1992; Stevenson et al. 1993; Vic et al. 1995, 1997). En ocasiones el uso de
cosolventes permite que a pesar de tener un sistema de alcohol hidrofébico y fase acuosa,
se logre trabajar en un sistema de una sola fase como el reportado por Stevenson et al.
(1993), que utilizaron alcohol bencilico como aceptor. Los cosolventes en general, de
acuerdo a lo que se ha reporfado, provocan inactivacion de las enzimas (Stevenson et al.
1993). Cosolventes empleados en altas concentraciones inducen la desnaturalizacién de [z
enzima, como el caso reportado por Vic et al. (1997) para Ia B-glucosidasa de almendra er
presencia de 90% de DMSO o dimetilformamida, mientras que otros cosolventes mostraror

ser poco agresivos con la misma enzima a la misma alta concentracion de 90%, como el tert-
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butanol, la acetona y el acetonitrilo; curiosamente, cuando la concentracién de los
cosolventes se redujo a 30% su efecto desnaturalizante se invirtié, siendo los dos primeros
poco agresivos, mientras que los tres Ultimos resultaron altamente desnaturalizantes; este
fenémeno es asociado por los autores con la polaridad de los solventes. Inevitablemente el
uso de cosolventes modifica sustancialmente la a, del sistema, con lo cual se vuelve muy
complicado diferenciar el efecto del cosolvente en el rendimiento de la reaccion en virtud de
su contribucion a la solubilizacién del substrato, la desnaturalizacion de la enzima y la
modificacion de la a,, como ocurre en el estudio de Vic et al. (1997). Mientras que los
cosolventes afectan considerablemente ila a, (Stevenson et al. 1993; Vic et al. 1897), los
carbohidratos utilizados como substratos no la deprimen considerablemente (Stevenson et
al. 1993; Ljunger et al. 1994).

Un sistema interesante que practicamente no ha sido explorado en las reacciones de
alcohdlisis es el de las micelas inversas. En este tipo de sistemas la enzima se encuentra
dentro de una microgota de agua rodeada de una monocapa de surfactante en un medio
organico; manteniendo constante la concentracién de surfactante, la poza de agua en el
interior de la micela se puede controlar en funcién de la cantidad de agua introducida al
sistema. Por su parte, el substrato, si es soluble en agua, se encuentra también dentro de
micelas, y la reaccion enzimatica ocurre cuando las micelas de substrato y enzima colisionan
intercambiando sus contenidos en un mecanismo que es mas rapido que la reaccién
catalitica, y que por lo tanto no suele ser el paso limitante de la reaccion (Tuena de Gomez-
Puyou y Gomez-Puyou 1998). El sistema de micelas inversas aplicadoc a la reaccion de
alcohdlisis podria tener algunas ventajas sobre otros sistemas de reaccidn como el de dos
fases o el uso de cosolventes, ya gue en la micela inversa la enzima puede tener suficiente
agua para desplegar su actividad catalitica sin que esta agua interaccione con los otros
componentes del sistema, y al mismo tiempo se tiene una interface agua-alcohol hidrofébico
mas alta que la que se puede lograr en el sistema de dos fases; finalmente, el producto
hidrofébico migrara al medio organico evitando ser hidrolizado por la enzima. Sélo existe un
reporte en la literatura donde se aplica el sistema de micelas inversas a la reaccion de
alcohalisis (Moreno-Beltran et al. 1999) utilizando la (-galactosidasa de E. coli con lactosa u
oNPG como substrato y octano-butanol como medio organico donde el alcohol actud como

aceptor. En este trabajo se demostro la factibilidad de efectuar reacciones de alcohdlisis en
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sistema de micelas inversas sin que ocurriera la reaccion de hidrélisis aun cuando s
manejaron concentraciones de agua dentro de la micela tan altas como hasta de 40%; coi
altas concentraciones de agua en la micela se obtuvieron altas velocidades de reaccion
affo rendimiento; ei butil-galactésido formado migré hacia la fase organica continua, mientra:
que [a lactosa (substrato) y la glucosa (producto de la reaccidn) permanecieron en la fas
acuosa dentro de las micelas; se demostré ademas que la enzima fue mas estable que e
sistema de dos fases.

Ofra estrategia de “compartamentalizacion” de la enzima que podria ofrecer ventaja
similares a las descritas para el sistema de micelas inversas, fue reportada por Yi et al
(1998) para la B-glucosidasa de almendra, la cual se confind junto con la glucosa et
capsulas poliméricas permeables que se suspendieron en la fase organica constituida d
hexanol u octanol, el cual a su vez actila como alcohol aceptor en la reaccién de hidrolisi:
inversa para formar el correspondiente alquil-glucésido. En este casc se obtuvieron mejores
resultados en téminos de velocidad de reaccién y rendimiento en comparacién con e
sistema convencional de dos fases para ia misma reaccién. A partir de este sistema de
inmovilizacion se disen® un reactor que pemitié el uso repetido de la enzim:
microencapsulada, una vez que las capsulas eran recargadas con glucosa, suspendiéndola:
en una mezcla de n-hexanol y solucién de agua saturada con glucosa. El solvente er:
bombeado del reactor a una columna de alimina para separar el producto, y nuevaments
regresado al reactor previa saturacion con agua.

Un aspecto importante de los sistemas de dos fases en la reacciéon de alcohdlisis e
que Ia separacion del producto se facilita considerablemente debido a que emigra hacia Iz
fase del alcohol. Shinoyama et al (1988) recuperaron el hexil-B-xiléside formado por acciér
de la p-xilosidasa, precipitandolo con acetona del hexanol. Vulfson et al. (1990a,b
recuperaron ¢l hexil-3-glucésido evaporando e! hexanol a presién reducida. Shinoyama et al
(1991a) propusieron un sistema de recuperacion de heptil-B-glucésido por adsorcién er

carbo6n activado, con la posterior elucién con propanol.

1.4.4. Papel del agua
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El agua, aun en bajas cantidades, es un ingrediente esencial para la catalisis
enzimatica: permite a la enzima desplegar movimientos conformacionales indispensables
para la actividad enzimatica (Klibanov 1997). Ante la idea de que las enzimas actuaban
exclusivamente en sistemas acuosos, la investigacién y desarrollo en tecnologia enzimatica
se desarrollaron hasta los afos 1980s fundamentalmente en soluciones acuosas,
principalmente en aplicaciones de la industria alimentaria, con tan solo aisladas
exploraciones de sistemas de reaccion con solventes organicos (Klibanov et al. 1977). A
partir de la publicaciéon de los trabajos de Zaks y Klibanov (1984; 1985) las reacciones
enzimaticas en sistemas no acuosos despertaron gran interés, y hoy en dia la biocatalisis no
acuosa es una area de investigaciéon consolidada. Las reacciones en sistemas no acuosos
involucran medios con solventes organicos tanto solubles como insolubles con diferentes
proporciones de agua, y la extension del concepto a substratos en fase gas (Barzana et al.
1987; 1989) y a fluidos supercriticos (Hammond et al. 1985; Randoiph et al. 1985). Los
primeros sistemas estudiados con solventes organicos estaban constituidos por mezclas de
agua con solventes hidrofilicos (Ingalls et al. 1975), o con solventes hidrofébicos para formar
sistemas de dos fases liquidas (Klibanov et al. 1977). No fue sino hasta la publicacion del
trabajo clasico de Zaks y Klibanov (1984) cuando se establecio claramente la posibilidad de
efectuar una reaccion enzimatica con lipasa pancredtica en un medio organico
verdaderamente no acuoso: la reaccion de transesterificacion de tributirina con 1-heptanol,
donde la primera funcionaba simultaneamente como medio de reaccién y substrato; la
enzima fue adicionada como polvo, y la Unica cantidad de agua en el sistema era la
adsorbida en la enzima. Este descubrimiento es un verdadero parteaguas en la tecnologia
enzimatica, y establecid aspectos muy relevantes en el entendimiento de la funcionalidad de
las enzimas: primero, que aunque las reacciones enzimaticas pueden realizarse en sisiemas
no acuosos, hay un minimo de agua indispensable para que la enzima mantenga su
actividad catalitica. Esto implica que la enzima en ausencia total de agua adopta una
estructura rigida incapaz de realizar los movimientos conformaciones indispensables para la
catalisis (Klibanov 1997; Tuena de Gémez-Puyou y Goémez-Puyou 1998), y por lo tanto, al
menos un minimo de agua de hidratacidn en la enzima permite que ésta despliegue su
actividad catalitica. El segundo hecho relevante de este trabajo, relacionado con la

rigidizacién de la estructura de la enzima en ausencia de agua, fue la posibilidad de llevar a



cabo la reaccidn a 100°C sin que se desnaturalizara, Io cual es factible por el hecho de qu
una enzima practicamente libre de agua, o con muy bajos niveles de hidratacion, s
encuentra rigida, y al reducir su movilidad se incrementa su termoestabilidad en solvente
organicos. incluso recienfemente se demostré que enzimas que requieren muy poca agu
para mantener su actividad catalitica, pueden ser activas a temperaturas cercanas a 200°
(Turner y Vulfson 2000); asi, a medida que se incrementa la cantidad de agua de ia enzim
su actividad aumenta y su termoestabilidad decrece (Tuena de Gémez-Puyou y Géme:
Puyou 1988). .

Existe una clara relacién entre el nivel de hidratacion de una enzima, su movilidad y s
actividad enzimatica (Tuena de Gomez-Puyou y Gémez-Puyou 1998). El nivel de hidratacié
de una enzima y su relacion con la movilidad y por lo tanto la actividad enzimatica depend
de la composicion de la proteina en términos de [a polaridad de las cadenas laterales de lo
aminoacidos (Ling 1972), de manera que hay enzimas que son capaces de llevar a cab
reacciones enzimaticas con cantidades de agua inferiores a los necesarios para ofras, e
decir, diferentes enzimas tienen diferentes requerimientos de agua asociada para mantene
una actividad catalftica apreciable en un medio organico {Tuena de Gémez-Puyou y Gome:
Puyou 1998; Tumer y Vulfson 2000). La polaridad del solvente que rodea a la enzim
establece una determinada capacidad de eliminar agua de Ja enzima, y por lo tanfo influy
también en la hidratacion de ésta (Bell et al. 1997; Tuena de Gémez-Puyou y Gémez-Puyo
1998). Aunque por otra parte, las enzimas tienen la capacidad de ligar fuertemente un
cierta cantidad de agua, la cual no es removida por los solventes (Halling 1990); esta agu
fuertemente ligada a la proteina cuando ésta se encuentra en un medio organico no e
intercambiable con el agua menos ligada o el agua libre, y es el agua que mantiene |
conformacion catalitica de la enzima (Lee et al. 1998). Asi, como consecuencia légica, ¢
grado de hidratacion de una enzima, y por lo tanto su movilidad y actividad no dependen d
la cantidad de agua total en el sistema, sino de la cantidad de agua ligada a la enzim
(Tuena de Gémez-Puyou y Gémez-Puyou 1888). De ahi que la mejor forma de establecer ¢
nive! de hidratacién de una enzima sea a través del parametro termodinamico actividad d
agua (a,) (Halling 1994; Bell et al. 1995} y no como contenido total de agua en el sistema, y
que esto no conduce a una interpretacion real del grado de hidratacién de la enzima y por |

tanto a la prediccion de su actividad enzimatica (Valivety et al. 1992; Ljunger et al. 1994). Pc
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jefinicion la a,, determina el equilibrio de la distribucién de agua entre los componentes del
sistema (Bell et al 1995, 1997). También la termoestabilidad de una enzima es fuertemente
jependiente de su nivel de hidratacién correlacionado claramente con el valor de a,, (Tumner
vy Vulfson 2000). Esto refuerza el hecho de que el nivel de hidratacion de una enzima es
altamente dependiente de su capacidad de ligar agua de acuerdo a la composicion de las
cadenas laterales de los aminoacidos expuestos en la superficie de la proteina, y el mejor
parametro para conocer el nivel de hidratacién es la a,. La relacion entre la a,, y el nivel de
hidratacién se puede establecer para una proteina en particular mediante su isoterma de
adsorcion, como la que se muestra en fa Figura 2.

La correlacion entre a, (0 sus parametros asociados presion parcial de vapor o
humedad relativa) y cantidad de agua adsorbida en la proteina como se muestra en la Figura
2, ha sido establecida para diferentes proteinas desde hace muchos afios (Bull 1844), y
probablemente la enzima que mas se ha estudiado en términos de su hidratacién es la
lisozima (Ling 1972; Rupley et al. 1983). Las isotermas de adsorcion tipicas de las proteinas
tienen formas sigmoidales, que pueden dividirse claramente en tres regiones, que
corresponden a estados relativos de ligamiento de agua. En la primera regién (primera
porcion de curva ascendente a la izquierda en la Figura 2) el agua esta fuertemente ligada a
la proteina, en la segunda regién (parte mas horizontal de ia curva) el agua esta ligada mas
débilmente, y finaimente en la tercera regién (linea ascendente de la derecha) el agua se
comporta como agua libre o0 agua en exceso (Asbi y Baianu 1986). Una descripcidbn mas
detallada de los niveles de hidratacion de la lisozima de acuerdo a Fennema (1996) se

presenta en la Tabla 2.
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Figura 2. Isoterma de adsorcion de la lisozima (basada en datos de Ling 1972).

En estudios muy detallados del nivel de hidratacién de la lisozima y ofras proteinz
globulares utilizando diversas técnicas fisicoquimicas y moleculares, Rupley et al. (198
establecieron gue en la primera regién de la curva, que corresponde a los niveles ¢
hidratacién mas bajos (de 0 a 0.07 gH,0/g proteina, o 0 a 60 moles de H,O/mol de proteins
el agua esta fuertemente ligada a la proteina por interacciones con los grupos cargados ¢
las cadenas laterales de los aminoacidos; la movilidad del agua es 100 veces menor que
agua libre; no existe en esta etapa actividad enzimatica. Esta agua esta fuertemente ligada
la proteina, de manera que no puede ser eliminada por solventes, ni adn por los mas polare
como el etanol (Halling 1990); esta agua no particiona hacia el solvente y tampoco s
intercambia con el agua menos ligada de los niveles superiores de hidratacién cuando
enzima esta en un solvente organico (Lee et al. 1998). A medida que se incrementa el niv
de hidratacién, la movilidad del agua aumenta; al llegar al nivel superior de hidratacién ¢
esta etapa (0.07 gH,O/g proteina) el arreglo del agua en la superficie de la proteina empiez
a cambiar de una estructura rigida (“sélida”) a una estructura de mayor movilidad (menc
ordenada) caracteristica de los liquidos (Rupley et al. 1983). En esta region se encuenira
llamada monocapa de B.E.T. (ver Figura 2}, que de acuerdo a las interpretaciones que s
han hecho de este parametro termodinamico para la hidratacién de las proteinas (Bull 194
corresponde a la cantidad de agua adsorbida necesaria para completar la primera etapa d
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hidratacién, y a partir de ésta se produce un cambio importante en el calor especifico de
adsorcion dei agua (AH) con relacion a la siguiente etapa. De acuerdo al estudio de Rupley
et al. (1983) en la segunda etapa de hidratacién (que corresponde a la region de 0.07 a 0.25
gH.O/g proteina, o de 60 a 220 moles de H,O/mol de proteina), se forman y crecen
agregados de moléculas de agua hasta cubrir por completo los grupos polares de las
cadenas de aminoacidos de la superficie de la proteina. En esta region la movilidad de la
proteina aumenta con el grado de hidratacion, y para la lisozima la actividad enzimatica
empieza a manifestarse a partir de un nivel de hidratacién de 0.20 gH,0O/g proteina, que
corresponde a los niveles mas aitos de esta etapa. A partir de 0.25 gH,O/g proteina el agua
condensada rodes a las regiones no polares de la superficie de la proteina. En la tercera
etapa de hidratacién (de 0.25 a 0.38 gH,0O/g proteina, o de 220 a 300 moles de H,O/mol de
proteina) se sigue condensando agua en las regiones menos interactivas de la superficie de
la proteina, la cual es agua menos ligada, y la movilidad de la proteina va en aumento a
medida que aumenta el grado de hidratacion en forma paraiela a la actividad enzimatica. A
un nivel de hidratacién de 0.38 gH,O/g proteina se forma una monocapa verdadera de agua
que cubre la superficie completa de la proteina; a partir de este nivel ocurre la hidratacién
maxima o completa, el agua va adquiriendo configuracién idéntica a la del agua libre al igual
que su capacidad calorifica, y la movilidad de la proteina es total, es decir, despliega
movimientos de dominios los cuales son cruciales para la actividad de la enzima mediante
eventos que originan fuerzas fluctuantes entre la proteina y el substrato; la lisozima presenta

en este nivel de hidratacién 1/10 de la actividad enzimatica de la enzima diluida (Figura 2).



Tabla 2. Descripcion y parémetros de niveles de hidratacién de una protefna segin

Fennema (1996), basado principalmente en la lisozima.

hidratacion en
gH,0/g proteina

hidratacion en
moles H20 /mol
proteina

hidratacion en
% H;0 (p/p)

adw

comentarics

<0.01

<8

1

<(.02

Agua
estructural.
Parte critica de
la estructura de
la proteina

0.01-0.07

8-56

1-6.5

0.02-0.2

Transicion de
agua en la
superficie de
ordenada a
desordenada.
Ligada a grupos
polares. No
disponible como
solvente

0.07-0.25

56-200

6.5-20

0.2-0.75

Aglomeracion
del agua
alrededor de
grupos polares,
dependiente de
la composicion
de cadenas de
aminoacidos.
Muchas enzimas
manifiestan
actividad.

0.25-0.38

200-304

20-27.5

0.75-0.85

Formacion de
monocapa
verdadera y
posterior
formacion de
multicapas.
Actividad de
lisozima 10% de
enzima diluida

>0.38

>304

>27.5

>0.85

Agua libre (no
ligada)
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Los estudios reportados por Rupley et al. (1983), y en general los estudios de
hidratacion de proteinas reportados antes de la década de los 1990s (Asbi y Baianu 1986;
Fennema 1996) estan basados en estudios de hidratacion de las proteinas rodeadas de
medio gaseoso (aire). Sin embargo, Halling (1990) ha establecido que la evolucién del
proceso de hidratacién de una enzima en un medio organico es igual al que ocurre en aire, y
que el parametro termodinamico a, predice en ambos casos el nivel de hidratacién con
valores iguales para una misma cantidad de agua adsorbida. En un estudio reciente de
subtilisina en tetrahidrofurano mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear,
L ee et al. (1998) establecieron que existen tres estados del agua de acuerdo a su fuerza de
ligamiento con la proteina: fuertemente ligada, débilmente ligada y libre. Estos tres estados
evidentemente corresponden a lo que aqui se ha descrito mas arriba, que no
necesariamente ha sido estudiado en solventes organicos. De acuerdo a este estudio el
agua fuertemente ligada es relativamente rigida e inmovil, y no se intercambia con el agua
de los niveles superiores de hidratacion ni con el agua del medio como ocurre en un medio
totalmente acuoso, donde las molécuias del agua fuertemente ligada a la proteina se
intercambian con el agua libre con frecuencia de milisegundos. En contraste, el agua
débilmente ligada y el agua libre si se intercambian en la proteina en medio organico. De
acuerdo a estos autores, la capacidad catalitica de la enzima se incrementa con el nivel de
hidratacién en el medio organico no sélo por incremento de la flexibilidad de la proteina sino
también por un aumento en la polaridad del sitio activo (Lee et al. 1998).

Diferentes enzimas tienen diferentes isotermas de adsorcion, de manera que ia
relacion entre a,, y nivel de hidratacién es particular para cada caso (Bull 1944; Halling 1990).
Por ofra parte, el solvente influye en el nivel de hidratacion de la enzima de acuerdo a sus
caracteristicas, pero solo a los niveles altos de a, (mas alla de la zona donde el agua esta
fuertemente ligada a la enzima, donde el solvente es incapaz de removerla); asi, los
solventes no polares incrementan la cantidad de agua ligada a la enzima, mientras que
solventes polares la reducen para un mismo valor de a,; el agua afectada en este caso
corresponde a las capas secundarias de hidrataciéon, mas alla de la monocapa de B.E.T.
(Halling 1990).

Cuando la enzima esta rigida por un bajo nivel de hidratacién en solventes organicos,

la presencia de substancias desnaturalizantes flexibilizan los movimientos de la enzima




permitiendo el despliegue de cierta actividad enzimatica; este mismo efecto es atribuible ¢
solventes organicos usados como cosolventes (Tuena de Gomez-Puyou y Gémez-Puyol
1998), los cuales en exceso pueden provocar la desnaturalizacion de la enzima (Vic et al
1997).

El agua en el medio de reaccién tiende a equilibrarse, no sélo entre la enzima y e
medio continuo, sino con todos los componentes del sistema y el vapor de agua en la fase
gaseosa que rodea al sistema (espacio de cabeza), de manera gue todos los componentes
del sistema alcanzaran la misma a,, (Halling 1994; Bell et al. 1895). Esta idea se represent:
en el diagrama de Ia Figura 3, tomada de Halling (1994). La competencia por el agua entre I
enzima y los otros componentes del sistema y su efecto sobre la actividad catalitica pueder
ser explicados mediante la a, (Halling 1994; Bell et al. 1997). De este modo la cantidad de
agua ligada a una enzima en un medio organico esta determinada por la a, en cualquie
solvente, mientras que la actividad catalitica de la enzima esta determinada por el agus
ligada a la enzima independientemente del solvente. La capacidad del sistema de solvatar ¢
ofras especies guimicas, como por ejemplo el substrato, también varia con la a, (Bell et a
1997).

Vapor de agua en el
espacio de cabeza

agua ligadaala agua ligada a los
enzima < <> otros
componenies

agua disuelta en el
solvente

Figura 3. Esquema del equilibrio de la actividad de agua entre la enzima y el sistema en
medio no acuoso (tomado de Halling 1994).
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En las reacciones de alcohdlisis, como se describié arriba, se han utilizado
tradicionalmente los sistemas de dos fases, lo cual implica que estos sistemas se han
mantenido practicamente en la primera etapa del desarrollo de la enzimologia con solventes
organicos, donde por lo general hay un exceso de agua y la enzima tiene por lo tanto un alto
nivel de hidratacion, sobretodo porque al ser las enzimas solubles en agua, particionaran
preferentemente a la fase acuosa. El primer trabajo realizado en reacciones de alcohdlisis
donde se intenté estudiar el papel de la a, es el reportado por Chahid et al. (1992). Al
emplear B-glucosidasa de almendra y glucosa como substrato establecieron que utilizando
propanol, hexanol u octancl como solvente y aicohol aceptor, en ausencia de agua
adicionada se obtuvieron valores de a, de 0.22, y bajo esa circunstancia no hubo reaccion
enzimatica; este valor es evidentemente muy bajo de acuerdo a lo expuesto en la Tabla 2, la
Figura 2 y la discusién planteada sobre los niveles de hidratacién de las enzimas. En este
estudio cuando se agregaron cantidades de agua suficientes para generar sistemas de dos
fases, se efectud la reaccidon de alcohdlisis. Estos autores midieron la a, en los sistemas de
dos fases estableciendo que a medida que aumentaba el tamarfio de cadena del alcohol se
obtenian valores mas altos de a, para la misma cantidad de agua adicionada; sin embargo,
es dificil suponer que en un sistema de dos fases (organica y acuosa) la a,, sea la misma en
ambas pues existe una capacidad de hidratacién limitada de la fase organica y una cantidad
de agua libre en exceso en la fase acuosa. Es cuestionable si el valor de a, medido para el
sistema realmente refigja el equilibrio de la distribucidon de agua y representa por lo tanto el
verdadero estado de hidratacion de la enzima.

Estudios de alcohdlisis donde se determiné la a, bajo condiciones de equilibrio y
medicion mas creibles, son los reportados por Ljunger et al. (1994) y Vic et al. (1997), los
que parecen ser hasta ahora los Unicos estudios de alcohdlisis donde se ha explorado
confiablemente el efecto de este parametro termodinamico. Ambos estudios fueron
realizados para la B-glucosidasa de almendra en la reaccion de hidrélisis inversa con glucosa
como substrato. Ljunger et al. (1994) establecieron, utilizando octanol como solvente y
aceptor, que se requiere una a, minima de 0.67 para efectuar la reaccion. Por su parte, Vic
et al. (1997) encontraron que se requiere al menos una a, de (.62 para tener actividad
enzimatica, y valores por enzima de 0.82 favorecen la hidrélisis del producto reduciendo el

rendimiento de la reaccidon. De acuerdo a los valores de la Figura 2 y la Tabla 2, valores de
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a, de 0.62-0-67 se encuentran en [a regién donde el agua forma agregados de molécula
que van cubriendo por completo los grupos polares de las cadenas de aminoacidos y I
movilidad de la proteina va en aumento, de ahi que muchas enzimas empiecen a desplega
actividad en esta region. Por otra parte, valores de a, supenores a 0.85 estan por arriba de
la monocapa verdadera y el agua en exceso se encuentra como agua libre, lo cual explic:
que se dé con facilidad la hidrélisis del producto en este nivel de hidratacién seguin Vic et al
(1997). En ambos frabajos la velocidad de la reaccion enzimatica aumenta a medida que
aumente la a,. Es de esperarse que para un mismo valor de a,, los perfiles cinéticos de I
reaccion sean iguales independientemente del solvente, sin embargo, esto no ha sidc
demostrado en reacciones de alcohdlisis como se ha hecho en otras reacciones en medios
organicos (Bell et al. 1995, 1997). Esto es un claro indicic para reforzar la hipétesis de que
en el articulo de Chahid et al. (1992) los valores de a,, reportados son erréneos, ya que
concluyen, con la misma enzima (B-glucosidasa de almendra), que a medida que aumenta e
tamafo de la cadena del alcohol (habiendo usado propanol, hexanol y octanol) la a,, 6ptimz
para obtener el mayor rendimiento del alquil-glucésido correspondiente se incrementa, y que
finalmente se obtienen mejores resultados adicionando la misma cantidad de agua en cadz
alcohol, independientemente del valor de a, resultante. Ademas reportan que para el casc
del propanol, la a, 6ptima para la reaccién es 0.43, valor por debajo de! minimo reportadc
por los ofros autores, y al cual es dudoso que pueda haber actividad enzimatica por lo antes
expuesto en cuanto a {a hidratacién de ias enzimas.

De acuerdo a lo antes discutido, referente al trabajo de Saab-Rincon et al. (1999
sobre la posible refacién que ia polaridad de! sitio activo pudiera ejercer sobre Ia afinidad de
los alcoholes aceptores en la relacion entre hidrélisis y alcohélisis, y considerando ademas
qgue existe un claro efecto de particidn del substrato entre el medio de reaccion y el sitic
activo de la enzima (Bell et al. 1995; Torres et al. 1998), debe obligadamente considerarse
que la hidratacion de la enzima modifica la polaridad de] sitio activo {Lee et al. 1998), y por Ic
tanto que el nivel de hidratacion o ia a, de la enzima debe influir decididamente en I
tendencia o relacién entre las reacciones de hidroélisis y alcohdlisis. Dadas las diferencias er
fa composicién dei sitio activo de diferentes enzimas, la a, debera tener distintos efectos

para cada una de éstas.
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1.4.5. Potencial biotecnolégico

La tecnologia enzimatica se ha desarrollado tradicionalmente en el uso de hidrolasas
para reacciones de degradacién. En oposicion, las reacciones de sintesis mediante catalisis
enzimatica han estado muy limitadas en aplicaciones tecnologicas, fundamentalmente
porque la mayoria de las enzimas que intervienen en ellas naturalmente requieren fuentes
bioguimicas de energia, y por ello no son viables fuera de la célula ante la imposibitidad de
producir y regenerar cofactores en forma econémicamente viable (Barzana y Ldpez-Munguia
Canales 1993). Sin embargo, a partir del desarrolio de la enzimologia en medios no acuosos
la posibilidad de utilizar hidrolasas en reacciones de sintesis ha despertado gran interés en
la biotecnologia: lipasas, proteasas y carbohidrasas pueden efectuar reacciones "inversas"”
mediante la manipulacién de factores que inviertan el equilibrio termodinamico, tipicamente
el uso de reacciones enzimaticas en medios organicos (Zaks et al. 1988; Riva y Secundo
1990; McEvily y Zaks 1991). Particularmente para las carbohidrasas, donde se incluyen las
reacciones de alcohdlisis, hay un gran potencial en sintesis enzimaticas, permitiendo
reacciones mas especificas en contraposicion a las reacciones quimicas, donde los
productos obtenidos tendran caracteristicas dependientes del azlcar utilizado como
substrato y del alcohol aceptor.

En las reacciones de alcohdlisis tipicas (la mayoria de las descritas en la Tabla 1), se
generan alquil-glicédsido compuestos de un monosacarido y una cadena hidrocarbonada de
tamarno mediano o grande. Desde el punto de vista industrial, existe potencial para estos
compuestos como surfactantes y tensoactivos si los alcoholes usados como aceptores son
suficientemente hidrofobicos. Estas moléculas resultan interesantes desde el punto de vista
industrial, entre otras cosas por ser biodegradables y no toxicas (Nilsson et al. 1998).
Compuestos formados por carbohidratos y cadenas hidrocarbonadas son utilizados como
biosurfactantes en la industria petrolera, en la industria quimica, en bioremediacién (Van
Dyke et al. 1991), y en las industrias alimentaria, farmacéutica y de cosméticos (McEvily y
Zaks 1991; Van Dyke et al. 1991). Algunos alquil-glicésidos son utilizados en estudios
bioquimicos de membranas celulares (Shinoyama et al. 1991a,b), y se manejan como
productos quimicos especializados de alto costo; por ejemplo, el octil-glucosido es un agente

solubilizante de proteinas de membrana (Rosevear et al. 1980).



Los ésteres de acidos grasos de sacarosa u otros azucares han tenido un gran aug
como emulsificantes en alimentos para lo cual se ha invertido un gran capital e
investigacion y desarrollo que ha conducido a una fuerte expansién del mercado (Krog 199(
Vulfson 1993). Estos se sintetizan por reacciones de transestrificacion quimica e
dimetilformamida, lo cual, aunado a la formacién de subproductos, limitan sus aplicacione
(Krog 1990; McEvily y Zaks 1991). Una alternativa para evitar estos problemas vy la falta d
selectividad es la sintesis enzimatica, opcion que se ha explorado a fravés d
transesterificaciones con lipasas en medios organicos (McEvily y Zaks 1991; Vulfson 1993
Adicionalmente, los alquil-glicésidos sintetizados con carbohidrasas son otra alternativa par
la sintesis de compuestos con la misma aplicacién, aunque el uso de lipasas en medio
organicos ha recibido mayor atencién que el uso de glicosidasas para la sintesis d
emulsificantes (McEvily and Zaks 1991; Vulfson 1993; Ljunger et al. 1994). Sin embargo, lo
alquil-glicosidos tienen algunas ventajas sobre los ésteres de azlicares, como ser ma
estables en condiciones alcalinas (Ljunger et al. 1994).

Las caracteristicas surfactantes y tensoactivas de estas moléculas surgen de la
caracteristicas amfifilicas dadas por el carbohidrato que provee una cabeza hidrofilica, vy |
cadena hidrocarbonada del alcoho! que constituye la cola hidrofébica. En la gran mayoria d
los casos la porcion del carbohidrato esta constituida por un monosacarido, aunque ha
trabajos donde el carbohidrato involucrado es un oligosacarido (Saab-Rincon et al. 1999
Santamaria et al. 1999). Es evidente que algunas caracteristicas especificas dependeran d
estos dos elementos; en el caso del carbohidrato no hay estudios que describan como st
afectan las caracteristicas tensoactivas u otras propiedades del aiquil-glicésido cuando e!
lugar de un monosacarido la molécula esta integrada por un oligosacarido. En cuanto a la:
caracteristicas de la cadena hidrocarbonada, las variantes son practicamente infinitas er
cuanto a longitud y estructura, y obviamente tienen una influencia muy importante sobre la:
caracteristicas de la molécula. Comparando cadenas hidrocarbonadas rectas con cadena:
ramificadas constituidas por el mismo numero de carbonos se ha encontrado que esta:
altimas tienen menor capacidad de formacién de espuma, y que hay diferencias en la form:
de agregarse o empaquetarse (Niisson et al. 1998). Comparando cadenas hidrocarbonada:s
de similar tamafio unidas a distintos monosacaridos, no se han encontrado diferencia:

substanciales en la actividad surfactante. Por ejemplo, Shinoyama et al. (1991b) evaluaror
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las propiedades surfactantes del heptil-3-xilésido, encontrdndolas similares a las del octil-B-
glucdsido. Por ofra parte, el enlace glicosidico en los alquil-glicésidos puede ser o« o B
dependiendo de la especificidad de la enzima que catalice su formacion; esta caracteristica
no es irrelevante desde el punto de vista de su aplicacién como tensoactivo, ya que aigunas
propiedades fisicoquimicas como la concentracion micelar critica, la estructura de los
agregados, la formacién de cristales o estructuras amorfas, etc., varian entre los dos
enantiomeros (Nilsson et al. 1998).

Mas alla de la aplicacion de los alquil-glicosidos como tensoactivos, las reacciones de
alcohdlisis tienen un gran potencial en la formacion de glicoconjugados con actividades
biolégicas. En estos casos, en lugar de un alcohol simple, el aceptor es una molécula
compleja o con estructura especifica que confiere alguna determinada funcién biologica at
producto resultante, bajo la condicion de que tenga un hiroxilo que actie como aceptor en
substitucion del alcohol. Esta clase de glicoconjugados pueden tener muy diversas funciones
biolégicas como: propiedades terapeéuticas, inmunoldgicas, herramientas de diagndstico,
adhesion celular, comunicacién inter e intracelular, etc. (Dintinger et al. 1894; Bonnin et al.
1999), y tienen tal importancia que su estudio y aplicacién pertenecen a una rama de la
ciencia para la cual se ha acufiado el término de glicobiologia. La gran ventaja de utilizar la
reaccion enzimatica de alcohdlisis para la sintesis de estos compuestos es que es
esteroselectiva y pueden obtenerse productos de alta pureza enantiomérica, en
contraposicion a la sintesis quimica, donde ademas se vuelve necesario proteger grupos
reactivos que no se desea que intervengan en la reaccion (Zarevicka et al. 1999).
Adicionaimente, las condiciones de las reacciones enzimaticas son moderadas y con esto se
minimiza la posibilidad de obtener subproductos indeseables (Scigelova et al. 1994).

Dentro de las moléculas con actividades biologicas se encuentran las glicoproteinas,
en las cuales el carbohidrato actlla como receptor especifico para céluias y proteinas in vivo
en diferentes procesos, y dan a la proteina mayor estabilidad (Cantacuzene y Attal 1991;
Nilsson y Scigelova 1994). El carbohidrato se une generalmente a serina o treonina, de ahi
gue muchos estudios de alcohélisis han tenido como objetivo unir distintos azicares a estos
aminoacidos utilizando diferentes glicosidasas que permiten una sintesis enantioselectiva («
o B) (Cantacuzene y Attal 1991; Johansson et al. 1991; Leparoux et al. 1994; Nilsson y
Scigelova 1994; Bonnin et al. 1999, Naudorf y Ajisaka 1999).
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Existen glicésidos de terpenoides y esterocides con actividad fisioldgica, los cuale:
pueden ser sintetizados por reacciones de alcohdlisis como ha sido demostrado por Pai
(1970) y Ooi et al (1984). La actividad fisiolégica y biodisponibilidad de estos compuesto:
dependen del tipo y posicion del azdcar unido, de ahi que reacciones de glicosilacién puede:
tener una importante aplicacién en el diseno de estas substancias con actividad farmacéutic:
(Ooi et al. 1984).

Se ha reportado también la fructosilacion y la manosilacion de alcaloides del erge
mediante reacciones de alcohdlisis; estas substancias tienen importantes aplicacione:
farmacéuticas, como el tratamiento de migrana, hipertension y mal de Parkinson, asi com
actividad inmunomoduiatoria (Kren 1992; Scigelova et al. 1894).

Nakagawa et al. (1996; 1998) reportaron la glucosilacion del mentol utilizando o
glucosidasa, y maltosa como substrato para obtener mentil-a-glucédsido (a-MenG). Est:
transformacién permite obtener un compuesto mas soluble en agua y menos volatil, lo qu
permite mantener el sabor refrescante del mentol por tiempos mas largos, mejorando s!
utilidad como aditive alimentario. ElI enantibmero p-MenG, aunque se encuentr:
naturalmente en las hojas de la menta, tiene un sabor ligeramente amargo y sabor meno:
duice y refrescante que el a-MenG; de ahi que estos autores hayan buscado la sintesi:
especifica del enantibmero o mediante el uso de la a-glucosidasa (Nakagawa et al. 1998).

Zarevicka et al. (1999) reportaron la glucosilacion y galactosilacion de juvendgenos
analogos biolégicamente activos de hormmonas juveniles de insecto, los cuales tien

aplicacion potencial en el control de pestes de insectos.
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Capituio 2

Resultados y discusidén

2.1. Efecto de la hidratacion de la B-galactosidasa en la reaccion de

alcoholisis en sistemas de una fase organica liquida

Esta etapa del proyecto describe reacciones de alcohdlisis con p-galactosidasa de E.
coli, en sistemas monofasicos, Yy con fines de comparacién en un sistema de dos fases
liquidas. La velocidad de la reaccién fue altamente dependiente de la cantidad de agua
solubilizada en 1-heptanol. Cuando una cantidad de agua superior a la necesaria para
saturar el alcohol se agregaba al sistema, éste resultaba en un sistema de dos fases
liquidas, con una velocidad de alcohdlisis 73% mas rapida que en el sistema organico de
una fase. Sin embargo, en el sistema de una fase no se observé hidrélisis ni del substrato
(lactosa) ni del producto (heptilgalactésido), dentro de las primeras 20 horas de la reaccion,
fo cual ocurre comunmente en sistemas de dos fases, de acuerdo a lo reportado en la
literatura. Una limitante importante en el sistema de una fase fue la solubilidad de la lactosa,
la cual, sin embargo, aumentd a medida que se incrementaba el contenido de agua en el
sistema dentro de los limites de saturacién; al incrementar la concentraciéon de lactosa en el
medio se incrementaba la velocidad de la reaccién, siguiendo el modelc de Michaelis-
Menten. La actividad de agua (a,), parametro termodinamico caracteristico, fue estimada
para el sistema de una fase con diferentes contenidos de agua utilizando un modelo
publicado previamente para reacciones enzimaticas en medios organicos. A partir de los
valores de a, obtenidos se estimaron los niveles de hidratacion de la pB-galactosidasa. La
actividad enzimatica de la B-galactosidasa en la alcohdlisis resultd ser una funcion de [a
cantidad de agua adsorbida, en forma analoga al comportamiento reportado para la lisozima
en ambientes de bajo contenido de agua. De esta parte del trabajo se concluyd que la
contribucion del agua a la hidratacion de la enzima es el factor que domina la velocidad de la
reaccion de alcoholisis, mientras que el efecto en la solubilizacion de la lactosa es mucho
menos importante. Este trabajo es una contribucion importante a la “ingenieria del soivente”
en reacciones de alcohdiisis. Los resultados establecen el papel del agua y el minimo grado

de hidratacién requerido para que la enzima tenga actividad catalitica.
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Abstract: Alcoholysis reactions were performed in organic one-phase liquid systems with
£ coli B-galactosidase, to produce heptyl-B-galactoside from lactose and 1-heptanol. The
reaction rate was highly dependent on the amount of water solubilized in the alcohol. A larger
amount of water led to a system of two liquid phases in which the alcoholysis rate was 73%
faster than in the one-phase system. No hydrolysis reaction of either lactose or product was
observed in one-phase liquid systems up to 20 h independently of the water content.
Solubility of lactose in the organic phase increased with the water content in the system and
the reaction followed the Michaelis-Menten model. Water activity was calculated for heptanol
containing different amounts of water and the obtained values were used to estimate the
hydration of B-galactosidase from known models. Enzyme activity correlated with sorbed
water, in similarity with the behavior reported for lysozyme in low water environments. It is
concluded that water contribution to enzyme hydration dominates the rate of reaction
compared to its effect on lactose solubilization.

Keywords: alcoholysis, [B-galactosidase, glycoside synthesis, water activity, enzyme

hydration.

INTRODUCTION
B-Galactosidase (E.C. 3.2.1.23), a glycolytic enzyme, catalyzes the hydrolysis of lactose in

water to yield glucose and galactose. When the water is substituted for an alcohol, an alkyl-
galactoside is obtained and glucose is released as by-product. This is an example of an
alcoholysis reaction. A similar reaction is the reverse hydrolysis in which an enzyme
promotes the condensation between a monosaccharide and an alcohol leading aiso to the
formation of an alkyl-glycoside with the release of water. An alcoholysis reaction catalyzed by
B-galactosidase was first described in 1912 (Wallenfels and Mathotra, 1961). Since then, it
has been widely proved that glycosidases catalyze the synthesis of aikyl-glycosides under
conditions enabling either alcoholysis or reverse hydrolysis reactions. These evidences have
been an incentive to use hydrolytic enzymes for the synthesis of compounds with surfactant
properties and stable even under alkaline conditions (Ljunger et al., 1994).

Many reports on enzymatic synthesis of glycosides have been published recently.
However, most of them are purely descriptive in terms of using different combinations of

enzymes, substrates or alcohols. Also, the general strategy has relied upon the use of a
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system with two liquid phases made up of a hydrophobic alcohol and water that maintains tt
sugar and the enzyme in solution. No attempts have been reporited conceming it
determination of kinetic parameters, the conditions that control alcohol mediated reactions,
the key competitive hydrolysis of sugar substrates or products. To minimize these side ar
undesirable reactions, organic one-phase liquid systems have been attempted. Howeve
Trincone et al. (1991) and Chahid et al. (1992), could not detect glycoside synthesis in z
alcohotl phase with no water, while the reaction was possible when enough water was prese
to form a distinct aqueous phase.
This paper demonstrates that the alcoholysis reaction of 1-heptanol and lactose

feasible in an organic one-phase liguid system as long as enough water is available to tt
enzyme. A description of the interactions of water with the rest of the components, and the

effects on the rate, is also presented.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

B-Galactosidase from Escherichia coli (lyophilized grade VIII) was used after rehydratir
5,000 units of lactase (nominal activity from the supplier) with 5 mi phosphate buffer (0.1 A
pH 7.0); this working enzyme solution was added to the reaction mixture as specified. |
Heptanol was used both as solvent and as the nucleophiiic alcohol and B-D-lactose was use
as sugar substrate. 1-Heptyl-B-glucoside was used as standard for TLC ar
spectrophotometric determinations. All reagents were from Sigma Chemical Co., (St. Lou
MO).

Solubility of Water in Heptanol

To determine the saturation level of water in 1-heptanol at 37°C, equal amounts of heptan
and water were magnetically stimed for 5 min in a flask maintained in a water bath at th
temperature. The phases were allowed to separate for 1 h and a sample from the heptanol
phase was withdrawn with a syringe and injected into the Kart Fisher titrator. This stirring ar
resting procedure proved fo be sufficient to reach equilibrium as measured by Karl Fishg

method and amounted to 5.8% wafer in 1-heptanol at 37°C.
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Reactions
The reaction was performed in 50 ml Erlenmeyer flasks sealed with screw caps. Every flask
contained 20 ml of 1-heptanoi supplemented with specified amounts of distilled water.
Lactose was added in as a solid either exceeding the solubility limits in heptanol (0.15 g
equivalent to 0.44 mmoles) or at the indicated amounts achieving totally dissolved lactose
conditions.

The reaction was started by adding 0.1 ml of working enzyme solution (equivalent to
100 units of lactase and 0.099 mg protein) o the flask, and incubated in a controlled
temperature bath at 37+1°C (Haake E52, Berlin). The additional 0.1 m! water was taken into
consideration in the reported water contents. To prevent the formation of a second water
phase, for reactions at water saturated conditions, 1.06 ml distilled water was added to 20 ml
heptanol before addition of 0.1 ml enzyme soiution (i.e. 5.8% total water). With such
procedure there was no enzyme precipitation. Once the enzyme solution was added, a clear,
stable, and homogeneous alcohol liquid phase was obtained that remained stable during
reaction. This was true for all cases except when lactose in excess was used since it implied
handling an intrinsically turbid solution. Agitation was provided with a magnetic stirrer placed
under the water bath. For the two liquid phases reaction experiments, 1.6 ml of water and
0.15 g of lactose were added to 20 ml of heptanol; other conditions were kept unchanged.
Analyses
Water content in heptanol was determined with a Karl-Fisher coulometric titrator (Aquatest 8,
Photovolt, indianapolis).

To monitor the reaction, 1 ml samples were withdrawn from the flasks at time intervals,
mixed twice in vortex with 0.5 ml water, to extract remaining lactose or glucose from the
heptanol, and heated 5 min in a boiling water bath to stop the enzymatic reaction. The
resulting mixture was centrifuged (5000 rpm, 15 min) in a clinical centrifuge (international
Equipment Company, Needham, MA) to separate the phases. Heptyi-galactoside remained
totally in the heptanol phase and was free from sugars (by TLC) afier water extraction, as
Shinoyama et al. (1988) and Vulfson et al. (1990a) established previously for hexyl-
glycosides. Then, heptyl-galactoside soluble in heptanol was determined by the
cuproammonium technique as reported by Vulfson et al. (1990a). Remaining glucose

extracted into the aqueous phase was determined with a glucose oxidase-peroxidase (GOP)




kit (Spinreact, Gerona, Spain). Lactose solubility in heptano! was aiso determined by the
cuproammonium technique. A Perkin Elmer Lambda 2 UV/VIS spectrophotomete
(Ueberlingén, Germany) was used for both cuproammonium and GOP methods. The relativ:
presence of heptyl-glycosides and lactose, glucose or galactose in both heptano! and wate
phases was established by TLC on 5x10 cm silica gel sheets (Sigma Chemicals, St. Louis) a:
reported by Shinoyama et al. (1988).

RESULTS AND DISCUSSION

Alcoholysis Reactions

When heptano! saturated with water (5.8%) was used as one phase reaction medium, heptyl
galactoside was detected after only 0.5 h of reaction and accumulated steadily during the
length of the experiment. This is shown in Figure 1 and demonstrates that alcoholysis i
possible in an organic system with one liquid phase provided that enough water is availabl
to activate the enzyme. For comparison, the reaction was also conducted with an excess c
water to conform a two-phase system, but with the rest of conditions constant including 0.1
g of lactose. It was observed that the system with two liquid phases promotes higher initiz
rate and final product concentration, though the differences are not dramatic. However, m
studies were conducted at this stage on the development of undesirable hydrolytic reactions
especially at long reaction times.

Several authors have demonstrated the possibility to perform the alcoholysis ans
reverse hydrolysis reactions in systems with two liquid phases using water-insoluble alcohol
(Beecher et al., 1990; Chaid et al., 1994; Drouet et al.,, 1994; Stevenson et al., 199=
Trincone et al., 1991; Vulfson et al., 1990a,b). For g-galactosidase, Shinoyama and Yast
(1988) reported that enzymes from E. coli and Aspergillus niger were unable to synthesiz
the respective alkyl-galactosides from lactose and either 1-hexanol or 1-octanol even whe=
using a two-phase liquid system. Their results clearly dissent with our observations very like®
because these authors maintained their system unstirred. Our preliminary experimeni
showed that stirring was beneficial for the alcoholysis reaction to proceed; otherwise
alcoholysis is retarded and lactose hydrolysis predominates after long reaction times with
low yield of glycoside. Other reports mention that alcoholysis was not detected in one-phase
non-hydrated, liquid organic systems (Chahid et al.,, 1992; Trincone et al.,, 1991). Clearl-
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prehydrating heptanol within the limits of saturation and conducting the reaction in a stirred

system promotes the alcoholysis reaction.

heptyl-galactoside (mM)

time (h)

Figure 1. Comparison between one liquid phase (A) and two liquid phases (®) systems for
alcoholysis reaction with E. cofi §-galactosidase at 37°C. The amount of lactose in both
systems was 0.15 g and the enzyme concentration was 8.75x10™° mmolf in a total reaction
volume of 20 ml.

Figure 2 shows that the initial rate increases with water content at values below the
saturation level. Indeed, when no or very little water was present (0.5%) the reaction was nil
or marginal. This explains the lack of reaction observed by Trincone et al. (1991) and Chahid
et al. (1992), as well as the higher rate observed in Figure 1 when an excess water formed a
distinguishable second phase. It is also consistent with reports for other enzymes acting in
one liquid phase organic systems (Dordick, 1992; Halling, 1994; Monot et al., 1991; Tuena de
Gomez-Puyou and Gomez-Puyou, 1998; Valivety et al., 1992). Although a higher rate and
yield were observed when water in excess is present to develop a second phase, the study of
the system with a single phase was of interest to further understand the role of water in the
reaction. Also, it represents a promising mean to inhibit or reduce lactose and product
hydrolysis in long term production runs.

For the experiments shown in Figure 2, no hydrolysis (lactose or giycoside) was
detected up to 20 h, at any water content. However, for the run at 5.8% water (saturation),
product concentration reached a maximum and started 1o decrease between 20 and 50 h.
This result suggested that product loss was due to enzymatic hydrolysis. This proved to be
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the case when TLC analysis showed the appearance of galactose after 20 h for all reactions
for experiments with water above 3.2%. This appearance matched the time of product dro|
shown in Figure 2. Probably, the product concentration for the low water levels was n¢
sufficient for its hydrolysis to occur. It seems then that product hydrolysis is dependent on th
product to lactose ratio. Similar results were reporied by Drouet et al. (1994) when workin,
with B-xylosidase mediated alcoholysis. They found that product hydrolysis took place afte
several hours of reaction when higher amounts of product had accumulated. Other author:
working with almond p-glucosidase have reported that hydrolysis of alkyl-glycoside take
place when high water activities are present in the medium (Ljunger et al., 1984: Vic et al.
1997), though the substrate is resistant to hydrolysis.

heptyl-galactoside (mM)

= K
Y
A

0 L) T L I ] 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
time (h)

Figure 2. Effect of water concentration on alcoholysis reaction with E. coli p-galactosidase
(8.75x10° mmol/l) in one liquid phase systems at 37°C. Lactose was added in excess (0.15
g} in all cases in a total reaction volume of 20 mi. Added water was: 5.8% (M); 4.6% (+); 3.2%
(®@); 1.8% (%) and 0.5% (4).

Lactose Solubility

Previous reporis have established that water affects the rate and yield of a variety ¢
alcoholysis reactions with sugars (Beecher et al., 1990; Ljunger et al., 1994; Vulfson et al
1990a). However, water content affects aiso lactose (or sugar substrate) solubility and hencs
may influence the rate in proporiion to the amount of available substrate to the enzyme. W=
first investigated the variations in lactose solubility as a function of soluble water in heptanc

at 37°C. To that end, heptanol was hydrated with precise amount of water and lactose i
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excess was added. After stirring at 37°C for 20 min and allowing the solid lactose to settle,
samples of heptanol were analyzed. The results for the working range (0 to 4.5% water) are
shown in Figure 3. It is observed that solution of lactose in pure heptanol increases linearly
as the water level reaches saturation. This could explain why no reaction occurs when
anhydrous heptanol is used, as reported by other authors. In all the one liquid phase systems
(Figure 2), a part of the added lactose remained insoluble, since a solid suspension of the
sugar was clearly observed in the flasks. Only after water was solubilized, lactose was
continuously transferred into the organic phase to replenish the amount converted to product.
it is then clear that an important limitation of this system is the solubility of lactose. In
contrast, for the two phase system (Figure 1) all the 0.15 g of lactose were completely
solubilized in the aqueous phase, and alcoholysis proceeded very probably via the transfer of

heptanol molecuies into this phase.

lactose (mM)

O L] 1 1 L] r L

0 05 115 2 25 3 35 4 45 5
water (Y6w/w)

Figure 3. LLactose solubility as function of water content in heptanol in one liquid phase
system at 37°C.

Effect of Lactose Concentration on Alcoholysis Reaction

Reaction kinetics at 37°C was established in a system at constant water (5.8%) and varying
amounts of soluble lactose (0.15 to 6.85 mM). Since no lactose hydrolysis occurs at this
condition and Limited by the low sensitivity of the cuproammonium method for heptyl-
galactoside, the reaction was monitored by released glucose with the GOP kit. The results

are shown in Figure 4. It can be concluded that the reaction follows the Michaeiis-Menten
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model. A non-linear regression was applied to data presented in Figure 4 resulting in the
following kinetic data: K,= 0.7 mM and V,, = 13.85 nmoles/ml-min (2.79 nmoles/unit-min)
Clearly, V..., was easily attained since the maximum soluble lactose during alcoholysis was
6.85. A K, of 10.4 mM has been reported for the hydrolysis of B-lactose by E. coli B
galactosidase in water (Wallenfels and Malhotra, 1961), suggesting an apparent highe
enzyme affinity for B-lactose during alcoholysis than for hydrolysis. Bell ef al. (1995) have
recognized that polar substrates (like lactose) tend to present a farger K, in polar solvents
than in non poiar media. Accordingly, in our system, and as a response to the low wate
available, lactose partitions preferentially into the hydrated enzyme surface. The validity o
this substrate partition concept has also been proved for peroxidases acting in mixtures o

water and hydrophiiic organic solvents using a thermodynamic approach (Torres et al., 1998)

0.016 -
0.014+
0.0121'
0.010-
0.008 -
0.006 -
0004 -
0.002
o000t —1"1— — |
c 1 2 3 4 5 6 7 8
lactose (mM)

Vi (micromoles glucose/ml min)

Figure 4. Kinetics of alcoholysis reaction with £. cofi B-galactosidase in water saturated
heptanol (5.8% water) in one liquid phase system at 37°C.

To clarify the "intrinsic" role of water as an enzyme activator (vs. the indirect effect ==
agent for lactose solubilization) experiments were conducied at several combinations <
substrate and water and the results are shown in Table |. It can be appreciated that wate
dominated reaction rate performance. For instance, for a lactose concentration of 5.43 mHl
but only 4.6% water, the rate was slower than the rate obtained at lower lactos=
concentrations (i.e. 4.17, 2.78 or 2.08 mM) but at higher water level (5.8%). Also, the onset —
the reaction was evident even at small factose levels (0.44 mM) when heptanol was saturate
with water (5.8%); however, no reaction occurred at 0.5% water and a comparable amount
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available lactose (0.58 mM). It was then proposed that the level of hydration of the enzyme
controis the reaction rate, and that once hydrated the enzyme saturates at fairly low substrate

concentrations.

Table . Initial rate of £. coli B-galactosidase at 37°C as a function of water and solubie
lactose concentrations in one liquid phase heptanol system

Water |lactose Vi
content!| mM | nmoles/ml min
5.8% 6.85 14
5.8% 417 14
5.8% 2.78 14
5.8% 2.09 12
5.8% 0.44 5
4.6% 543 10
3.2% 3.78 6
1.9% 2.24 2
0.5% 0.58 0

The fact that lactose and water were intimately related during alcoholysis, led us to
estimate the molar ratios for a qualitative comparison with other reported systems. Holsinger
(1997) has reported lactose solubility values from which a 60.32 ratio of n, e /Nizeese €AN be
derived for a saturated solution of lactose in distilled water at 37°C. We then caiculated
similar ratios for the results presented in Figures 1 and 2 in which the total amount of lactose
was 0.15 g (0.44 mmoles). To that end, lactose concentration in heptanol was calculated
from equation 1, obtained from solubility data presented in Figure 3.

L =1.1824w—-0.007 (1)
where L is the concentration of soluble lactose (mM) and w is the water content (% wiw)

Table Il shows the calculated molar ratios and the corresponding solubility condition for
lactose as noted by visual observation. Clearly, the molar ratio for the system with two
phases was well above the value for the saturated solution, resuiting in a complete lactose
solubilization. Similarly, for the one-phase systems at water concentrations above 3.2%, the
molar ratios were also above the saturation limit, predicting complete lactose solubilization.
However, on the contrary, insoluble lactose was observed as indicated in Table Il It can then
be concluded that other components in the system compete with lactose for hydration

potential. Since the amount of enzyme was very small (99 g of protein) for any significant
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contribution, the participation of heptanol as water trap was estimated based on its
predominant presence in the system (>95%). Water activities (a,,) were then predicted fo!
water-heptano! assuming that the contribution of the remainder components in the mixture

was inconsequential.

Table li. Molar ratios of water to soluble lactose in heptanol-water systems shown in Figures

1and 2.
System, added water | n,.J/N.. .. lactose
appearance

two liquid phases system 217.39 soluble
one liquid phase, 5.8% 133.33 insoluble
one liquid phase, 4.6% 100 insoluble
one liquid phase, 3.2% 67.11 insoluble
one liquid phase, 1.9% 32.79 insoluble
one liquid phase, 0.5% 12.77 insoluble
saturated solution of 60.32 soluble
lactose in water at 37°C*

*Value reported by Holsinger (1997).

Estimation of Water Activity

As stated previously, a significant interaction between water and heptanol can be suspectec
to explain the poor solubility of lactose. Furthermore, lactose has a limited capacity tc
decrease a, (Miracco et al., 1981); even for a saturated solution of lactose in water the a_
value is quite high (0.981) compared fo an a, of 0.78 for a saturated solution of glucose a=
reported by Ljunger et al. (1994). In consequence, the effect of lactose on a,, for our one=
phase liquid system should be negligible.

The a, values resulting from heptanol-water mixiures were calculated using the
equations previously reported by Bell et al. (1997) and updated by one of the author
(Halling, P. J., personal communication).

The Wilson coefficients for i-heptanol have not been reported and were calculate
extrapolating from figures reported by Bell et al. (1997) for primary linear alcohols. Plottin

the carbon numbers in primary linear alcohols vs. In (i~ i) a linear regression wam
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obtained with r = 0.99 leading to equation 2; while plotting carbon number in primary alcohols

vs. Ay~ A the equation 3 was obtained with r = 0.98.
In(4,, — 4, ) =1.644N +3.4677 (2)

Ay, = A, =1.319N +1191 (3)

where N is the carbon number in primary linear alcohols, and A, A, As, and i, are the
Wilson coefficients for water and solvent interactions. The resulting values for 1-heptanol
were the following:
hew= hes = 3.190534 x 10° J mol”
Aew Mo = 1.0426 x 10% J mol™.

Using these Wilson coefficients, the intermediate values were calculated as reporied
by Bell et al. (1997) but using the revised equations 4 and § (Halling, P. J. personal

communication):

V “'(z':w"’?'s.r)
—__F RT
ws ‘];:_ € (4)
Vw "'('&)'w"z‘ww)
A, = 7e RT (5)

where the molar volumes were V,=18 mi/mol for water and V,=141.02 mi/mo! for heptanol;
A, and A,, are the revised Wilson parameters, R is the gas constant (8.314 J moi" K" and T
the temperature (K).

The resulting values for heptanol were A, = 0.11607 and A, = 0.00223. Equation 6
was used to calculated the activity coefficient for water (v,)):

AWS —_ ASW ) 6
X, +A X, A_X, +X, ®)

]'n}/w = _—ln(XW + AWSXS)+XS(

Finally, a,, values for the water-heptanol mixtures were calculated using equation 7.
a,=y,X, ™)
Figure 5 shows the graphic relationship between the enzymatic initial rate and a,

values calculated from equation 7. The profile of this graph is very similar to the one for

lacase in different solvents reported by Bell et al. (1997) and also agrees with a system



reported by Ljunger et al. (1994) for the synthesis of octyl-B-glucoside with aimond B-

glucosidase.
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Figure 5. Dependence of initial rate of aicoholysis on water activily for E. coli B-galactosidase
in one liquid phase system at 37°C.

Prediction of Hydration Level of the Enzyme

Most previous work to study the role of water on the behavior of enzymes in organic solvents
for a glycosidase mediated alcoholysis or reverse hydrolysis reactions have been carried oul
considering the total water content (%w/w). The thermodynamic parameter a, has beer
proposed as a more adequate descriptor (Bell et al., 1995; Halling, 1994, Valivety et al.
1992). It is possible to predict the water bound to the enzyme, improving interpretation anc
prediction of enzyme performance (Bell et al., 1995).

The sorption isotherm is very helpful to determine water bound to an enzyme (Halling
1980). The isotherm for B-galactosidase from E. coli was not found in the literature. Hence-
the following assumptions were made.

According to Ling (1972), the water sorption level at a, = 0.92 for any protein may be

calculated using equation 8:

Y =-0.97x10" +6.77X, - 7.63X, (8)

where Y is moles of water bound per g of protein; X, is the sum of the moles of hydroxy
carboxyl, and basic groups per g of protein; X, is the moles of side chains amide groups pe
g of protein. The values of X, and X, for E. coli B-galactosidase were calculated from it=

amino acid composition obtained from Genebank. The total hydration value (Y) was 0.012_
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moles H,O/g protein, equivalent to 0.23 g H,O/g protein. This value is very similar to the one
for lysozyme (0.0138 moles H,O/g protein) reported by Ling (1972). This is relevant since
lysozyme has probably been the most studied enzyme in terms of hydration. In addition, our
results show that the reaction rate for p-galactosidase at a,=0.925 (3.2% water), was 18%
compared to the rate for the two liquid phases system (33 nmoles/mi min), whereas the
activity of lysozyme at a,=0.92 is 10% of the one observed in a diluted solution (Ling, 1972;
Rupley et al., 1983). These results are points of coincidence between E. cofi B-galactosidase
and lysozyme under conditions of limited hydration. Based on this, the sorption isotherm for
E. cofi -galactosidase was calculated assuming complete similarity to lysozyme in terms of
water sorption properties by means of equation 9 reported by Asbi and Baianu (1986). The

resuiting isotherm is shown in Figure 6.

n=n,+Ca,+ Aa’ (9)
where n is g H,O 7 100 g protein; n,, C, A, and B are constants. Values for lysozyme are n, =
16,C=176,A=153 and B = 9.837.
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Figure 6. Predicted sorption isotherm for E. coli B-galactosidase in heptanol at 37°C
(according to model proposed by Asbi and Baianu, 1986).

Matching the calculated hydration levels of the enzyme with the observed catalytic
activities for all a,, values reported in Figures 5 and 6 resulted in the curve shown in Figure 7.
It is observed that the onset of the reaction occurs at 0.1 g watet/g protein, equivalent to a, =
0.45 and that the activity increases rapidly as enzyme hydration progresses. A similar pattern

was presented for a reverse hydrolysis reaction with f-glucosidase (Ljunger et al., 1994),
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indicating the close cormrelation between water sorbed and activity for this type of enzymes.
This is also consistent with the models proposed by Rupley et al. (1983) in terms of dynamics

of domains in proteins and its promotion of enzymatic activity.
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Figure 7. Relative alcoholysis activity of E. coli B-galactosidase in one liquid phase heptanol
system at 37°C as a function of enzyme hydration level (100% activity refers fo the system
with two liquid phases).

CONCLUSIONS

B-Galactosidase catalyzed the synthesis of heptyl-g-galactoside in an organic liquid of one
phase provided that sufficient soluble water is available in the system. The reaction followec
the Michaelis-Menten model and the enzyme showed higher activity for alcoholysis thar
hydrolysis of the lactose substrate. The most important factor controlling the reaction is the
hydration level of the protein, whereas solubility of lactose has a minimal influence=
Calculated a, values correlated with the enzymatic rate and the maximum produc
concentration obtained was 4.94 mM in 25 hours, representing a yield of 22.5%, contrasting
with the two liquid phases system in which higher concentrations and yieids were observecS

Enzyme hydration and its effect on the rate followed known models for lysozyme.
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2.2. Reacciones de alcohdlisis e hidrélisis inversa en sistema de una fase
organica con una B-glicosidasa hipertermofilica

En esta‘ etapa del proyecto, se exploré el uso de una B-glicosidasa hipertermofilics
con actividad de lactasa buscando incrementar la velocidad de la reaccidn, y ademas
incrementar la cantidad de lactosa disponible en forma soluble en el sistema de una fase
Cuando la reaccidn de alcohdlisis de la lactosa se efectué a 37°C con ia B-galactosidasa de
E. coli, la velocidad inicial fue de 14 nmol/mi min, pero cuando la reaccién se efectué a 80°C
con la B-glicosidasa hipertermofilica, la velocidad fue 3.14 veces mayor; en este caso se
logré una solubilidad 6.4 veces mayor de la lactosa en el 1-heptanol saturado con agua. Lz
B-glicosidasa hipertermofilica fue también capaz de realizar la reaccion de hidrélisis inversz
utilizando tanto glucosa como galactosa como substratos; como consecuencia, cuando Iz
lactosa fue utilizada como substrato, se formé en una primera etapa el heptil-galactésidc
como consecuericia de la reaccion de alcohdlisis, y subsecuentemente la glucosa liberadz
fue consumida en la reaccion de hidrélisis inversa formando el 1-heptil-glucosido. Ambas
reacciones se ajustaron al modelo cinético de Michaelis-Menten. Ni la lactosa ni los heptil
glicésidos fueron hidrofizados a 90°C por esta enzima en el heptanol saturado con agua. De
cualquier manera, la conversion de los azicares en heptil-glicosidos fue limitada por uns
fuerte inhibicion por producto y la formacién de oligosacaridos, especialmente a aita=
concentraciones de substrato, reduciendo el rendimiento de la reaccion. Este trabajo abre |a
perspectiva de reacciones a altas temperaturas mediante el uso de una enzima novedosa, I=
cual ademas de permitir {a reaccién a un minimo de 80°C con las ventajas que ello implice

permite realizar simultaneamente la reaccion de transglicosidacion e hidrélisis inversa.
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Abstract: Alcoholysis and reverse hydrolysis reactions were performed enzymatically in
one-phase water-saturated 1-heptanol systems. Lactose or glucose was used as substrate tc
produce heptyl-B-galactoside and/or heptyl-B-giucoside respectively. When alcoholysis
reaction of lactose was performed at 37°C with B-galactosidase from E. colfi, the initial rate
was 14 nmol/mi min, and the limiting factors were the poor soiubiiity of the substrate in 1-
heptanol and a low thermal stability of the enzyme. When a hyperthermophilic B-glycosidase
was used at 90°C, the rate was 3.14 folds higher; in this case a higher concentration of
soluble lactose in the water-saturated heptano! was available to the enzyme due to the highe:
temperature. The hyperthermophilic p-glycosidase was also able to use glucose and
galactose as substrates to achieve the reverse hydrolysis reaction. As a consequence, wher
lactose was used as substrate, heptyl-f-galacioside was formed by alcoholysis, while the
released glucose moiety was used in a secondary reverse hydrolysis reaction to produce
heptyl-B-glucoside. Both reactions followed Michaelis-Menten kinetics behavior. Neithe
tactose nor heptyl-glycosides were hydrolyzed by this enzyme in water saturated heptanol
However, the conversion was limited by a strong product inhibition and the formation o
oligosaccharides, especially at high substrate concentrations, reducing the final glycoside
yield.

Keywords: alcoholysis, reverse hydrolysis, hyperthermophilic p-glycosidase, organic

phase enzymatic reaction.

INTRODUCTION

Alcoholysis reactions catalyzed by p-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) were first described i
1912 (Wallenfels and Malhorta, 1961). In contrast to hydrolysis, an alcoho! splits
disaccharide during alcoholysis forming a monosaccharide and a product resulting from thm
condensation of the glycosyl intermediate with the alcohol. A similar reaction is the reverss
hydrolysis in which the enzyme promotes the direct condensation of a monosaccharide willl
an aicohol with no byproducts formed. Both reactions are particular cases
transglycosidation reactions, leading equally to the formation of an alkyl-glycoside. Th
behavior seems to be general for glycolytic enzymes (Wallenfels and Weil, 1972), but wi—

diverse abilities {Shinoyama and Yasui, 1988). Therefore, these reactions bring the possibil=



to use a hydrolytic enzyme to synthesize alkyl-glycosides as surface-active compounds of
commercial interest (Matsumura et al., 1990; Shinoyama et al., 1991a, 1992b)
Several reports dealing with these reactions have been published over the last decade. One
critical limitation in these systems is the poor solubility of the sugar substrate in the alcohol
phase, especially when hydrophobic alcohols are used to obtain surfactants with a long
hydrocarbon tail. Therefore, both alcoholysis and reverse hydrolysis have been studied
mostly in two-phase systems of a water insoluble alcohol and water (that maintains the sugar
substrate and the enzyme). Furthermore, Chahid et al. (1992) and Tricone et al. (1991),
reported the impossibility to perform these reactions in simple monophasic organic systems
and that 15% of water was the minimum needed to sustain the reaction. This proved to be
incorrect when Panintrarux et al. (1997) achieved the reverse hydrolysis reaction of glucose
with buffer-saturated C; to C; alcohols at 50°C in a monophasic system and using almond p-
glucosidase. Furthermore, the reported yields were higher than those in the conventional two-
phase system.

in the present paper transglycosidation reactions were successfully conducted in
monophasic systems with sufficient water (soluble in the alcohol) to make the enzyme active.
The reactions were carried in 1-heptanol (both as substrate and solvent) using a
hyperthermophilic B-glycosidase. A mesophilic p-galactosidase from £. coli was also used for

comparison.

MATERIALS AND METHODS

Enzymes and Chemicals
A hyperthermophilic p-glycosidase was used (CioneZyme Gly-001-02 from Diversa, Sharon
Hill PA., USA). The enzyme was rehydratated with phosphate buffer (0.1 M, pH 5.5)
preparing a solution containing 2 mg/ml. B-Galactosidase from Escherichia coli (lyophilized
grade Vill) was obtained from Sigma Chemical Co., St. Louis MO., USA. The enzyme was
rehydratated with phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) adding 5 ml to 5,000 units of lactase
(nominal activity from the supplier).

All chemicals were obtained from Sigma Chemica! Co., St. Louis MO., USA with the
highest purity available.




Solubility of Water in Heptanol

To determine the amount of water needed to saturate the heptanol at working temperatures,
equal amounts of heptanol and water were mixed in a glass reactor (described later) and
stirred during 5 min at the specified temperatures. The phases were allowed to separate for 1
h and a sample from the organic phase was analyzed in a Karl Fisher apparatus. The total
water solubilized at equilibrium in heptanol was 5.8% and 7.8% at 37°C and 80°C
respectively. Reactions conducted at those conditions retained the one-phase state.
Reactions

The reactions were performed in jacketed 50 ml glass reactors at constant temperature,
stirred magnetically and sealed with screw caps. Each reacior contained 20 mi of 1-heptanol
supplemented with the indicated amount of water. Either lactose, giucose or galactose was
added as a solid in the specified amounts, and 0.1 ml of enzyme solution in buffer was
added to start the reaction. With such procedure, the system can be considered of one phase
since it was homogeneous, clear and transparent with no visual indication of a second phase
(liquid or solid). Furthermore, since there was no evidence of turbidity formation during the
reaction, it can be assumed that enzyme, water and carbohydrate substrate coexist as a fines
microscopic dispersion in the organic liquid phase as long as the reactor was maintained af
constant temperature.

Analyses

Water content in heptanol was determined with a Karl-Fisher coulometric titration device
(Aquatest 8, Photovolt, Indianapolis, Indiana USA).

To determine the reaction products, samples of 1 ml were withdrawn from the reactors
at specified times. In the case of E. coli B-galactosidase reactions, the sample was mixed ir
vortex with 0.5 ml water twice to exiract the sugars from the heptanol phase, and heated =
min in a boiling water bath to stop the enzymatic reaction. In reactions with hyperthermophilim
B-glycosidase, aliquots were mixed twice with 0.5 ml of a 12% TCA soiution to stop thm
reaction. The resuiting mixtures were centrifuged (5000 rpm, 15 min) to separate the phase=
After TLC analysis, it was concluded that heptyl-glycosides remained in the heptanol phas—
following water or TCA extraction, as Shinoyama et al. (1988) and Vulfson et al. (1990a) hav—
previously established for hexyl-glycosides. Then, heptyl-glycosides were quantitativelll
determined in this phase by the cuproammonium technique as reported by Vulfson et am
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(1990a). Glucose was quantified after extraction with water by means of a glucose oxidase-
peroxidase (GOP) kit (Spinreact, Girona, Spain}). A Perkin Elmer Lambda 2 UVNVIS
spectrometer (Ueberlingen, Germany) was used for both cuproammonium and GOP
techniques.

Heptyl-glycosides, lactose, glucose, galactose, and oligosaccharides were assessed in
both heptanol and water phases by thin layer chromatography (TLC) on 5x10 ¢m silica gel
sheets (Sigma Chemicals, St. Louis MO, USA) as reported by Shinoyama et al. (1988).

'H and *C Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectra were obtained for products
soluble in the organic phase sampled from a 5.5 h reaction, and purified twice by water
extraction previous to analysis.

Enzyme Thermal Stability

E. coli B-galactosidase solution was incubated in 20 ml 1-heptanol at different temperatures
in test tubes in a controlled water bath (Heto AT110, Heto-Holten A/S, Allerod, Denmark) at
0, 2.7 and 5.8% water content. Samples of this mixture were taken every hour for a total of 6,
and the residual enzyme activity was measured in a mixture of 2.7 mi of phosphate buffer
(0.1 M, pH 7.0), 0.1 ml of the heptanolic suspension of the enzyme and 0.2 ml of a 0.068 M
orto-nitrophenol-p-galactoside solution as substrate (ONPG). The hydrolysis of the ONPG at
37°C was monitored constantly during 90 min at 410 nm with a Perkin Elmer Lambda 2
UV/VIS spectrometer (Ueberlingen, Germany).

Inhibition Kinetics

For Inhibition assays of the hyperthermophilic B-glycosidase, 1-heptyl-glucoside was
dissolved in heptanol in the specified amounts followed by the addition of water, glucose and
the enzyme. Glucose concentration was varied in the range of 2.74 to 43.86 mM; reaction

conditions and analysis were as described-

RESULTS AND DISCUSSION
Alcoholysis with E. coli p-Galactosidase

The possibility to perform the alcoholysis reaction in pre-hydrated monophasic systems with
E. coli p-galactosidase was demonstrated at 37°C. Using 1.39 mM lactose as substrate, the
initial rate was 14 nmol/ml min. In similarity with the results by Panintrarux et ai. (1997) for -

glucosidase, the water added to saturate the heptanol enables the enzyme to convert the
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substrates. A detailed study concerning the influence of enzyme hydration on the reaction is
in preparation.

It is well know that an important advantage of enzymatic reactions in organic media is
the possibility to perform the reaction at high temperatures due to enhanced thermostability
acquired by the enzymes (Bell et al., 1995; Dordick, 1981; Kiibanov, 1988). However,
although the initial rate increased to 42 nm/ml min when the temperature was increased tc
65°C, the reaction had a margina!l progress after 1.5 h, suggesting a poor thermal stability.

The stability of the enzyme at 37°C as a function of the water content in the system is
presented in Table I. It is observed that the stability is highly dependent on the hydration
level, with a seven fold increase in thermoresistance when the enzyme is incubated in
anhydrous heptanoi as compared fo pure water. However, the half-life dropped to 1.33 h af
45°C and 0.83h at 50°C, and it was only 0.22 h at 60°C. This is a major drawback of this

enzyme, particularly considering the long time required for the alcoholysis reaction.

Table 1. Half-life of E. coli B-galactosidase at 37°C in water and 1-heptanol with different
contents of water.

in water turated 1-heptanol in 1-heptanol with in anhydrous
System ih sa (5"3'3% wa't;l)’ no 2.7% water 1-heptanol
Half life (h) 0.62 1.86 2.37 411
Std dev. 0.0001 0.01 0.01 0.61

Improvements in the thermal stability of E. coli B-galactosidase have been reported im
aqueous systems by other authors; the half-life at 55°C in the presence of 0.1 M 2=
mercaptoethanol and 0.01 MgCl, is 0.66 h, and without mercaptoethanol all activity is los
after 10 min {0.17 h) at the same temperature (Wallenfels and Weil, 1972); these data reve=
a heat labile enzyme. Beecher et al. {1920) reported a half-life of 5 h at 37°C for a
Aspergillus oryzae B-galactosidase chemically modified by covalent attachment t
polyethylene glycol. Also, this enzyme from A. oryzae has an enhanced optimum temperatur-
of 50-55°C (Garcia-Garibay and Gémez-Ruiz, 1996). Though chemical modification <

enzymes may render stable preparations for transglycosidation, it was decided to evaluat=
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naturally resistant enzymes. This has been suggested by Beecher et al. (1890) and Ljunger
et al. (1994) in their vision to explore enzymes from thermopbhiles.

Alcoholysis Reaction with Hyperthermophilic -Glycosidase

A commercial hyperthermophilic B-glycosidase with high activity at 90°C was assessed in
alcoholysis reactions. In Figure 1 both enzymes are compared at their optimal temperature in
1.39 mM lactose in heptanol. At this concentration, lactose is below the maximum solubility
for both temperatures, condition that guarantees the same amount of available substrate to
the enzymes. It was also estimated that the available water (in terms of water activity) was
similar for both temperatures (results not shown), despite the different saturation levels (7.8%
at 90°C and 5.8% at 37°C). Higher initial rate (44 nmol/ml min) and yield {more than 100% in
90 min) were obtained for the hyperthermophilic enzyme vs. E. coli p-galactosidase (13
nmol/ml min and 72.4%).

in Figure 1 it may also be observed that, as expected, in the case of the enzyme from
E. coli, both products (glucose and heptyl-glycoside) were produced at the same molar rate
along the reaction. In contrast, the hyperthermophilic enzyme shows an unexpected pattern,
since equimolar formation of products occurs only during the first 18 min. Afterwards the
glucose concenfration tends to level off and even decrease after 50 min, whereas the
glycoside reaches the theoretical 100% conversion at 35 min without stopping its production
up to a 124% yield in 90 min. These results suggest the consumption of the accumulated
glucose as substrate of the enzyme to produce heptyl-glucoside. According to the information
available from the enzyme supplier, this enzyme is a non-specific -glycosidase, which is
able to react with either B-glucosides or $-galactosides, such as cellobiose, lactose, etc., and
it is able to perform reverse hydrolysis reactions. Therefore, the production of both, heptyl--
galactoside and heptyl-B-giucoside from lactose could be expected.

In order to further increase reaction rate and productivity, several reactions were
conducted at 90°C and at varying lactose concentrations. Even at the highest concentration
of lactose used (43.86 mM), all the sugar was maintained soluble along the reaction. These
results are shown in Figure 2 where it may be observed that, as already shown, glucose
produced from alcoholysis in the first step of the reaction is later (after 30 min) consumed to
increase the total heptyl-glycoside produced. The higher the lactose concentration the higher

the alcoholysis and reverse hydrolysis reaction rates.
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Figure 1. Alcoholysis reactions with £. coli B-galactosidase at 37°C and hyperthermophilic p-

glycosidase at 90°C using 1.39 mM lactose as substrate. Activity followed by heptyl-glycoside

formation (X for E. coli enzyme, and B for hyperthermophilic enzyme), and glucose released
(O for E. coli p-galactosidase, and A for the hyperthtrmophilic enzyme).

Monosaccharides as Substrates of the Hyperthermophilic f-Glycosidase

The utilization of glucose and galactose as substrates to synthesize the comresponding
heptylglycosides was demonstrated at 90°C and compared to the reaction with lactose
(Figure 3). Kinetics studies showed that, in all cases, either alcoholysis (for lactose) o=
reverse hydrolysis (for the monosacharides) reactions followed the Michaelis-Menten model
The kinetics parameters calculated from Lineweaver-Burk plots are shown in Table I, where
it is interesting to observe the similar affinities to the three sugars, but the higher turnove=
with lactose. It may therefore be concluded that both reactions, alcoholysis and the
condensation reaction, called also reverse hydrolysis (Vic et al., 1997; Vulfson et al., 1990am
1980b) took place also with this enzyme. it was confirmed by NMR analysis of the product=
contained in the heptanol phase, that both heptyl-galactoside and heptyl-glucoside were
present when lactose was used as substrate; heptyl-glucoside was only confimed as thw

single product obtained by reverse hydrolysis from glucose.
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Figure 2. Alcoholysis with the hypertermophilic B-glycosidase at 90°C using different
concentrations of soluble lactose followed by heptyl-glycoside production (A) and giucose
released (B). Concentrations of lactose: @ 43.86 mM, + 21.93 mM, O 10.97 mM, B8 5.48 mM,
* 2.74 mM.

When 43.86 mM glucose was used as substrate, a yield of 7.2% was obtained in 1 h,
equivalent to a product concentration of 3.16 mM (Figure 3). When the reaction proceeded
for longer time (Figure 4) a 16.6% yield and a product concentration of 7.3 mM were obtained
after 9 h. Aimond B-glucosidase has been widely used for the synthesis of alkyi-glucosides by
reverse hydrolysis (using glucose as substrate). Using a two-phase system, Vulfson et al.
(1990b) obtained a final concentration of 40 mM hexyl-glucoside in 3 days with hexanol, and
28 mM heptyl-glucoside in 5 days with heptanol (with a yield calculated from data given by
the authors of approximately 18% and considering a molar conversion of glucose to heptyl-

glucoside). Vic et al. (1997) obtained a final yieid in their best case of 8% after six days using
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1-octanol. Panintrarux et al. (1995) obtained yields of approximately 20% in three days fol
hexyl-glucoside and 14% in four days for heptyl-glucoside.

Given the faster reactions reported here, it is then concluded that the use of enzymes
that can act at high temperatures in monophasic alcohols represents an importan
advancement to the synthesis of alkyl-glycosides.

Chahid et al. (1994) proposed a reaction system in which both octyl-B-glucoside anc
octyl-B-galactoside were simultaneously synthesized improving yield and production of alkyl
glycosides, mediated by & combination of two enzymes (B-galactosidase from A. oryzae anc
B-glucosidase from almond meal). Using only one enzyme (hyperthermophilic B-glycosidase
proposed here, the mixture of glycosides was obtained with a yield of 78% in only one hou
from 2.74 mM lactose (Figure 2). Chahid et al. (1994) reporied a yield of 26% after 3 days o
reaction. The combination of enzymes used by these authors requires 4 days for maximun
conversion compared to 6 hours with the hyperthermophilic enzyme even with a highe

lactose concentration (43.86 mM).

heptyl-glycoside (mM)

0 ] [ ] L ']
0O 10 20 30 40 50 60
time {min)

Figure 3. Alcoholysis and reverse hydrolysis with the hyperthermophilic B-glycosidase at
90°C with 43.86 mM of the following sugars: @ [aciose, A giucose, and M galactose.
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Figure 4. Long term kinetics with the hypertermophilic 3-glycosidase at 90°C using either
lactose or glucose as substrate. M Heptyl-glycoside from lactose, @ heptyl-glycoside from
giucose, U glucose release from the reaction with lactose, O glucose remaining as substrate
from the reaction with glucose.

When mass balances were performed considering heptyl-glycosides produced and
glucose released (Figure 2), it was clearr that not all sugars were forming the desirable
products. This discrepancy was explained by the formation of oligosaccharides, which were
detected and semiquantitatively analyzed by TLC. Laroute and Willemont (1992) reported
that oligosaccharides were formed during the synthesis of alkyl-glucosides with either
glucoamylase or B-glucosidase in two-phase systems when high concentrations of sugar
were used. In our case, it was also observed that the higher the initial lactose concentration
the higher the amount of oligosaccharides produced, with a consequent decrease of heptyl-
glycosides yield. As expected no formation of oligosaccharides occurred when either glucose
or galactose was used as substrate.

Product Inhibition in Alcoholysis Reaction with Hyperthermophilic p-Glycosidase

In the long term reactions (9 hr) with glucose and lactose (Figure 4) it was observed that the
formation of heptyl-glycosides practically stopped after the 4th hour, even when high
concentrations of substrates were still present. There was no evidence of lactose hydrolysis
by the hyperthermophilic p-glycosidase under the conditions studied since galactose was not

detected at any time during the reaction. It was also demonstrated that heptyl-glucoside couid
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not be hydrolyzed by this enzyme. To test this, 1 mM solution of this compound w:
incubated in water-saturated heptanol during 80 min at 90°C. Afier sampling every 30 mi
neither the concentration of the heptyl-glucoside diminished nor glucose was releasst
(glucose monitored by both GOP assay and TLC). Therefore, a product inhibition w:
suspected as the cause of the reaction arrest at the 4th hour.

To test the inhibition hypothesis, four reactors were operated during six hours at 80°
using glucose {(43.86 mM) as substrate. Two reactors were monitored hourly, while the oth
two were kept undisturbed. At the end of the run, the undisturbed reactors were cooled dow
to room temperature and lefi on the bench until a distinct water phase was formed. Tt
expelled water should correspond to the difference in maximum solubilities of water
heptanol at 20 and 90°C (see Materials and Methods). Assuming that most of the enzym
originally dispersed at 90°C partitions into the water phase formed at 20°C, the enzyme ws
recovered by centrifugation (20,000 rpm, 15 min at 20°C) followed by phase separation. Th
was confirmed since a large proportion of the initial activity was recovered (see below). Tt
enzyme was then washed with 20 ml heptanol to eliminate any remaining glucoside, ar
recovered again by centrifugation. The water phase containing the enzyme was then adde
to 20 ml heptanol and poured back to an empty reactor. Additional water was added
replace the amount lost in the heptanol during centrifugation (it was caiculated from z
estimated solubility of 5.4 % at 20°C). The reactor temperature was raised to 80°C and tt
reaction was started by the addition of glucose (43.86 mM). The reaction was followed durir
6 h, sampliing every hour. The results obtained are shown in Figure 5. The initial rate for tt
first run was 56 nmoles/mi-min, while for the second run, once the enzyme was recovere
from the reaction mixture, it was 42 nmoles/mi-min. Accordingly, 76% of the original activi
was recovered which could be explained by a lost of enzyme during centrifugation or
diminished amount of water. However, the experiment demonstrates that the enzyme ws
subjected to inhibition by the product and it recovered its active form when the hept
glucoside was removed. Kingtic experiments (not shown) suggest a competitive inhibitic
pattern with a K;= 0.54 mM. This value is one order of magniiude less than the K, ’s for ft
substrates shown in Table Il, indicating a high inhibition capacity of the product (at lea

heptyl-glucoside).
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Figure 5. Reutilization of the hyperthrmophilic §-glycosidase with glucose as substrate.
Second reaction was done with recovered enzyme. O First reaction, @ second reaction.

Table Il. Kinetics parameters for the hyperthermophilic B-glycosidase.

Substrate K, (mM) Vioax
(nmoles/m! min)
Lactose 4.04 0.157
Glucose 419 0.048
Galactose 4.41 0.029
CONCLUSIONS

The synthesis of heptyl-B-glycosides is possible in monophasic organic systems if enough
water is present to activate the enzyme. For B-galactosidase from E. cofi at 37°C the
maximum product concentration obtained from lactose was 4.94 mM in 25 hours,
representing a yield of 22.5%. The main limitations were the solubility of the lactose, and the
poor thermal stability of the enzyme. To increase the availability of soluble lactose in the
monophasic system, and hence the rate, a hyperthermophilic §-glycosidase was used at
90°C. For lactose, a concentration of up to 11.25 mM of heptyl-glycosides was obtained in
few hours, representing a yield of 25.7%; higher yields (up to 124%) were obtained with lower
concentrations of lactose. Therefore, moderate initial concentrations of lactose should be

managed to prevent the formation of oligosaccharides. p-Glycosidase was also able to

~
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perform the reverse hydrolysis reaction using the glucose moiety of the lactose liberate
during alcoholysis; this was validated when pure glucose or galactose was the substrate
However, the enzyme was very sensitive fo product inhibition. For lactose, in order t
construct an efficient production strategy of alkyl-g-glycosides with this enzyme operating ¢
elevated temperatures, a system in which the product could be removed constantly from th
reaction mixture must be proposed. Also, a continuous system operated at conditions the
maintain low concentrations of product and lactose should improve greatly the productivity c

the reaction.
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Capitulo 3

Conclusiones generales y
recomendaciones

Si bien es cierto que las reacciones de alcohdlisis se circunscriben dentro de lo que se
jenomina enzimologia en solventes organicos por la combinacién de una fase acuosa con
1n alcohot! hidrofébico que forma una segunda fase y actda como reactivo, la realidad es que
>n su inmensa mayoria estas reacciones se han quedado estancadas en las primeras
atapaé del desarrollo de la enzimologia no acuosa. Con excepcion de un par de trabajos que
se discuten en la seccion 1.4.4, las reacciones de alcohdlisis se han realizado y estudiado en
sistemas donde la enzima se encuentra en una fase acuosa, y por lo tanto en un exceso de
agua que conlleva desventajas como favorecer la hidrolisis del substrato y del producto, asi
como no permitir la posibilidad de explorar temperaturas altas de reaccion por arriba de la
6ptima de la enzima. Si bien en este trabajo no se pudo implementar la reaccion de
alcohdlisis a altas temperaturas utilizando la p-galactosidasa de E. colii el hecho de
comprender el papel del agua en estas reacciones y poder controlar con precision el nivel de
hidratacion de la enzima abre nuevas perspectivas que pueden llevar a disefar sistemas
donde la enzima trabaje en un medio en el cual la cantidad de agua permita establecer el
compromiso necesario entre una suficiente flexibilidad para desplegar actividad catalitica y la
rigidez suficiente para soportar mayores temperaturas de reaccion. Por otro lado, dar cabida
a una enzima hipertermofilica que ademas es lo suficientemente inespecifica para abrir su
espectro de utilizacion de substratos, es también una aportacién importante que a fin de
cuentas permitird explorar distintas variables combinadas para lograr reacciones de
alcohdlisis mas eficientes.

El parametro termodinamico actividad de agua (a,), ha sido reconocido como
fundamental en las reacciones enzimaticas en medios no acuosos; sorprendentemente, y
reforzando la idea de que las reacciones de alcohdlisis se han quedado en las primeras
etapas de desarrolio de esta rama de la biotecnologia, este parametro paradgjicamente ha
sido casi ignorado en los trabajos de sintesis enzimatica de alquil-glicésidos. En este sentido

el primer trabajo que pretendié invocar la a,, planted una estrategia y metodologia tan
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le una fase. Sin embargo, en el sistema de dos fases se tiene el inconveniente de que la
nterface es limitada en comparacién con las micelas inversas y la microencapsulacion, y que
3] exceso de agua promueve reacciones de hidrolisis. En los reportes de reacciones de
alcohdlisis con enzimas confinadas en micelas inversas ¢ por microencapsulacion, discutidos
2n la seccién 1.4.3, se obtuvieron muy buenos resultados, fundamentalmente debido a que
a enzima esta altamente hidratada al mantenerse en la fase acuosa, y a que la interface
antre fase acuosa y organica es muy alta. Por otra parte, en el capitulo 2.2 se establece que
a pesar del atractivo que ofrece el uso de la B-glicosidasa hiperiermofilica, se presenta el
oroblema de la inhibicién por producto al cual la enzima resuita altamente sensible. Esto es
un evidente inconveniente para obtener altos rendimientos en la reaccion a pesar de que la
enzima utiliza la lactosa como substrato en forma muy eficiente, de que no se presentan
problemas de hidrélisis ni de substrato ni de producto, y de que la velocidad de la reaccion
se ve altamente incrementada por la temperatura y la mayor solubilidad de la lactosa. En
este sentido también, dispersar |la fase acuosa en la fase organica puede ser una mala
estrategia, independientemente de si se trata de una o dos fases liquidas. En un sistema de
compartamentalizacion podria evitarse la inhibicion de la enzima por producto ya que éste
sufre una particion favorable hacia el alcohol, alejandose de la enzima. Todo esto apunta a
que seria muy conveniente, ademas de combinar las variables aqui estudiadas (a,,
temperatura, nuevas fuentes de enzimas), implementar un sistema de
compartamentalizacion. Para el caso del sistema de micelas inversas se complicaria la
separacion del producto, por lo cual el candidato mas viable parece ser Ia
microencapsulacion. En este sistema podrian manejarse altas concentraciones de substrato,
ya que éste no deprime en forma importante la a,, y podria operarse a 90°C para tener

mayor capacidad de solubilizacion de lactosa y mayor velocidad de reaccién.
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