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RESUMEN.

El uso de enzimas en medio orgénico, ha despertado gran interés en ¢l estudio de
f is de d 1al, La

P

PP para Ia
§ i 3 asf como ¢l desarrollo de nuevas

a Ia bi Alisis en medio

modificacién de
reacciones, forman parte de las alt ivas que p
orgénico. Dentro de éstas destacan en particular los

idas, ya que of grand venuhldenubdelasque-eenmnum:elque
los sustratos sean solubilizados en la fase acuosa o en la fase orgénica, dependiendo

i con

de su naturaleza; el ap i ] de actividad en algunos sistemas; Ia
posibilidad de lar Ia especificidad de Ia i la reduccion de Ia
R i En el caso de hidrol " P " s
eliminacién de la i6n de hidrélisis yo llevar a cabo § i les en
[} és en las b de alcohslisis

agua. Por otro lado, exi un
como via para la produccién de alquilglicosidos por via enzimstica, debido a la
demanda de estas moléculas dentro del grupo de los deterp iéni
-En este trabsjo se presenta ¢l estudio con la g-galactosidasa de E. ali en micelas
idas P de b Vi /agua en el que realiza reacciones de
lcoholisis si i do butil-galactésido. La originalidad de este trabajo radica en

que hasta shora no se ha utilizado un sisterna micelar en el que uno de sus

sen “ A enla
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¢
!
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Intreduccion

1. INTRODUCCION.

b i de las enzimas se ha restringido a

Tradick 1 el fi
medios acuosos. Sin embargo, a través de i igach se ha probado que
las enzimas pued. : su p ial catalftico en medios pricticamente libres
de agua. Bassnd en lo b se han 4 llado dife ! para
estudiar imséticas son ’ orghni fluid
iticos, fase ga asi las invertidas.! Se ha encontrsdo que

{ o

muchas enzimas en este tipo de sistemnas -como medios bifésicos- se

desnaturalizan rédpidamente en condici de op i6n, por lo que se ha optado
i el uso en micelas invenrtidas, donde no se ha observado

por ot ale vas
este problema.

Las L iméiticas licvadas a cabo en micel i f
grand jas o de las que se encuentran: el que los dependiend

demmwnlun.mnnlubluz.do.enhfuemoenhfmom‘nka.
de ividad en algunos sistemas; la posibilidad de controfar

hupedﬂddddeh ima y la reduccién de Ia Inacién microbt En el
caso de hidrol Ia eliminacion de la i6n de hidedlisis y/o llevar a cabo
reacciones inusuales en agua. ? Sin embargo. el p jal de las enzimas en sintesis
orgfinica, Ia basqueds de ividades alt 33 © inclusive de nuevas propiedades,

ssi - i a los mecansimos que gobiernan su

requiere de cstudios b
funcionamicnto en medio orgdnico.®

Las carbohid son i que han side ampliamente utilizadss en
i Iy s orgéni En las reacciones que catalizan estas cnzimas
pueden actuar distintos aceptores distintos al agua, como un csrbohldrato o un




Introduccion

alcohol; este e¢s ¢l caso de recacciones de transglicosidacion y alcohélisis

respectivamente. De hecho, las i de alcohélisis, en las que se obticne
alquil-glicésidos, pueden considerarse como un caso particular de las
transglicosidaci donde et ptor es un alcohol en vez de un carbohidrato.
Existe un # interés en la sf is de alquil-glic6sidos por via enzimética,
debido a Ia d da de estas Mculas dentro del grupo de los detcrgentes no-
16ni en prod far éuticos, en cosméticos, etc.® Por ejemplo, el octil-’
gluctésido es pleado en la extraccién y Ia ftucién de p i

b ] lendo uno de los mejores blosurf, idos.®

Pod ¥ que los surf; son tipi dos en casi

todos los sectores de la industria moderna, 1a prod i6 dial de las tres
millones de toneladas anuales (con un valor estimado de $4 billones de délares). El
consumo doméstico de surf: P a 5496 de) do total, mientras
que e} uso industrial rep a sol el 329%. Para prod de cuidad
personal, el consumo es de 6-89% por lo que es un do imp en térmi
de fi i * Comg do los métodos por los que s¢ puede obtener alquil-
glicésidos tenemos que, en la sintesis quimica de alquil-glucdsidos se obtiene una

la de prod éricos a y , mientras que por via enzimitica se tiene
una alta especificidad. Enziméti i tres vias para la sintesis de alquil-
glucésidos: i de d 16 alcohélisis o sintesis inversa y de
transglicosidacién. :

Una de las lincas de investigacién del grupo de biocatilisis del Instituto de
Biotecnologia es ¢l estudio de las reacciones enziméticas en medios no-
convencionales. Se han estudiado las reacciones de alcohdlisis con la enzima

2 i ’

invertasa para la sintesis de metil-fructosido en la cual se on condi



Introduccion
Sptimas de reaccion. En este contexto, la enzima invertasa se ha utilizado para -
realizar reacciones en sistemas bifasicos con alcoholes de bajo peso molecular
probando diferentes esurategias como son reacciones de alcohélisis, hidrélisis
idacié También se han probado si de icel
b de alcohdlisis,

inversa y transglic
invertidas para la sintesis de butil-fruct6ésido mediante
Ia lusion ge ] es que la invertasa no es apta para la produccién de

. 4

€stos compuestos.

En el presente trabajo se estudia la f-galactosidass de E. adi en micelas

invertidas P de b Ve /agua para la sintesis de butil-galactésido a
partir de ) y o-nitrofenol galactésido (ONPG), en el cual se evaluaron
dif fi que af Ia 16 cinéticos fisicoquimi

La originalidad de este trabajo radica en que hasta ahonmsehauuliz.u_loun
demis sustrato en la

sistema micelar en el que uno de sus ¢ P sea

reaccién.
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2. OBJETIVOS.

Objctivo General:

Realizar reacciones de ‘alcohélisis en micelas invertidas utili do transglicosid.

Objetivos Especificos:

1. Probar la capacidad de la enzima p—galactosidass de E. all pars llevar 3 cabo
reacciones de alcohélisis en un sistema de micelas invertidas.

2. Sintetizar butil-gals ido con g-gal id de E. oili en micelas invertidas.

3. Efectuar un estudio wparativo sobre la sintesis dec butil-galactésido en

diferentes sistemas: medio bifssico y medio micelar.
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3. GENERALIDADES.
3.1. METODO QUIMICO Y ENZIMATICO DE PRODUCCION DE ALQUIL..

GLICOSIDOS.
Los alquil-glic6sidos pueden sintctizarse por métodos quimicos y por
étodos »s que en la sintesis

étod imaticos. Comyg estos

quimica de alquil-glucésidos se obtiene una mezcla de productos anomdricos a y B,

mientras que por via enzimitica se tiene una alta especificidad. Entre los métodos
de sintesis guimica que permiten la formacion de enlaces glicosidicos se encuentra
e} mérodo clfsico de Koenigs-Knorr en el que ¢l halégeno de brome o de cloro

actian como grupo salientes. Destacan también los métodos en los que se usan ol
tricloroacetamidsto y el tioetil como grupos ' sali Usual. los
catalizadores utilizados son de alto costo, son téxicos, y en -l;unos casos también
son explosivos. Las sales de metales pesados como Hg(CN), y AgClO, son
empicados como catalizadores. Se usan grupos protectores como alil, acetil, benzil -
y benzoil para promover reacciones regioselectivas y ajustar las reactividades de los

donadores elecurifilos y del grupo hidroxilo aceptor; esto con el fin de obtener una
Por esta razén, las reacciones

b lectividad y b rendimi
requicren de varios p dependiendo de la plejidad estructural del producto
deseado.”
Es obvio quc las enzimas al ser catalizad eflci y ale
ion, pued: para sintetizar este

selectivos en condiciones suaves de
tres vias para la sintesis enzimitica de alquil-

tipo de comp Exi
glucssidos: reacciones de condensacion, de alcohdlisis o de sintesis inversa y de

transglicosidacion.”

En la Tabla § se muestran las enzimas que se han utilizado en reacciones de
10



Generalidades

alcohélisis con resultados positivos en los Gltimos afos. Las enzimas que se han
estudiado con mayor detalle son la @-xilosidasa. la p-glucosidasa y la @8-

galactosidasa.
Tabla 1. Ejfemplos de L} utilizadas en 1 de alcohdlisis.
— p— S —— o
Enzims Fuente Sustrato Amw_
T —— ——
P-xilosidasa A nigyr xilobiosa alkcoholes C,-Cg ™
a-glucosidasa arroz maltosa alcoholes C,- C, '°
levadura maltosa alocoholes C,- C, ¢
’ café rafinosa L-serina prot. '!
p-glucosidasa almendra celobiosa : alcoholes C,- C, *°.'*
metil-glucssido alcoholes C,- C,
glucosa alcoholes G- C,; '+
A, sigyy celobiosa alcoholes C,- C, '°
I viride cejobices 7 | alcoholes C, y C, '*
f-galactosidasa E. coli lactosa alcoholes C,-C, *°
mono, di oles C,-C, '*
L-serina prot. 41!
A. niger lactosa alcoholes C,-C, '*
A g metil-galactanid I e
Invertasa levadura sacarosa alcoholes C,-C, *7
fructoss alcoholes C,-C, '’

- a-manosidasa leguminosa manosa D,L-Ser,D.L-Thr '*
a-N-acetilgalac- higado de bovino  N-acetilgalacio-samina D,L-Ser,D.L-Thr '*
tosaminidasa ’
homogenizado © fenil-p-glicGeidoy alcoholes C,-C, **
celular de Suifelobus lactosa
s ;

A. Serina protegida en Jos grup ino y carboxil
B. p-galactosidasa de 4, ziger dificada q; con polf de pol glicol

De acuerdo con la literatura, la enzima que miés eficientemente realiza Ia
reaccién de alcohélisis es Ia B-xilosidasa. Drouet et al. (1994), estudiaron las
reaccliones de transxilosilacion con p-xilosidasa de Aspergilins niger, obteniéndose los
alquil-xil6sidos correspondi Emplearon dife es alcoholes alifsticos como
aceptores, dentro de los cuales incluyeron alcoholes pri h etanol, prop
), 2-butanol; y finalmente ter-butanol

11
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Generalidades

como alcohol terciario. Este grupo concluye que para la obtencién de alquil-

xil6sidos empleando como aceptores alcoholes de tipo terciario, los rendimientos

son mayores cuando sc realiza la reaccion de t ilosidacién que do se

efectia la reaccién de hidrélisis inversa®.

3.2. PROPIEDADES DE LA p-GALACTOSIDASA DE E. coli.

La p-galactosidasa de E. ali estd considerada denuo del grupo ‘de las
hidrol Esta p ! esta constituida por un tetrémero, con una cadena
polipeptidica de 1023 aminicidos que se pliega en 5 dominios secuenciales, con un
segmento extendido en el amino terminal. Con la panticipacion de este segmento
en una subunidad de i fi y el hecho_de que cada sitio activo esta constituido

con elementos de dos dife bunidades, se¢ obtiene una estructura de a-

complementacion.?!
El dominio catalitico presenta una estructura comun de barriles (a/B),. la
cual se ha observado también en xil /8) de Celiulomonas fimi. Para

hohid

s
>s ret

enzimas que catalizan reacciones de hidrélisis en las que los car
la configy i6 un ino&cido boxilico, glut > © P o, estd

invariabl como un nucledfilo catalitico, y en hos de los

P

un giutamato o un aspartato también parccen funcionar como un Scido/base

B 1. Adem4 iduos de tirosina y triptofano se encuentran comunmente en
el sitio activo de las glicosid Se p ! que la combinaci6n del caricter
hidrofébico y el enlace de hidrégeno proporciona un ambiente favorable para el

enlace con el azacar. ™

La enzima p-galactosidasa de E. oli tiene un ion de Mg?* esencial en su sitio
activo, el cual puede proporcionar una posible alternativa para la catdlisis cida por
actuar como un electréfilo catalitico. Alternativamente, este ion metilico puede

12
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modular simplemente tanto la orientacién como el pK, de otro residuo que
funcione como catalizador scido/base.?!

En relacién al i > de i6n de 1a p-gal id se ha prop
la f ia del residuo gal de un galactésido a un P (como aguas.
otro azicar o alcohol) ocupando la gal y el aceptor una misma posicién en la
lécul imética. Aqui el aceptor entrarfia solo después de que Ia enzima ha

removido 1a galactosa del donad

El pH 6ptimo de reaccién estd en funcibn de la fi enzimstica; por
ejemplo, se puede observar en la Tabla I1 que Ia lactasa de E. ol tiene un pH
Sptimo de 7.0, mientras Que la i de K. fragilis muestra una mayor actividad a
PH de 6.6. Se ha propuesto que la dependencia de Ia actividad enzimstica con ¢l
pH ests infl inda fu por i dival n '

A partir de Ia influencia del pH en ¢l Km y en la velocidad méxima de
hidrSlisis de ONPG con B-gal idass bacteriana, se ha deducido Ia exi ia de
dos grupos disociables cuyos vab de pK son 6.7 y 8.9 a 20°C. Se ha identificado
el grupo disociable en el lado alcalino como un grupo sulfidrilo (-SH), lo cual se
apoya en la inhibicién de la enzima por iones de metales pesados y por p-
mercuribenzoato. Por otro lado, al otro grupo se le determiné a 5°C un calor de
disociacién de 5.75 Kcal/mol. Por este hecho se sostiene que es bastante probable
el que este grupo sea el anillo imidazol de un residuo de histidina.

En 1a Tabla I1 se obscrva que la p ura 6ptima de la enzima, también
depende de su origen. En g 1, Ia P ura 6ptima varia desde 35 hasta
65°C. Se ha reporntado que la i #-gal id. de origen bacteriano en

13
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algunos casos muestra una mayor actividad a 37°C, micentras que la de origen
fangal como K. fragilis tiene una temperatura éptima de reaccién entre 37 y 40°C. 2
La p-galactosidasa de E. aii es bastante estable desde ¢l punto de vista

térmico, tanto en forma purificada como en células completas (libres o

2 1 Yy

inmovilizadas), a dif ia de la i pro de que es
termolabil. 2 ’
Tabla II. Temp y pH 6pd dela L #-gal id de diversas
fuentes. .
ER—— W — e ———
Fuente de 1a enzima ﬂm TM"’CZ Obeervaciones
A. niger ) 4 65 . A
. K. lactis 6.5 45 A
6.3-6.8 35-40 A
63 3z B
Fusarium neniliforme 4-5 50-60 A
A. oryzac 4-5 55-60 A
Candida pseudotropical 7.5 30 A
Tolulopsis sphaevica (J-28) - 7 30 A
T. versatilis (M 6) 7 30 A
E. coli 7 55 A
7 . 55 C
E. coli (ML 308) 7 37 A
E. coli (ATCC 26) 6.8 55 A
E. coli (K-12) 6.5 37 A
7.3 45 C
E. coll (K-10) 55 B
E coli (E-106) 7.2 55 B
8.0 55
L. ris 5. 55 B

S —— - L e S ——
A: Enzima purificada libre;: B: Células compietas libresinmovilizadas y C: Enzima purificada
inmovilizada.

Se ha observado el efecto que cjercen sobre 1a enzima diversos iones durante
1a hidrélisis de ONPG, p-nitrofenol galactésido (PNPG) y lactosa. Después de
de iones de metales pesados (Cu?*, Hg"* y Zn?"),

14
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éstos ejercen una fuerte inhibicién; en tanto que los iones Mg?*, Mn?*, Co®*, Fe** y
Ba?*, incrementan la actividad con respecto al control. El ién amonio cleva la
actividad imética, pero su sal del amortiguador tris hidroximetilamonio
metano como el citrato de potasio son inhibidores y el EDTA a 25 mM reduce la
actividad en poco mis del 75%. Finalmente, el jion sodio incrementa la velocidad
de hidrélisis de ONPG, mientras que no tiene ningan efecto sobre ia hidrélisis de

PNPG o lactosa.™ .
La enzima actGa sobre una amplia dad de B-galactGsidos. Es b

especifica respecto a la parte glicona de la Mécula (gal ), con una amplia
k cia para vari les de la parte aglicona de la molécula del
Los principalk queri, de ia parte glicona para 1a actividad son la
forma del anillo (D-galactopirandsidos para las D-gal. id. ), configuracié
éri y ork i6n correcta de los grupos hidroxilos.” La glucosa y
otros gluctsidos o alquil o aril alcoholes pueden servir como aglicona,
La misma enzima cawaliza reacciones de transglicosidaci6 do el

aceptor es  diferente  al agua:  3-0-#8-D-gal p il-D-& 6-0-8-D-
gal pl il-D-gal (gal biosa) y otros olige &rid pueden’

i i por Ia i6n de la p-gal i en}
8- gal id de

Los valores de Km de diferentes sustratos parala

bios en la estr de la aglicona se

E. oli se seportan en Ja Tabla I11. Los
presentan en ia Figura 1. Cambios en el anillo de la galactosa (sustitucién,

Lrccid sdacion y b en 1a configuraci6 érica) o un sustrato

| 4

derivado inerte.

13
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o
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metil @-D-gatactbsido
¢ wetl-A-I.galactopirandsido)

OO 5
g
¢ " e

D.

HOCHp o .
ou o__o W’ em M ACH M
fenil f-0-galactosido n-butil #-D-gelactosido
fenil=-p-Dr-galactopiranosido) ( n-butil-p-D-galactopirandsida)
ngun 1. Estr a de dife de la enzima p-gal idasa de
E. coli .
Tabla IIl. Constante de Michaelis para diferentes sustratos de la p-
galactosidasa de E. coli .®
——a— T
Com to Km (M
o-ni il $-galactosido (ONPG) 1.84 x 10°
p-nitrofenil g-galactésido (PNPG) 0.97 x 10
o-nitro a-L-arabinésido 2.6 x 107
fenil g-D-galactosido 73 x 10
metil p-D-galactosido 6.9 x 107"
n-butil-g-D-galactésido 6.9 x 10
lactosa 5.5 x 107
alojactcsa 83 x 107
lactositat 30x10°
lactobionato 4.0 x 10*
A R
16
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La inversién del enlace B-galact6sido a Ia configuracién alfa produce un
a la hidrélisis imética. Sin embargo, los a-galact6sidos no

galactésido
son excluidos del sitio activo como puede inferirse de su inhibicion competitiva de

l1a actividad enzimadtica. .
Estudios semi-cuantitativos indican que en general, 1a velocidad de hidrélisis

depende del tipo de unién entre el p-D-galactésido y la contripane aglicona; y que
estas velocidades decrecen en el orden (1—+6)>(1—=4)>(1-+3)>(1—-1).7 Por otro
lado, los d-D-g.l.icuSsido, a 6 p-D-glucésidos, a-D-mandsidos y p-D-fructésidos no
se hidrolizan.®® -

M B de jon de 1a 4
la i f-~-gal id. es una glicosid: que hidroliza el V!
glicosidico reteniendo la configuracion érica. Las H que reti 1a
ismo de doble despl iento invol do un

configuracién utilizan un
intermediario glicosil-enzima (Figura 2). La enzima emplea dos scidos carboxilicos
id funciona en ge ] un icido y una base

en el sitio activo, un
mientras el otro actia como un nuclesflio y un grupo saliente. Este mecanismo

involucra un par de iones en un intermediario covalente.

Como ya se ion6, Wallenfels y Malhotra han prop un

P s

para la accién de la p-galacrosidasa de E. ali en donde se pl lat

de un residuo de galactosa de un galactésido a un ptor, quc puede ser agua,
otro azucar o alcohol. En este mecanismo se propone que la aglicona y el aceptor

1écul ima en dond
ica, en el P entra

ocupan la misma posicién en la
soélo & és de haber sido ida la aglicona.®

|
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3.3. REACCIONES CON p-GALACTOSIDASA DE E. coli EN Dlm
SISTEMAS.

. en soh orgéni

3.3.1. R

Uno de los primeros reportes en los que se describen reacciones de
i es el de Bourquelot y Bridel que

alcohdlisis catalizad. por
sorprendentemente data de 1913, en el cual se describe la sintesis de varios alquil-

@-galactésidos a partir de glucosa y diversos alcoholes en altas concentraciones,
id 2> Nilsson (1988), reporta el uso de a-D-

utilizando a Ia i f-gal
galactosidasa de baya de café y p-galactosidasa de E. oli empleando como sustratos

rafinosa y lactosa respectivamente para la obtencién de alquil-a-galactSsidos y p-D-
galactésidos en un solo paso de resccién. Se utilizaron diversos alcoholes como

aceptores en estas reacciones: bencilico, alilico y trimetilsilil etanol.*




3.3.2. Reacci de alcohdlisis.
La i p-galactosid. de E. ooli ha sido ampliamente estudiada en

reacciones de alcohélisis por Shinoyama y col. (1988) quienes han ensayado una
de alcohol lubles en agua hasta alcoholes de alto
darios y t ios, asf como alifsticos y

ife i en los rendimientos con los

amplia gama de alcoholes, &
peso molecular, alcoholes primarios,

arométicos. Estos
diferentes aceptores entre la fi-galaciosidasa de E. adli y 1a de A. oryzae, asi como de
luir que el rendimiento de la reaccién depende

otras fi lo que p ite cc
de la fuente de la enzima es decir, de ci dife ias est ) Las B-
gal i I ser efici con akohod lubles pero incap de
utilizar P lcoholes insclubles aliffticos.®'® Crout et al. (1990),

demostraron la selectividad de la p-galactosidass de E. ali por el hidroxilo primario
dioles como aceptores;’” resultados similares fueron

bre el dario utilizand
reportados por Tricone et al. (1991) para propanodiol.’®

Matsumura et al. (1991), sintetizaron n-alquil-g-D-galactopiranésidos por
con 1.8 diol, 1,10-d diol, 1-

d A en el medio de reaccién.

reaccién de alcohélisis de ONPG o L
Ny 1-d 1. en donde inclu
Encontraron que ¢l ONPG es un mejor donador glicosflico, comparando las

locidades de i6ny dimi 'Y idos con lactosa.?’
1 1 de

Stevenson et al. (1993) Pk 8-g
] las glicosid. t
itaciSn real en la

En otro estudio,
Kbeyveromices fragilis y K. lactis, corncluyendo que en gy

pecificidad a P pequef Yy que i una li
solubilidad de los aceptores en agus. Sin embargo, aceptores insolubles en agua
como octanol, se pued gal id con b rendimi E raron
ademss que el rendimi > en la sf is de alquil-galactésidos se puede optimizar
con un de | © del P (¢ jue altas i de sustrato

itaciones de solubilidad). Analizaron también el

no podrian utilizarse debido a li
19
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uso de cosolventes donde al parecer, el uso de estos incrementa los rendimicentos
de sintesis con aceptores moderadamente hidrofébicos con baja solubilidad en
agua, aunque se ha visto que los cosolventes como dioxano, acetonitrilo,
dimetilformamida y tetrahidrofurano pueden causar la inactivacion de la @8-

galactosidasa.®™

La i B-gal id. de Aspergillus oryzae se modificé quimicamente
con PEG generéndose un derivado que puede sintetizar butil-galactésidos. Se
probaron PEG’s de diferentes pesos moleculares y los derivados presentaron
dif ias en a la estabilidad y solubilidad en sol organi Sin
(1990) mencionan que los derivados obtenidos

embargo, Beecher y col.

i reti el 509 de la actividad original. Ademas, la velocidad de
transglicosidacién catalizads por modificadas quimi disminuy6
ligeramente por el pl. de h 1 por cad de alcohol mis largas.®

3.3.3. Sintesis de alquil-glicGaidos.

Reacch de alcohdlisis.
En la sintesis de alquil-glicésidos con carbohid en p ia de agua y
alcohol (principal en si biffisicos) i una comp ia entre la

hidrélisis y 1a alcohélisis; ademads, la enzima utiliza al aquil-glic6sido sintetizado
como sustrato y lo hidroliza.!'” En sistemas biffsicos, una condicién extrema podria

ser una mezcla de alcohol y agua en la que pueden al altas cc raciones
de sustrato con baja actividad de agua, favoreciendo cl equilibrio hacia la sintesis y
ani duciendo asi el probk de

extrayendo cl producto obtenido en la fase org
hidrélisis del alquil-glicosido. *'%13

La relacién alcohdlisishidrdlisis parcce estar controlada por diferentes
™% y 1a concentracién de agua presente en el

factores como son ¢l tipo de enzima
’ 20
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sistema.®'%12.!* Para Ja g-galactosidasa de E. ali se encontré una clara competencia

entre la reaccién de alcohdlisis vs hidrolisis, mientras que para 1a p-galactosidasa
ia de alcoholes de bajo

de A. oryzar no se detectd reaccion de hidrélisis en p
lecular hasta b 1 al 25% (v/v).'°
lcohdlisis se p probl con la

En algunos casos de reacciones de
en fase acuosa con alcoholes solubles, se

estabilidad de la enzima. En i
encontré que para la enzima invertass de levadura, a medida que se increment6 la

concentracion del alcohol, Ia conversion en la reaccién decrece como consecuencia
76 para ecsta misma enzima, que

peso

de la desnaturalizacién de la i Se
i una deperviencia entre el t fo de la cad alifatica del alcohol y la
estabilidad, ya que al i el fo del alcohol la pérdida de actividad es
mayor.'” Por otro lado, Ia a-glucosidasa se inactiva en p ia de alcohol
solubles, mientras que Ia p-xilosidasa resultd ser muy ble a estos p 0s."°
En otros estudios con invertasa, se reporta que la méxima concentrscién de
fcohol que la il porta depende de la natural y forma de la enzima
(ctlulas pletas, i luble o i silizada); ademd que la i se
inhibe en altas concentraciones de sustrato, el efecto lnh_gbiwrio del metanol sobre
Este efecto no se observa

o bajo estas condici

1a i es
cuarnddo la sacarosa se sustituye parcialmente con otro icar.'”En estud
realizados con p-xilosid. y p-gl id en si biffsicos con alcoholes de
bajo peso Jecul 1-prop I, no ‘se probl de

desnaturalizacion. 1214
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R i de alcohélisis en presencia de cosolventes.

i 1aci, 3

En otros estudios t s con las reacciones de alcohélisis, se

ha analizado el efecto de cosolventes en ¢l sistema como una alternativa para
disminuir la actividad de agua, sin aumentar la concentracién de alcohol. Dado que
con frecuencia existen problemas de desnaturalizacién, se ha modificado

quimicamente a la @-galactosid por ] coval con polimeros de

polietilenglicol, habiend obtenido una i miés ble en ia de

| 4

cosolventes como el dimetilsulféxido (DMSO).' En sistemas orgénicos con bajo
contenido de agua, la cantidad de sustrato (carbohidraio) disponible para la
reaccion es limitada, ya que éste es insoluble en los alcoholes hidrofébicos. Debido
a esto, Beecher y col. (1990) propusieron un sistema con cosolventes, donde el
DMSO favorece la solubilizacién del carbohidrato y del akohol hidrofébico en
tricloroetano. La enzi p-gal id: modificada con PEG-8000 y PEG 20 000,

resulté ser muy soluble en sol no polares como 1,1,1-tricloroetano, y su
estabilidad en presencia del cosolvente mejorS en relacién a 1a i nativa. La
principal desventaja es la pobre estabilidad ap de la i ya que para el
caso de la enzima modificada con PEG-2000 se observa una da inactivacié
3.3.4. Recup i6n del prod

En una reaccién quimica o enzimética, la sep i6n del’ prod > se facilita
en forma considerable ¢ do este puede extraerse en una segunda fase, influyendo

ademis en la cinética y el equilibrio de la reaccion. El hexil-f-xilésido sintetizado

en la reaccion de la p-xilosidasa se extrae de la fase orgénica y su P i6én, se
hace por medio de precipitaciéon con acetona de la fase orginica (hexanol).” Otro
método de separacion, en este caso para hexil-f-glucésido consiste en evaporar el

I 1a P 28 ducida.’?'* Por ultimo, un si de P i6én prc P
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para heptil-fglucésido fue por adsorcion en carbén activado, con 1a posterior
elucién con propanol.”

3.3.5. Aplicaciones de los alqull-ﬁueéﬁdo.

Entre las aplicaci de I-glucésidos que se han repontado en la
bibliografia destacan:

Algunos alquil-glicGsidos se utilizan en estudios de bloqu(mlca-bnlca sobre

- PYRY

El octil-glucésido es un agente solubilizante de proteinas
de membrana.®

e Exi glic6sidos de terp ides y id con actividad fisiolégica, los
les pued i i mediante reaccciones de alcohélisis. *
® Desde ¢l pumo de vista industrial, existe un gran potencial para ecstos
compuestos como  surf: y tivos st se utilizan como aceptores
Icoholes hidrofébi Comp formados por carbohid y cad
hidrocarbonadas se utilizan como biosurfac en la industria petrol en
1a industria quf en bi diaci6

® y en las industrias alimentarias, °
farmaceaticas y de cosméticos.>*

Los ésteres de scidos grasos de sacarosa u otros azicares se utilizan como
emulsificantes en alimentos. Estos se i

en i de
t ificacién qui en dimetilformamida, 1o cual, do a la fi ion de
subproductos, limita su aplicacién.® Una altemativa para cvitar estos problemas,
asf como el uso de catalizadores t6xicos y la falta de selectividad es utilizar
glicésidos como tensoactivos.
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3.4. MICELAS INVERTIDAS.

3.4.1. C.l’.clcrlltlcas. generales.

La definicion general de micelas se refiere a particulas compuestas de
agregados de surfactante. Estas pueden tener diferentes formas (esférica, elipsoidal,
tamafios y orientacion de las moléculas de surfactante

dependiendo de la nat J de! medio). En soluciones
lejas denominadas cristal

cilindrica, laminar),

(normales o inversas,
das se fo ) bién estructuras mis comp
do un surfactante se disuclve

liquido. Las micelas se forman espont
en un solvente apropiado (medio de dispersién) a una concentracién més alta de
un valor critico (concentracion critica micelar, CMC). En solucién acuosa se
b polar del surfactante orientada hacia el

forman micelas normales con la
1 ., la estructura de las micelas es invertida: las cabezas

agua. En soh no-p
polares forman la estructura de la micela invertida, en la que las colas no-polares

estan expuestas al solvente.™
Las soluciones miceclares tienen la capacidad de solubilizar o disolver
ias i lubles en otros medios de dispersion. Asi, las soluciones miceclares

acuosas permiten solubilizar lipidos, mientras que los si de icel.

invertidas pueden solubilizar agua, otros compuestos polares y sustancias solubles

en agua, incluyendo macr lécul tales como proteinas o enzimas. Las
t = Las

soluciones micel. son pscudo-homogé y 6pti ),
v leadas para andlisis estructurales, centros

Ecni Alini
de < P

activos de proteinas y monitoreo de reacciones se muestran en la Tabla IV.
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Tabia IV. Técnicas de anglisis utilizadas en enzimologia micelar.

—
—F:nclén
1. Anadlisis de estructura y centros activos:
A. Fosforescencia.
B. Polarizacion y (ime-relolved fluorescencia.

C. Dicroismo circular.
D. Espectroscopfa visible-UV.

E. Resonancia magnética nuclear (NMR).
1. Monitoreo de reacciones:

Al Espectroscopia IR.

B. Luminiscencia.

C. Especuroscopéa visible-UV.
D. HPLC.
R — R

En general, las micelas se forman esp en si que ¢ H
un surfactante y dos liquidos inmiscibles. Existe un gran na de ejemplos de
rizados de si ternarios surfactante-agua-

diagramas de fases bien
solvente orgsnico, donde hay formacién de micélas. Las micelas son estructuras

que interc per
lubilizadas, direct o a través del

dinfmicas no unidas por enlaces coval

moléculas de surfactante y sustancias
solvente. La alta welocidad de | bio entre las micelas hace que estos

iderados como un medio continuo, p

:arrd 1.
a so

i sean cc
anfifilicos.*®

El término “micela invertida” se refiere a estructuras que se forman en una
formad:

region especifica del diagrama de fases para mezclas de tres compe

por un solvente orgénico apolar, un surfactante y agua. Sin embargo, en algunos

ia de un cosolvente.® Los sist tipi usados

k (nc ] iscoctano) y dioctil

casos es ria la p

estén formadus por: agua, un
sulfosuccinato de sodio, un surfactante aniénico mejor conocido como AOT.
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Acrosol-OT es una sustancia de marca registrada por American Cyanamide que
contiene dioctil sulfosuccinato de sodio como: agente activo. Este compuesto se
abrevia como AOT do es q puro. Otros sistemas que se han
utilizado en imologia icel son hexanol agua/ cetil bromuro de
trimetilamonio (CTAB) e isooctano/ cloroformo/ agua/ CTAB donde el surfactante
es catiéni y cicloh /agua/Brij 96 donde el surfactante es no-iénico..
Algunos surfactantes ¢ que f icelas invertidas en solventes apolares
se resumen en la Tabla V. ** En el equilibrio, esta regién ests formad. h

por peq

. esferas de 20 a 100 A de radio, rodeadas por una capa de surfactante orientado
por su parte polar a la superficie del agua.*** Este Gltimo componente es el de
. mayor coi i6n en la solucién y f el continuo en el que se encuentran

didas las micelas invertidas.

L

Tabla V. Agregacidn de léculas anfifilicas en sol hids ri &

A — M e~
Surfactante Solvente T(°C) n*
Ciclohexano 28 45-66
Benzeno 28 23
Dodecil benzoato de amonio Ciclohexano 20 4.9
Dodecil propionato de Ciclohexano 20 5
amonio
’ Benzeno . 25 3
Lecitina Benzeno 20 80
oleato Benzeno 40 19
*n= e3 ¢l nOmMero de agregacion promedio, es decir el de iéculas de que

forman una micela.
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3.4.2. F, que af l1a f $6n de micelss 1 id.

A. C cion relativa de los P
Como se ioné con rioridad, las micelas invetidas pueden formarse

en una region especifica del diagrama rio de las soluci fc das por tres

En g i, la formacién de micelas invertidas se da en un rango
limitado de i6n de agua que fre es inferior al 10%. En estos
sistemas, la cantidsd de surfactante oscila entre 1-4096, mientras que el sok

. orgénico es el p de y 6n.* Los val

o enﬁ,‘> realizad con icelas 1 idas en

enzimsticas son para soluci das de préteinas de 1 a 20 mM,
para amortiguador de 200 a 300 mM y peara sustratos solubles en agua
aproximadamente de 100 mM dispersos en una solucién de surfi en un
solvente orgénico. Adicionalmente, los sustratos apolares se pueden disolver en un

solvente orgénico.

P

&lmpﬁnwuhmqummun modelos con los cuales se pucda

predecir la relacion de i6n en que se forman micelas invertidas para un
d inado, por lo que es necesario determinar el diagrama de fases. En
términos generales, es posible i las di L de Ia micela utilizarnd

el pard '"wv‘-n sl

En g ), al el mi de léculas de agua por molécula de
surfactante (W,), ael I icelar.”’ De P al
’ fija la cantidad de agua y 1a i6n de surfactante, sumenta Ia
. i6n" de micelas i idas y disminuye su ' Por ultimo, las
micelas invertidas mantienen su Hho y en 16 do Ia

27
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relacién molar del agua y surfactante afadidos, se mantiene constante aumentando

' de manera proporcional ambos paré ros*. El r i anterior es correcto
para sistemas en los que el surfactante se localiza lusi en la pared de la
micela. Cuando el surfactante se particiona al solvente orgénico, este andlisis no es
vilido. > .

B.C fecd fislcoquim) de los F

La regi6én del diagrama de fases cn la que se obtienen micelas inverntidas
depende de las: fsticas fAsicoquimi de los comp del si De
esta los val iné y méxi de W, a los les se £ icel
invertidas, asi como las risticas de las mi (na de agregacion,
propiedades del agua int icelar y bilidad a dife P ss, por
jemplo) depend de las propicdad pecificas del solvente orgénico y del
surfactante. Las zonas en donde se forman las micclas invertidas dependen de
interacci determinadas por la estructura molecular de los componentes de la
solucién, asi como por las i i no coval P de hidrégeno,
interacciones dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido e i iones de dispersién)

~ entre los dife F del si 3o
C. N, 3 del sol orghni

Las propiedades del soh orgénico, determi el tipo de micela que se

| kg o

forma. Esto se debe a que la disposicion espacial de los grupos quimicos del
solvente determina las interacciones solvofébicas dominantes en la interfase

fc da por el sol orgénico y ¢l extremo apolar del surfactante. En general, al
aumentar la polaridad del solvente, a el na > de agregacion del
factante (nui de moléculas de surfactante que forman una micela). Asf

28




mismo, el grado de hidratacién del surfactante a al la polaridad -
del medio. *

D. Naturaleza del surfactante.
Otro componente que influye en las caracteristicas de las micelas invertidas,

es el surf: Estas moléculas anfifilicas sep los P ni acuoso y
ol'tnlcodelslnem Etporeuoquelaentuctuny, piedades quimi de éstas
‘molécul dul y determinan el equilibro entre ambas fases. Tinto las
P 14 el 0 1 dellllt‘ ,pollry pol de la lecula, asf
as i i pecificas de estas dos regiones con el agua y el solvente
" orgénico determinan el grado de hid ion del surfi 1a solubilidad del
surfactante en el medio orgdnico y el nimero de agregacis Ortro
esel d inado “Bal Hidrofébico-Hidrofilico” (HLI). que esta

e

definido como la relacién entre las polaridades relativas de 1os dos extremos de la
molécula. *

En algunos ia fe i6n de micelas invertidas requi de lap i
de un 1y - ] un alcohol de cad larga CH,-(CH,),-CH,OH
(donde nx 5).- que altera la polaridad de la pared de Ia micela ¢ interfiere en
empaquetamiento de las porck apol del i
- E. El agua.

Generalmente la cavidad interior de la micela ests f da por léculas de
agua. Las propiedades de este comp dependen fuer del tamafio de Ia
micela. De esta las micelas pequefas ( en ge I, a W, < 10 para e}
sistemas con AOT como surfactante) contienen agua fuertémente unida al
surfactante. Debido a esto, sus isticas fisico-quimi difieren de las
caracteristicas del agua en solucién. A medida que el o de la micel n
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las propiedades del agua en la cavidad interior tienden asintSticamente a los

valores obtenidos en soluciones acuosas.*' El o en el t Ao micelar como
funcién del W, asi como las propiedades del agua al variar las condiciones del
sistema, dependen en gran medida de las interacciones agua/surfactante, asi como

de la distribucién de estos dos componentes en el seno del sistema. %

3.4.3. Métodos de solubilizacié

En la prictica, la solubili i6n de i en sisté de micel invertidas

puede hacerse por tres diferentes vias: inyeccién, adicion de la enzima seca y
t fe ia de Ila i desde la fase acuosa hacia la fase orgénica con
surf: Los métodos de inyeccibn y adicion son bési usados en
aplicaciones biocataliticas., y el método de t f ia cs ad do para la

extraccién liquido-liquido usando como base proteinas hidrofilicas (Figura 3).¢

3.4.4. Estabilidad las i en micelas i id

Es bien conocido que las i son \} més estables en
codiciones con baja concentracién de agua ya que se reduce la inactivacién al
sumentar la rigidez del medio. Se han realizado estudios para conocer la

estabilidad de las i en si icel La bilidad de la quimotripsina
en un sistema de micelas invertidas AOT/isoctano depende de W: a valores de W,
pequeos la i ra una gran estabilidad (y actividad) comparada con la

que se observa en solucién acuosa. En el mismo sentido, la papaina tiene un
tiempo de vida media superior reemplazando el medio acuoso por un sistema
micelar AOT/isoctano (W,= 21), a pesar de que la actividad enzimatica
disminuye. Martinek et al. (198l).‘han estudiado la estabilidad de varias enzimas
- en difa i micel * Sin bargo, es io llevar acabo un mayor
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responsables de la proteccién de

e los

namero de estudios para d

que son objeto las enzimas

1l 2l

idas. En la Tabla VI se

P en
presentan datos de la estabilidad stica en si de micelas invertidas. ¢
1. Inyeccion dmcts.
é/sd. mzima
9 r
P e
. Sal. micdes nvertides Pmerire solubllizade
2. Adcién de ¢ SOTR .
9 4
—— W
W
Sal. micles irvestides Powire solubtlizade
3. Proceso de ta nifarencia.
l / rF 9 » . 9
Sal. sucdes irwatidas Sol acuma Powina schubilizada
azima
de de foel

Figura 3. Métod
invertidas

lubilizacidén de enzimas en si
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Tabla V1. Estabilidad
e
[4 T(CC)

———
Enzima LIV vz
Sistema micelar Sistema acuoso

AOTanoacuno ———
2.75 mirv 2.75 min 20

imética en si de micelas i

e
Tirosinasa
2.50 min
Papaina 24 dias 10 dias : 25
Alcohol deshidrogenasa de i4 dias® 10 dfas 25
higado de cabalio. »
B galactosidasa de E. ali 20 h (W.= 37) 20h -
: 20 h (W= 21) - C
<] h (W = 9) . }
CTARN Cloroformo. § ACT/ciclohexs

2l 1 ')

3.4.3. Cinética enzimdtica en

leados para clasificar los modelos
J din&émi de

P

Los criteri més f P
cinéticos de enzimas en micelas invertidas se b;

estos sistemas, en particular a lo que se refiere a la importancia de Ia difusién en Ia
delos difusionales y no-difusionales segun

cn la nat

reaccién. De esta se rep
se resume en ls Tabla VII.Y

Modeloa difusi 1

Modelo p difusi 1

Dentro de la categoria de delos difusi K
puramente difusional que no es un modelo cinético en el sentido propio. Este
invertidas estan excentas de difusion

icel de los sustratos al parecer

se €l modelo

modelo considera que las miicelas
intermicelar, por lo que la difusion intr
determina la cinética de la enzima en micelas inverntidas. En este modelo, la micela
i da yla /| e C i o rigidas y el sustrato se considera
’ - 32
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como un objeto de geometria conocida, por lo que sus respectivos coeficientes de

difusion pued fcul La reaccién se lleva a cabo en la superficie de la enzima,

Ia cual ocupa una posicién central en la micela invertida, solamente después de que

cicrtos eventos difusionales ocurren: una micela invertida que contiene enzima y

3

otra que contiene al sustrato se fusionan, sus cc idos se 1 yla
tiene acceso al sustrato. La velocidad de i6n depende de las const de
velocidad de los pasos de difusién intramicelar.

Modelo de aproxi i6n int icelar.
. Dentro del grupo de delos difusional pod incluir dos delos
maés: el modelo propuesto por el grupo alemin de Verhaert, Hilhorts y Veeger y el
propuesto por Oldfield.”La importancia de la difusi6n en estos modelos se muestra
principalmente por la definicion especial que se hace de la concentracién de
sustrato, por su relevancia en la velocidad de i Los dos delos consid:
que las moléculas de sustrato confinadas en el medio acuo;o estan distribuidas
aleatoriamente entre ¢l “pool™ de agua de acuerdo a una distribucién de Poisson.
La difusion lenta del sustrato en el “pool” de agua, significa que una enzima
atrapada en una micela invertida experi a la cc racién de sustrato en el
i eselp dio

“pool” de agua y asf 1a racion exp ada por la
de 1a concentracién de sustrato en estos “pools” de agua. Los "pool” de agua
pueden contener una o mfs moléculas de sustrato. De acuerdo a ambos modelos,
los “pools” de agua vacios no contribuy a la cc i6n de sustrato que la

i peri El delo de Oldficld restringe ¢l numero méximo de
ocupaciéon a 1, por lo que los “pools” de agua contienen una o ninguna molécula de
sustrato por micela invertida. La Figura 4 ilustra las diferentes maneras mediante

Jas que puede definirse 1a concentracién de sustrato.®”
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Tabla V11, Clasificaciin de los modelos cinéticos en micclas invertidas.”

Modelo Observaciones
¢  Difusional
1. Puramente difusional ¢ Hay difusibn intesmicelar de las micelas y difusion intramicelar de los

sustratos.
1. Aproximacion intramicelat

No.de ocupacién'= 1 ¢ La velocidad de intercambio eptre las micelas limita of nimero de

Tecambio.
No.de ocupacién=n ¢ Como amriba.
¢ No-difusional
1. Polidisperso ¢ Hay dispersion de las micelas, Coexisten micelas pequefias, grandes y
optimas
I Aproximacién pseudofisica ¢ Distribucion de solutos de acuerdo a bos coeficicntes de particion
Alsustrato entre la pseudofase micelar y la fase onginica continua:
1. Una pecudofase: micelar
2. Dos pscudofases: interfase y acuosa.
3. Tres preudofases: interfase, agua enlazada y agus libre.
Alaenzima 4. Tres pseudofases: intesfase, agua enlazada y agua bbre.
2 D'ks;mlon del potencial ¢ ones incluyendo el sustrato, con distribucion en ¢l interior del “pool”
eléctrico.

acuoso de acuerdo al potencial eléctrico generado por la carga de ba
capa del surfactante.

"Nimera de moléculss de sistrato que se encuentean en el “pool” de agua de una micela invertida.



Generalidastes

”

Modelos no-difusi 1
Los modclos no-difusionales consideran que el flujo de sustrato a la enzima

en micelas invertidas no esta limitado por la transferencia de masa, porque la
da con el i bio de sustrato entre los

reaccién enzimiética es lenta comp
“pools” de agua. Usando lo anterior como punto de partids, se han propuesto

diferentes modelos para explicar los fenémenos observados en micelas invertidas,

tales como superactividad y perfiles en forma de campana.

Modelo polidisperso.
Este modeio se desarrollé por el grupo de Martinek. Se ha observado en

estudios cinéticos que los perfiles de icer v W, resultan en una campana. Este

grupo considera la posible exi ia de dif poblaci de micelas con una
dispersidn estadistica de tamanos, sunque para la cinética de la enzima, solamente

wres i son rek pequeiias, Sptimas y grandes. La ot de la enzima en
" des)

micelas 6ptimas es alto, mientras que en micelas subSptimas (peq y gr
es mucho mis baja o nula.

Modelo de aproxi ion doffsica.
Este delo fue prop por el grupo de Bru y considera tanto a la
enzima como al sustrato. La aproxi ion p dofésica pued do ia
locidad de i6n es cho mis baja que la escala de tiempo para el
i bio entre solubilizad En tales condiciones, wodas las fases dispersadas
pued: id un dio p d ntinuo en equilibrio. Asf el
ion de | es el

volumen que juega un papel importante en la

voliimen total de la pseudofase en la cual reside el soluto.
La aproxi ién p dofssica se us6 por primera vez por Levashov y col.
para describir Ia cinética de enzimas en micelas invenidas. Ellos consideraron el

3s
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caso simple de la pseudofase micelar en . una fase continua de saceite, y
establecieron un coeficiente de particion del sustrato entre ambos. La idea de In

distribucién de la ima entre Ia pacudofase micelar se introdujo para explicar
fen6émenos como la curva en forma de Wp y sup tividad. En ia Figurs 3(a)

se muestra la distribucién del sustrato y enzima con. lss comrespondientes
constantes de equilibrio, mientras que en la Figura 5(b) se muestra la posible
localizacion de la enzima y el sustrato de do al esq P dofésico.

Maodelo de distribucion del p ial elé

El potencial eléctrico se origina por la carga en la superficie de las cabezas
de fi El delo considera las dimensiones de Ia enzima para estimar la
distancia desde la periferia micelar hasta la supetficie de la enzima y por ende su
contribucién a la distribucién de potencial cléctrico, asumiendo una localizacion
central de la protefna.

Para concluir, es importante bl el p de vista empleado para
explicar el comportamiento cinético de A en icel. invertidas y su
[ i6n con P al P k en agua. Algunos modelos
dllﬁulon.les © no, consideran que ¢l centro de actividad catalitica no cambia por
e} at b en micelas invertidas, y que las difi i b das pued
explicarse do en 1a difusi del sustrato hacia Ia i (model
puramente difu ional), e} # bio de los sustratos entre el “pool” de agua
(modelo de aproxi on i icelar) o la distribucién del sustrato dentro del
“pool™ de agua (modelo de distribucién de p ial eléctrico). Por otro lado,
algunos delos no-difusionales, principal el delo polidisp y e
modelo de aproximacién p dofésica, que el centro de actividad catalftica
expresado por la enzima se afecta por los p difusi ) y que las
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diferencias en relacion con el comportamiento en agua pueden deberse a cambios

en la conformacién de la protefna.

%55

(b) (s.,)-.cs.
© 3
"I NEE 2

(€)  (S.)= OGS (S.)=25- (d) (S.)-éO_:_m_-gLs__
S0 = (e Y ]

%S )=1S S)=S_ (S)=L1+2+ 0S8 _
- = - P —TY—]
Figura 4. Difer de exp la i6n de en
icelas i id (a) C on global: (b) Concenuacién del “pool™ de agua; (c)
s (d) C 5 prareedic
3.4.6. Reacci en micelas L idas con g-gal idass de E. coli.

do un trabajo en el que la p-galactosidasa se

Hasta ahora solo sc ha
solubilize en micelas inverntidas manteniendo su actividad. Shiomori et al. (1994)
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Agua Agua - Colas de ' Solvente

o)

Figura S. (a) Distribucién de 1a % ia dol joed
yummmua)hcmpaueaum-mw
invertidas

estudiaron la actividad de I\Idlblbh de ONPG y 1a estabilidad de la f-galactosidasa
de E. ali en micelas invertidas compuestas por AOT/isooctano. Este grupo

6 que ¢l efi de W, sobre 1a actividad inicial de la i es dife de
1a tipica curva en forma de P d ita para i éricas Ia
lipasa y Ia a-qui psina en micel idas. La actividad inicial de la enzima

pnnenia dos picos a W, = 10y a 45
tamafio de l1a f-gal id. En

. este ultimo valor al parecer se debe al
a la estabilidad de la p-galactosidass, estos
que dependia de 1a relacion agua/surf: Las

1eaby 3 hai PY N Y °
il a i w, y sc

aliz. en micel
idas, mientras que solubilizadas a W, = 21 y 37 fueron muy estables, con el

P que en medio acuwoso.®
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4. MATERIALES Y METODOS.

1.8

4.1. Pr 16n de micelas inve

o

Py cion de la 4

L

|} id; de E. adi EC. 3.2.1.23 de Sigma Grado VIII se

La enzims p-g
diluy6 en tiguador de fosf de sodio 0.1 M pH 7.0 para obtener una
concentracién final de 0.95 myg. de ima/mL y se al 6 a 4°C. Para su uso

posterior se diluyé con cloruro de magnesio MgQl, 0.03 M y amortiguador de
fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0, por lo que la concentracion final fue de 1mM de

MgCl,. Todos los reactivos que se utilizaron fueron de Sigma.

Procedimiento.

Las micclas invertidas se prepararon agregando  bromuro de
Mo (CTAB) a la fase orgénica (formada por butanol y
i se afadié

1K ry 2 en

h Jdeciltri il-

octano), se agité en
el sustrato (solucion de lactosa u ONPG) a Ia cc
amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 y se agité en vortex durante 20

By PPy
t

segundos h < una P

Taick

h b una Pc

Las diferentes composiciones de las soluciones de micelas invertidas asf
de 6 leados d te este trabajo se especifican en

L

IOS .V' G
el texto en el capitulo de resultados.
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4.2. Determinacién de la actividad de 1a @g-gal id en  dif
sistemas. .
4.2.1. Anélisis cualitact afia en placa fina

Se aminaron placas de‘”:;ica (HP‘K'Hi‘h Perfomame Silica Gel), tamafio’

10 x 10 cm; grueso de la placa: 200 um (Whatman) con una solucién de

dietanolamina 0.1 M con 10 mM de §cido acético disuelto en acetonitrilo. La fase

movil fuc acetonitrilo: agua en una relacion 80:20 y el revelador fue a-naftol-etanol.

Para lar las pl se cal a 100°C d 5 min aproximad yla
' i6n de la fue de 2-5 mg/mL.

4.2.2. Actividad en fase acuosa.

Actividad utilizando 1a
La determinacion de la actividad de 1s enzima p-galactosidasa de E. ali se

llev6 a cabo en un vol de 6n de 0.75 ml. y una concentracién de 25 mM
de lactosa, 1a cual se incubd a 37°C d 3 min; p ior se afadié la
enzima para tener una concenwuracion final de 0.95 mg ima/mL. Se S una

_muestra de 200 ul a dife! tiempos y se i 6 mediante ebullcion durante
10 min. Las se Affi por HPLC.
Los andlisis de los prod de las

tanto en fase acuosa como cn

micelas invertidas utili do 1 sustrato, se llevaron a cabo en un
cromatégrafo Waters-Millipore con detector de indice de refraccién Waters 410.
Se utilizé una columna de silica aminada (anilisis de carbohidratos) Novapak
4mm (4.6 x 250 mm). Waters-Millipore. El eluyente fue una mezcla de
acetonitrilo-agua 75:25 a un flujo de 1.4 mL/min.
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La cuantificacién de los productos se hizé evaluando la glucosa producida o
por la lactosa consumida, ya que en estas condiciones de andlisis no fue posible

obtener una buena resolucién de los productos restantes.

Actividad utilizando ONPG como sustrato.

Fundamento.
Debido a que la g-galactosidasa hidroliza al cromégeno ONPG, éste se
puede usar como sustrato de prucba en el ensayo de la lactasa. El méwodo descrito
por Lederberg, modificado ligeramente por Kuby® y adaptado en
este trabajo para si »s y de micelas invertidas.
El glicosido (ONPG) a pH 7.0y en iguador de fosfato de sodio 0.1 M
PH 7.0 da lugar a soluciones incol: Al ser hidrolizads una molécula de ONPG,

se obtienc una de galactosa y una de o-nitrofenol (ONP); pero en micelas

invertidas se obtienen como prod butil-galactosido y o-nitrofenol (ONP).
bij de bi tautoméricos, que

En solucién akalina, ¢l ONP es §
originan una coloracién amarilla, que puede ser cuantificada colorimétricamente y
d laci con la actividad enzimdtica. La

es el elab »

cuyo cambio con el tiempo p
absorbancia méxima del ONP se obtiene a 420 nm.

Procedimienio®
1. Se mwzcla 1.73 mL de
cloruro de magnesio 0.03 M, 66 ul de

tiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0, 66 uL
lucién de i y 66 uL de B-

mercaptoectanol 3.36 M.
2. Se incuba la solucién anterior a 37°C durante 3 min.
Se agrega 66 ul de soluciéon de 68 mM de ONPG en amortiguador de fosfato

de sodio 0.1 M pH 7.0 y sc agité en vortex.
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4. En un espectrofotémetro DU-600 Beckman se leen las absorbancias a 420 nm
iénd: la pendi (m) en la zona de

cada 15 scg durante 5 min ob
velocidad inicial.
La actividad la g-gsalactosidasa de E. ool en solucién acuosa con ONPG. (Act), se
calcul6 mediante la siguiente formula:
McsONP  Unidad

M'(t-:m}‘n' Wi —win L

Ecuacién 1

donde: mPendlentedehmu
’ coefick de ion molar del ONP.

Coao’
£: longitud de Ia celda. -
D: Dilucién de la muestra

D-W » poo

Ecuacién 2

Csiculo del coeficiente de extincion molar del ONP (so,).

Se realizé una curva patrén variando la conceniracion de ONP de O - 0.2
mmoVmL y se ley6 la absorbancia a 420 nm. La pendiem.e de Ia grifica, es decir el

€0 fut de 1.8469 mM*ecm.

4.2.3. Actividad en micelss L id.
L
Las micelas inverntidas se prep én siguiendo el étodo g i, de
Jo con lo descrito (Tabla VIII). Los tubos sc incubaron a 37°C dursnte
inicl la i6n se afadid la i #-~-gal id en

3 min, pamna
amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 y sc agité en vortex hasta que se
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obtuvo una solucién t P e. Inmediat después se tomé una muestra
de 200 ul.. Para inactivar la enzima se colocé la muestra en ebullicién durante 10
min. Posterior e L ras a dif intervalos de tiempo y sc

analizaron los productos de reaccién por HPLC.

Tabla VIII. Composicién de la la de 6n para icel i id
a1
p—— :
Sompussio
n-butanol ' 559 p/p
n-octano 22 % p/p
de fosfato de sodic 0.1 MpH 7.0 ’ 23 % p'p
mM lacvosa (gjobal) . © 10
mM Jactosa (fase acuosa) 30
w, 20
MCTAB 0.547

El volumen de reaccion fue de 1.76 mL.

ONPG como sustrato.
Blanco de reaccion:
Se prepar6 la la de i6n segin el método g ! para prep las
ici que se indican en la Tabla IX,

micelas invertidas de do a las P

i Iy Py .

pero en lugar de afadir la B-g:
amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 en la proporcién correspondiente.

Tabla IX. Composicién de 1a ia de ion de micelas i idas usand
ONPG como sustrato.
N——
C%l_npnuto .

R
n-butanol 5S
n-octano . 22 %gvp
amostiguador de fosfato de sodin 0.1 M pH 7.0 23 %p/p
mgenzima/mL 4.76
mM ONPG (giobal) 10
mM ONPG (fase acuosa) 50
w, 20
M CTAB 0.547

El volumen de reaccion fue de 1.76 ml.
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Procedimiento:

Se preparS Ia la de on scgin ¢l método g | para prep las

micelas invertidas con las cantidades que se indican en Ia Tabla IX sin ahadir la

L Se incubé la solucio rior a 37°C durante 3 min. Para iniciar la

reaccion se afiadio Ia i p-gal i y se agité en vértex hasta obtener de

sevo una solucién transp (aproximad. dut 10 seg). Se midieron

las absorb A do el bl en el esp fot6 ro DU-600 Beckman cada

15 seg durante 5 min. )

La actividad de la g-gal idasa en las i idas se calculé medi

Act-——-‘lm w

4.3. Disefio experimental en el disagrama de fi

Ias iciones de h Vo n en

{

Para
tguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 en donde se f
ob dife i de los tres componentes,

| 4 ey

la én de } en la fase acuosa (29 mM

idas, se
manteniendo
| ) y 1a relacién agua-surfactante (W, =20). En las en donde se 6
f 6n de micel se scleccions una region para llevar a cabo un diseflo
experimental. Este disefio tiene como objetivo analizar 1as diferentes regiones para
ubicar aguellas donde se ra la mayor actividad enzimética.

La region que se selecciond fue 35s Butanol =89, 5s Octano 39 y 6=

Amortiguador 540 (%p/p). Se utilizé un disefio experimental para un sistema de

del drético énico ducido

tres p d P que se ajustd a un

de polinomio de grado 3. El namero total de observaciones fue 16.; la matriz de
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experiencias que contiene los puntos de prucba se presenta en la Tabla X. Este
modelo comprende 7 coeficientes:

Ne= BiX1 ¢ f2X2 + B$3X3 + B12X1X2 + f13X1X3 +f23X2X 3 + f123 X1 X2X3

Ecuacién 3
donde, X,: amortiguador, X;: y X, b 1. En este caso, ls matriz de
transformacion para el si de tres p d P fue la siguiente:

X = 0.4Z1+ 0.06Z2 + 0.06Z3
X2 =« 0.05Z1 + 0.39Z2 + 0.03Z>3
X3 = 0.53Z1+0.S5Z2 + 0.89Zs

dornde Z,(0.40, 0.035, 0.55); Z,(0.06, 0.39, 0.55) y Z,(0.06, 0.05, 0.89) que

corresponden a p en el diagrama de fases que estan ubicados en la regién
seleccionada y que definid : iguad B 1 (%op/p).
En los p peri ales se determiné la velocidad inicial como
parfmetro de rep a. Las micelas invertidas se prepararon segian el método
general, de acuerdo a las composiciones descadas. El sustrato que se utilizé fue
lactosa. Para iniciar la reaccion se afiadié el vol jo de i para
obtener al final una concentracién en la fase acuosa de 24 mg enzima/mL. La
velocidad inicial se cuamificé d los pri >s 1S mi >s. Para d Ia
on, las ras se inactivaron a ebullicién por 10 min. Los productos de
i6n se ifh por HPLC.
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Tabla X. Matriz de experiencias del disefic experimental para
regiones de méxima actividad en el sistema micelar.
-

1 1 [ 0

2 o 1 [+]

3 o 0 )

4 0.5 0.5 0

3 0.5 o 0.5

6 (4] 0.5 0.5

7 0.33 | 0.33 | 0.33

14 0.5 0.25 | 0.25

15 1025 0.3 0.25

16 J 0.25 | 0.23 0.5

17 § 0.25 | 0.75 0

18 § 0.75 | 0.25 o

19 | 0.25 [+ 0.75

20 | 0.75 0 0.25

21 o 0.25 | 0.75

22 [+] .0.75 0.25

El andlisis de los datos se realizé mediante el programa estadistico L.P.R.A.I-

NEMROD-Aix-Marseille-SURREPC-V8710 para ob los fick de cada
uno de los pard ast Ias curvas de isorespuesta.
Modelamiento de la regidén

optimizada.
Para predecir con mayor exactitud la velocidad inicial en la regién en donde
se encontré mayor actividad, se ajusté un modelo para una regién mis especifica

que prendia la sigui zona 55s Butanol 72, 13.5= Octano s30.5 y 14.5=
Amortiguador s31.5 (9%p/p). Se procedié a un ajuste  similar al anterior.“El
‘G total de ob i fue 11.; 1a matriz de experiencias con los puntos de
prueba se presenta en 1a Tabla XI1. Este del P de 6 coefici
ne= fiXi + faXz + f3Xs + f12X1X2 + fi13X1Xs + 23X2Xs
Ecuacién 4




Mazccriales y Métodos

donde, X,;: amortiguador, X,: octano y X,: butanol. En este caso, la matriz de

£, Py

t i6n para el si de tres pseudo< P fue la sigui

Xl =« 0.315Z1+0.14522+0.143Zs
X2« 0.1352Z1 + .303Z2+ 0.1332>
X3 =« 0.35Z1+0.5522 +0.7223

donde Z,(0.315, 0.135, 0.55); Z,(0.145, 0.30$, 0.55) y Z(0.145, 0.135, 0.72) los
’ ) ponden a p en el diagrama de fases 96 tiguador-96octano-
9%butanol (p/p) de 1a region de mixima actividad encontrada.

'r.u.)a mtﬂzdewpu-mlwmddmm
160, en Ia que se encontrd la mas alta

2erkel el | PPy

—
No X, 5 ﬁ
1 1 (] [+
2 o 1 (]
3 o [+] ]
4 0.5 0.5 [+]
5 0.5 [+ 0.5
6 o 0.5 0.5

7 0.147 | 0.206 | 0.647
8 [+ ] -0.5 1.5
9 1.5 -0.5 [
10 0.5 -0.5 1
11 [l -0.5 0.5

—— e

En los p peri ales se determiné la velocidad iniciat
pard ro de rep Las micelas invertidas se prep my ific

se describié en el punto anterior. El anilisis estadistico se realizé como en el
experimento anterior. ’
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4.4. Estudios de velocidad inicial con micelas id
4.4.1. Efecto del o de la micel
Se prepararon micelas invertidas con  dif 1aci 1 de

amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 y surfactante (CTAB). Esta
relacién (Wo) se varié entre 5 y 200.

Las miceclas se prep on siguiendo el método descrito, de acuerdo a las
proporciones reportadas en la Tabla X11, para ob las posici & d
Para determinar la aclividad en micelas con esta composicién, se procedié6 como
ya se describié, emp) do una i6n final de enzima en la fase acuosa de
24 mg enzimwmlL. Se analizaron las muestras por HPLC, determinandose la
velocidad inicial para cada W,

Tabla XI1. Composicién bési de las jcel i id para diferentes
valoges de W .
e
' —ompucsto
v m—
n-butanol 62 %p/p
n-octano .26 Y%p/p
amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 12 %p/p
mM lactosa (giobal) 7.3
mM lactosa (fase .cuntll 73
- El volamen de reaccion fue de 1.76 ml. La concentracién de CTAB se varié de acuerdo al W,
deseado. 5
4.4.2. Efecto en la fi de prep 16
Se elaboraron micelas invertidas biando el orden en que se adicionaban

la enzima o el sustrato (en este caso lactosa). La forma wradicional consiste en
agregar la enzima al final: éste método se d in6 “) + ima”. La i6

por tanto se inicia mediante la adicion de la enzima y sc evalua segin se describio
con anterioridad.
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Las micclas invertidas que se prepararon dejando la adicién de la solucion de
Iactosa al final. mérodo “enzima+lactosa” se formaron de la siguicnte forma: se

regS el CTAB a la fase orginica (formada por butanol y octano) y se agité en
Isi6on. Posteriormente se afadié la enzima de acuerdo

vortex hasta ob una
ala ion d da, y se agit6 en vortex durante 20 segundos hasta obtener
una solucién t P . Para iniciar la i6n se agregé la solucién de lacrtosa

agitando en vortex. Posteriormente se evalud la reaccién como ya describi6. La
compasicién de las micelas invertidas fue la misma que Ia descrita en 1a Tabla VI

4.4.3. Efecto de la i6n de &

Se prepararon micelas con la composicién basica, es decir 55% butanol

22% octano y 23% lactosa en solucién (96p/p) y el W, fue de 20 en un volamen de
resccién de 1.76 ml. La concentracién global de CTAB fue de 0.547 M. En este

caso la concentracion de ONPG (giobal) fue de | mM, mientras que la
concentracion en fase acuosa fue de 5 mM. Se emplcaron las siguientes
concentraciones de enzima en la fase acuosa: 0.95 - 4.8,9.5, 14.3, 190, 238 y 47.6
mg /mL, y se determiné la velocidad inicial para cada cc d

sustrato ONPG.

: e
racién

4.4.4. Efecto de 1a temperatura.
Se pmbo un rango de temperatura de 25 a 85 °C y se determiné la
las invertidas usando ONPG como sustrato. La micela

locidad inicial en mi
con agua MQ filtrada en un volumen de 0.88 mL

blanco se prep
con la misma composicién de las micelas invertidas de reaccién (Tabla 1X).



4.5. Estudios cinétd en difer i para la sintesis de butil-
galactésido.

4.5.1. Estudio preelimi bre cl eft de la ion de 1
Si de micelas i 2 ‘ 3

La composicién de las ias de ion plcadas para determinar las
constantes cinéticas, se obtuvieron variando la concentracién de lactosa (global)
entre 0.5y 15 mM. La posicién de la micelas invertidas fuc de 55% butanol,
22% octano y 239 lactosa en solucién (%p/p). La ¢ racién de i que se
empled fue de 23.8 mg /mi en fase y el W, fue de 20 en un volimen
de reaccién de 1.76 mL. La i6n de 1 (global) en las mezclas de
reaccion, se varié entre 3 y 45 mM.
Sistema bifdsico.

Este si de 6 i en una relacién n-butanol y agua de

. 70.5:29.5 (%p/p) para mantener constante la relacion que se tenia en las micelas

invertidas de estos dos p La cc racion de enzima fue al igual que
el caso anterior de 23.8 mg enzima/mL en fase acuosa.
Estos experi se realiz en haq dos a P ura

canstante de 37°C y la agitacion fue provista por medio de una propela. En este
incluir las dos fases

caso, la muestra se tomaba con el si bien lado para
de que esta P la la de r ion (fase y nb 1). Antes de
analizar las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm por 3 min y por separado se
cuantificé cada una de las fases por HPLC.

El andlisis de los productos de las reacciones se llevé a2 cabo como se

ioné i sin bargo. en este caso el cluyente fue una meczcla de
acetonitrilo-agua 87:13 a un flujo de 1.4 mi/min, lo que permite lograr una
separacién de la glucosa y la galactosa que en las condiciones estSndar no es

20




i

posible cuantificar. En sistemas bifasicos la enzima g-galactosid. realiza t.

1a hidrélisis de la lactosa.

Sistema scuoso.

Para la determinacion de las constantes cinéticas en solucién acuosa de la
i6n de 1.5 mlL, las

se p on las reacciones con un vol de

| o

cuales se incubaron a 37°C durante 3 min; posteriormente se afiadié la enzima

para tener una corncentracién final de 2.4 mg imamL y se d ind la
locidad de i6n. Lac i6n de | en las i lievadas a cabo

para realizar este estudio oscilaron entre 1 y 50 mM de lactosa.

4.5.2. Estudio cinétd d ONPG.

Sistema micelar.

La composicién de las
proporcién de 55% butanol, 22% octano y 239% lactosa en solucién (%6pv/p); el
volumen de reaccién fue de 1.76 mL. La concentracién de ONPG (global) se varié
entre 0.5 - 20 mM y se determind la velocidad inicial. La racién de i
que se utilizé en esta scrie de experimentos fue de 4.76 mg. de enzima/mi en fase
acuosa y la relacion agua y surfactante CTAB se mantuvo constante a 20.

las de i6n, en todos los casos fue una

51




. Sistema acuoso.

Para la determinacién de las constantes cinéticas en solucién acuosa se

prepararon las reacciones con un vol der i6n de 0.75 mlL los cuales se
i baron a 37°C d 3 min; posteriormente sc afadi6 la enzima para tener
una concentracion final de 0.95 mg /mL. Las cc i6n de ONPG en las

reacciones lievadas a cabo para realizar el estudio cinético oscilaron entre 0.1 y 15
mM.
El procedimiento que se siguié para la determinaciéon de la velocidad inicial
fue una modificacién al método g 1 para cuantificar 1a actividad en medio
acuoso con ONPG los pasos que se sigui fi los sigui 2
1. Las soluciones de ONPG a una concentracién dada se incubaron a 37°C
durante 3 mln .

2. Se agregs la solucién de i para ob una i6n final de 0.95
mg enzima/mL y se agité en vortex. '

3. En un espectrofoté6metro DU-600 Beckman se leyeron las absorbancias a 420
nm cada 15 seg durante 3 min. La actividad se calculé mediante 1a Ecuacion 1.

Si do con n-b d
Para saturar el iguad de fosf Je sodio 0.1 M. pH 7.0, sec
colocaron 20 mL y se agreg6é 6 mL de n-butanol con agitacién constante con
propela en un r haq do a 37°C en un sistema abicrto durante 3 horas,
P do p ior las fases.
Para conocer ¢l efecto del n-butanol sobre la actividad de la p-galactosidasa
se calcul las cinéticas. Se cuantificé tanto la actividad total de Ia

enzima, que incluye tanto la velocidad de hidrélisis como la de alcohélisis.
Para la determinacién de las constantes cinéticas en solucién acuosa
saturada con n-butanol se procedio igual que en el punto anterior.



e

4.6. Estabilidad de la g-galactosidasa de E. coli.

Se almacend a 37°C, 5ml de la solucidon de enzima en n-butanol, octano,
medio acuoso o medio acuoso saturado con butanol con agitacion constante de
tipo propela con 5 mL. A diferentes intervalos de tiempo se tomé una muestra de
66 puL y se midio la actividad, agregando el sustraté

En el caso del sistema micelar se almacens a 37°C y 25°C una solucién de

micelas con la composicion que se muestra en la Tabla VIII. El ensayo de actividad

das a dife intervalos de tiempo.

se realizé a tras tc
Micelas blanco R
Para el estudio anterior, se preparé una sojucién de

i se Isificaron 0.0875 g. de CTAB en 0.258 mbL de n-butanol y

sig
0.093 mi octano, agregando posteriormente 0.0875 ml de amortigusdor de
20 seg b b

icelac i , de Ia

fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0. Se agité en vortex d
una solucion transparente. A 1.8 mL. de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M

pH 7.0 y 66 ul. de MgCl, 0.03 M se agregaron 66 ulL de la solucién de micela
blance anterior y se agité en vortex. Por ultimo se afiadié 66 mL de ONPG 68

mM y de nuevo se agité en vortex.

Mezcla de reaccion
A 1.78 mL de amontiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 y 66 mL de

MgCl, 0.03 M se agregé 66 pl. de la solucién almacenada a 37°C y se agité en
vortex. Para iniciar la reaccién se anadié6 66 mL de ONPG 68 mM y en el
espectrofotémetro DUG0-Beckman se leyd 1a absorbancia a 420 nm cada 0.3 seg

durante 5 min. Las actividades se calcularon con la Ecuacién 1.



1.4

4.7. Sintesis de butil-galactdeido en micelss i idas con B-gel

Geid do ONPG ato.

Sintesis de butil-gal
! der i5n de 4.4 mL de

La ia de ion se prepar6 en un v
do ala posicion de la Tabla IX y a Ila forma de preparacién general de
micelas inventidas, en la que la concentracion de sustrato fue de 15 mM. La
reaccién se inicié con Ia adicion de la enzima en solucién. Se tomaron muestras
cada 10 mi >s o las 2 pri L de Ia ion y g ri a
. intervalos mas largos de tiempo. Debido a que no se conté con un méodo de

inactivacion de la enzima qQue evitase la desestabilizacion del si icelar, se
ley6 simults en el esp foté a 420 nm. Para tomar las lecturas

en ti dos de la ion fue io diluir las muestras por lo que se

prepararon micelas con agua MQ.

1 sustrato.

Aald -2

Sintesis de butil-gal

Se prepararon micelas invertidas (Tabla V1) empleando 25 mM de lactosa
¥ 4.76 mg enzima/mL de enzima en un volumen total de reaccién de $.27 mL. Se
tomaron muesiras s diferentes intervalos de ti d las pri 8 horas,
los d de i6n por HPLC en

| 4

24 y 96 horas de resccién. Se anali
las condici pecificad.




Resultados y Discusion
5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Las glicosidasas se han utilizado para sintetizar alquil-glicésidos,
principalmente en medios bifésicos en los que genecralmente una fase esta
constituida por el alcohol y la otra p'or la fase acuosa que conticne a la enzima y al
sustrato. Por esta razén, en muchos casos no ha sido posible eliminar la reaccién
de hidrolisis, siendo ria la bu da dc si en los que sea posible

controlar el contenido de agua y de esta manera dirigir la selectividad de la
reaccién hacia la alcohélisis. Las micelas inventidas p an las isticas
das. Tradici 1} se ha leado el si AOT/i en

P

iones imiticas y en general para 1a solubilizacién de p § y

'R

aminoécidos en micelas invertidas. Sin rgo, el si icel P por
CTAB/octano y un cosolvente (hexanol), también ha sido ampliamente difundido.
lcohol como cosolvente para la formacién

En este altimo caso, al itarse un
de micelas, es posible sustituir éste por otro alkcohol sin  cambiar
considerabl sus propiedad como puede ser el butanol, ya que se conoce ¢l

diagrama dc tres componentes para la formacién de micelas por un uabajo
anterior realizado en ¢l laboratorio. La seleccién del alcohol determina las
caracteristicas de) producto obtenido, en este caso cl butil-galactésido tiene una
cadena alifitica pequefia por lo Que es un tensoactivo débil, como e¢s de esperarse
al i ar el ¢t fio de la cadena del akohol se obtienen mejores

tensoactivos. Sin embargo para los fines del proyecto solo se tiene el interés de
estudiar un modelo de sintesis de este tipo de compuestos. Por lo anterior, se
selecciond el sistema butanoloctano/ agua y CTAB como surfactante, para realizar

un estudio sobre reacciones de alcohdlisis. Es co i ] que en este
caso uno de Jos compx icel participa tanto en la formacién de la

micela como en la reaccién.
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Considerando que uno de los objetivos de este trabajo cs el sintetizar alquil-

galactésidos, se seleccions al n-butanol ya que es un alcohol de cadena alquilica
tubles. Al pl este

pequena pero que se¢ encuentra dentro de Jos alcoholes insc
alcohol, es posible efectuar estudios comparativos sobre la sintesis de butil-
galactosido en diversos tipos de sistemas: bifdsico, micelas invertidas e inclusive en
un medio homogénco dada Ia poslbill&ad de disolver hasta 99 de butanol en agua.

En la reaccién en dos fases, dada la alta actividad de agua, se¢ ha reportado
que la enzima efectia tanto la reaccion de alcohdlisis como l1a de hidrélisis, y
aunque las condici para optimi este si no han sido ampliamente
estudiadas, es un hecho que cl estudio de esta i6n en micelas invertidas
permitiria un mayor control de la selectividad de la reaccién.

') PPy

. 27 ”
en

5.1. Diagrama de f

Para iniciar este estudio fue necesario encontrar las regiones del diagrama
lucién), en las que habia

de tres comjpx [, Ve 7 en
formacion de micelas. La evaluacién se hizo cualititativa, tcoméndose como base Ia
P pal se

propiedad de que lss micelas invertidas son ¢t P

buscaba encontrar una zona de formacién micelar con un alto porcentaje de
bién sustrato de la enzima

butanol, ya que como se 16, este P > es
para la sintesis de butil-galactésido. Es importante seflalar que no existe una
correlscién que p ita predecir las regi en las que hay formacion de micelas,
ya que esta depende de la icion de la micelas invertidas asf como del tipo
de surfactante exi\pleado y del sustrato que este disuelto cn Ia fase acuosa. En cstas
condiciones, se encontré una amplia zona en 1a que hubo formacién de micelas,
limi 55sb | = 89, 5 octano 839 y 6« lactosa

ubicada entre los sigui
en solucién =40 (%p/p).
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Una vez definida esta regién, se realizé un disefio experimental que

permitiera seleccionar y optimizar la composicién micel iendo como criterios
la obtencién de una adecuada actividad de la i B-galactosid y una alta
selectividad hacia la reaccién de alcohélisis disminuyendo o elimi do la reaccién

de hidrélisis. El diseiio se hizo para mezclas de tres componentes en la region

pecifica lada dentro del diagrama de fases butanol/octano/lactosa en
solucién. Cabe mencionar que las micelas formadas se al n a temp ura
ambiente y éstas fueron estables al menos por dos En la ién de

materiales y métodos se presenta en forma matricial los puntos que se probaron
experimentalmente. Con los datos obtenidos se propuso la siguiente ecuacién que
describe el efecto de la composicién micelar en la velocidad inicial de reaccién y
que corresponde, a un modelo clibico reducido (modelo cibico de scheffe):

Vo= -141.1X+1358.3% +27.8X3-14117.54 + X2 - 101.14X+ X3 -2712.12%+ X3 +32493.9% « X2 . X3
Ecuacién 5
donde, X,: fraccién (9%6p/p) del amortiguador,

X,: fraccion (9%6p/p) del octano y
X3: fraccion (%p/p) del butanol.

Este modelo no solo describe el efecto en la velocidad de i6n en el

sistema micelar de cada uno de los componentes, sino también las i i

cuadréticas entre dos comp y un ino cibi que corresponde a la

interaccién entre ¢l bulanol, octano y agua. En la Figura 6 se muestran las curvas

de isorespuesta asi como la rep ion tri-di ional de la actividad de la

i p-gal id. en micelas invertidas. Es importante mencionar quec en la

regién estudiada hasta con un 40% (p/p) de agua no se encontré hidrélisis sino

exclusivamente alcohélisis.
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Comyg do el si micelar con el biffsico, t >s que la i en

sistemas de dos fases con 1096 de alcohol, cataliza tanto la reaccion de alcohdlisis
Iculados en el delo indican que los

como Ia de hidrélisis.®® Los coefich
componcntes orgdnicos tienen un efecto positivo, mientras que la fase acuosa

parece tener un cfecto negativo en la actividad de la i Es
sefalar que la E i6n 5 no p a un buen a los d peri ales,
debido a que en cienas zonas del diagrama experimemal de tres fases, la actividad

cae b y el delo no puede predecir estos bi El paq
estadistico utilizado, no calculs la posicién Sprima de micelas debido a la
plejidad del si Sin embargo, con las curvas de i P a se seleccioné
un segund dek Itado de

Ia regién con la méxima actividad, para prop
esta segunda regién optimizads. Esta regién esta delimitada por 552 Butanol =72,

13.5s Octano 830.5 y 14.5a lactosa en solucién s31.5 (%p/p).
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—
0.390 IOctano) 0050

Vel. inicial
amol
BG/Lemin

id en micelas invertidas variando la

Figura 6. Actividad de Ia p-gal.

posicién del si 2 b Y n en Peacids "
A. Curvas de i P B. Rep: t6n tri-di ! } de la Velocidad
inicial. (X,: fraccién (%p/p) del amortiguador, X,: fraccion (%a/p) del octano y X3: freccidn
(S%g/p) del butanol)

»
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5.1.1. Modelamiento de la regitén optimizada.

Con ¢l modelo anterior fue posible encontrar una region de maxima
actividad y ademis, desarrollar un modelo que a diferencia del anterior.

Gni \ga el ef individual de los componentes y Ilas interacciones
entre dos compc Sin bargo. en este caso es posibic predecir Ia velocidad
con mayor grado de confiabilidad. El delo aj do fue el sigui

Vo = ~6975.9Xa -1505.1X2 -928.5X3 + 8658.9X1 : X2 + 13169.2Xi- X3 + 405842 - Xa

. Ecuacién 6
En la Figura 7 se muestran las curvas de isorespuesta asfi como la representacion
tri-dimensional de la actividad de Ia i p-gal id, en micel id
para la segunda regién optimizada.
Los coefick del delo indican que al os la i i6n entre dos
componentes tiene un efecto positivo sobre la actividad de la enzima. Sin
bargo, desde el p de vista estadistico, todos los comyg i un

efecto negativo en la velocidad, siendo su interaccién lo que resulta benéfico. Es
obvio entonces que la Ecuacién 6 no tiene un sentido fisico y solo permite
predecir la velocidad inicial para la regién analizada. Por medio de jas curvas de
isorespuesta y el modelo propuesto, se calculé 1a actividad para diferentes
icion que tuviese el contenido

coll;policlones. Se selecciond final la P
mas alto de agua, ya que se corroboré que en estas condiciones no hay reaccién de
hidr6lisis, y se permite asi solubilizar una mayor cantidad de sustrato. La
composicién seleccionada a partir de este estudio para el sistema micelar buwtanol/
octano/ agua fue de 55/ 22/ 23 (9%6p/p) respectivamente.
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0.145

el. inicial |
mol BG/L-|

in.

Figura 7. Optimizaciéon de 1a region de mayor . actlvidnd de l- p-galactosidasa
en micelas invertidas en el diagrama de fases b en solucié
Rep: i6

amortiguadora. A. Curvas de nivel. B. eri-diy H L (X,:
fraccion (%p/p) del amortiguador, X;: fucdo'l (%D’P) del octano y X3: fraccion (%6pvp) ded

butanol)
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5.2. Efecto del ¢ fio de la micela invertida (w,) en la velocidad inicial de

sintesis de butil-galactdsido.
Uno de los principales factores que afectan ia actividad en micclas invertidas
esel fio de la micela. Por esta razén, una vez opti da la compasicién det
icelar, se inué el estudio anali do el cfe del fo de la
. s ia la relacié

micela, el cual puede lievarse a cabo
agua/surfactante (W,).

Se estudio6 el efe de}
locidad inicial de alcohdlisis para la sintesis de butil-galactésido con P-
lfsico para estos sistemas, en

fio de la micela (efecto del parfmetro W,) en Ia

W

pn it o .t un -
- f de P En la Figura 8 se observa que la relacién Optima agua/
rf en térmi de ividad de alcohdlisis fue 20. De acuerdo con
diversos reportes de Ia literatura. en estas condici el ho de Ia la y e
o de la p fna podrian ser iguales. Exi d. bre el o de la

icel para si icel en el que se plea AOT rf; 7 Sin

lack similares para sistemas que utilizan CTAB,

bargo. no se
lo que impide una explicacién cuantitativa de los resultados encontrados. En un
trabajo paralelo realizado en el laboratorio en el que se predice el tamafio de las
micelas con base en un delo T odinimico en el que se minimiza el AG de
icelas, se 6 que a medida que disminuye ¢l W, el dismetso
do y se hace asintético en el

for i6n de
de las icel i d prc 1 va di i Yy
valor en el que este es igual al tamafo de la p-galactosidasa estimado (D= 110 A),

mientras que ¢l radio de las micel i inGa disminuyend

La dependencia det valor de kcat sobre la relacié lar de 6
agua y surfactante es usualmente cn forma de P Este \p i e
ha observado con diferentes enzimas, tales como a-chimotripsina, tripsina,
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lisozyma, fosfblipasa A, alcoholrdeshidmgcnasa, pirfosfatasa, lipasa pancrestica,
peroxidasa, fosfatasa alcalina ¢ hidroxyesteroide deshidrogenasa.”” Se ha propuesto

que cuando el didmetro ptimo de la micela coincide con el tamafo molecular de

Ia ima atrapada, sc obscrva el kcat o la velocidad incial mas elevada: tal es el
caso de 1a a-quimotripsina, peroxidasa y lipogenasa.™ Por otro lado, la caida en Ia
. d

A
o de la. P

Ade deh

actividad antes de este punto se debe a que el t
ho mayor mientras que la caida p ior p
icela es superior al de 1a enzims y en este caso se presentan

con el de la micela es

a que el Ao de la
problemas de difusién intramicelar.

190
20
o
Ie
3 ]
H
-«
20
° -~ — .
° %0 100 150 200
Relaciin agua-CTAB (Wo)
Figura 8. Efecto del fio de micela en la velocidad alcohdlisis con p-
1 idasa en micelss i 1d La P om b . /agua fue 62/
i cion de de 24

&
26/ 12 (%p/lp) P se p una
mg/mL y una cion de de 7.3 mM en la fase global a 37°C.




5.3. Efecto del método de preparacién de las micelas 1 das en la
locidad inicial de sintesls de butll-galaciésido.

Existen tres formas de a las i en micelas invertidas: primero

la i pued lubilizarse por Fe i P 4 de la protef: a un
sistema de dos fases que consiste de un volumen igual de soluci6n acuosa de
proteina y uno del solvente orgénico con el surf: Un segundo p dimi
consi en 1a solubilizacién de i liofilizada en micclas invertidas hidratadas
fi das previ El > y mis ¢ i de la microinyeccién de
enzima disuelta en tiguad en una solucién agitada de surfactante en
solvente orgsnico.*® Este dlti P dimi se utilizé a lo largo de los
exper realizad -

Para d i si la fo de prer i6n de las micelas tiene algin efecto
en 1a velocidad inicial observada, relacionado con Ia disponibilidad del sustrato o
de enzimas se realiz los sigui P C do el sustrato sc agrega
al final de la prep ion experi para iniciar l1a i6n, podria haber una
fase lag ante la baja disponibilidad de sustrato. Por otro lado, al afadirse la enzima
al inicio de la i6n se puede inactivar dado el-efecto d ali de los
sol orgéni Tamblén podrian p e dife i lacionadas con Ia
difusién y particién tanto de la enzima como del sustrato. Por esta razén, se
realizé6 un experimento en el que las micelas invertidas se prepararon de dos

£« : (1) la i se afiadi6 al final del experi [ + ima); (2) e
sustrato (lactosa) se agregé al final del experi (enzi + 1 ).

Como puede observarse en la Figura 9, Ia forma de preparacién no tiene un
efecto significativo en la velocidad de i6n observada.
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250

[} )]

1350 4

s

100 4

Vo (sMBGkmin

30 4

o
Enzima + Lactoss Lactosa + enzima

Pwn9 Efectoddotdendendldéndel y la & en las micel
das en la velocidad inicial de sintesis de butil-galactéeido. El W, fue de

20 y 10 mM lactosa (giobal).

ion de ] en diferentes sitemas para la

S.4. Efecto de la
sintesis de butil-galactésido.

¢ que
de

i para comp los dif

Se realizé un estudio preeli
pueden emplearse para sintetizar butil-galactésido mediante reacciones
en este Gltimo sistema, Ila enzima

alcohdlisis, incluyendo el si acuoso, q
hidroliza también a su sustrato natural, la lactosa. La ¢ P iSn se focé
basicamente a las dif ias en la velocidad inicial para si izar el alquil-
gatactésido.
Sistema micelar.

. -galactosid

El butil-galactésido se¢ puede sintetizar por la
iones de alcohélisis en micelas invertidas. La cinética de la enzima

se muecstra en la Figura 10 donde puede constatarse que, al igual que en otros
bed el comportamiento de Michaelis y Menten. La velocidad
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miéxima encontrada para la sintesis de butil-galactosido fue de 162.6 pmoles
lactosa/L-min, mientras que el Km para este sistema fue de 3.79 mM lactosa en la
fase global. La velocidad méxima consid do 1a c« raciéon de enzima usada
fue de 34.15 pmol 1 / & enzimaemin.

Km= 3.79 mM Lactosa
Vmaxw= 162.6 pM lactosa/min

o 3 10 15 20 23 30 3s 40
mM Lactosa (fase giobal)

Figura 10. Efecto de la ién de 1 en la fase giobal en la
velocidad inicial para 1a sintesis de butil-galactdsido en micelas { tidas
con idasa (pH 7.0 y Te37°C). La i6n de la 1 fue
de 4.76 mg

Sistema bifésico.

Para el caso dcl sistema biffsico, este consiste de un medio de reaccién
donde el 5096 cs la fase 1a i puede efectuar tanto la reaccién de
hidrdlisis la de alcohélisis. T do en lo ior y los probl
que rep ba el ificar cada una de las velocidades se d iné la
velocidad global, es decir 1a velocidad de de 1 En la Figura 11 se

Py

en el si bifssico 5096 butanol- 509

muestra la cinética de la p-gal
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agua (%6p/p). En estas condiciones el sistema también obedece la cinética dc
Michaelis y Menten, con una velocidad méxima de degradacién de lactosa de 1068

umoles lactosa/L-min, mientras que el Km para este sistema fue de 8.72 mM

lactosa en la fase global. La velocidad fxi consid do 1a cc ion de
enzima fue de 160.12 umol lactosa/ g enzimaemin.
]
3
R +

ks
agl

Vo (jncles LacosyL-min)
ST

"

4

Km= 8.72 mM Lactosa
Vmax= 1068 uM lactosa/min

o 10 15 20 25 30 3s 40 45
mM Lactosa (fase giobal)
Figura 11. Efecto de la i6n de 1 en la fase giobal en la

wvelocidad inicial para la sintesis de butil-galactésido en un sistema bifésico
con g-galactosidasa (pH 7.0 y T=37°C). La de 4 fue de
6.7 mg/mL.

Sistema acuoso.
para comparar el

Se consideré 71 io contar con un control,
comportamiento cinético de la enzima ¢n otros sistemas con respecto al medio
acuoso. Después de efectuar un estudio clésico de cinética enzimética en medio
acuoso segun se reporta en la Figura 12, se encontré que la enzima presenta una
velocidad miéxima de 201.8 pmoles lactosa/l-min y un Km de 7.88 mM. La
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velocidad especifica fue de 84.8 pmol lactosa/g i in. De do a lo

reportado en la bibliografia, ¢l Km para lactosa es de 5.5 mM, por lo que ¢l valor

determinado experimentalmente no difiere significativamente del reportado.®
Estos valores permi h una ce i6n de los diferentes sistemas en

P

los que la g-galactosidasa utiliza a la lactosa como sustrato.

200
180 4 I ¥
160 4 1
‘s 140 4
§l20 L
100 41 Km= 7.88 mM Lactosa
‘! 80 4 Vmax= 201.8 uM lactosa/min
2 60 4
2 4
20
O ¢ v . v v—
[+] 10 20 30 <0 50 60 70 80
mM Lactosa
Figura 12. Efecto de la ion de § en 1a velocidad inicial para
1a hidrélisis de lactosa en un si con p-gal id. de E.coli a
37°Cy pH= 7.0. La i6n de 4 fue de 2.3 mg/mlL.

Los resultados se resumen en la Tabla XIII. Haciendo un estudio
comparativo se¢ encuentra que la afinidad por el sustrato no cambia

signiﬁcativamenie en los tres si Sin bargo la velocidad especifica para el
medio bifssico ¢s 4.7 veces superior a la velocidad observada en el sistema micelar,

que es imp dar que en el sistema bifssico se incluye también la
velocidad de hidrélisis. Sin bargo, la velocidad observada para el sistema
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bifasico es también superior (casi el doble) a la velocidad en medio acuoso, lo que

10 Aeb

se a un efecto activador del aicohol en el sistema, que no se manifiesta

¥

en el sistema micelar, probablemente debido a que la concentracion de alcohol se
vuclve limitante o bien existe un exceso de enzima. Por otro lado, aunque las
diferencias en el Km no son muy importantes pareciera haber una mayor afinidad
por la lactosa en el medio micelar. Como quiera que sea, no se observa algun
efecto difusional de l1a lactosa en la cinética de la reaccién, en lo que al anslisis de

1a lactosa se refiere.

Tabla XIII. Comparacién de los sistemas acuoso, bifésico y de micelas
invertidas en la cinética obscrvada de 1a f-galactosidasa de E. coli empleando
lactosa como sustrato.

Sistema Km (mM lactosa) Velocidad especifica ( 11 /
— £ enzim-mln! -

Micelar 3.79 34.15
Bifasico 8.72 160.12
Acuoso 7.88 84.8
La velocidad especifica p d ponde ala desaparicién de L depend, del
producto de reaccion.
5.5. Efecto de 1la i6n de la H en la velocidad inicial en micel
invertidas.

De acuerdo con lo antes discutido, se realizé un estudio para determinar el
efecto de la cc racion de la i en la velocidad inicial observada, ya que al
parecer la menor actividad observada en 1a p-gal id en micelas invertidas
podria deberse a un efecto de saturacién en el que un exceso de enzima pudiese
ser la causa de la menor actividad especifica. Como puede observa en la Figura 13,
1a velocidad inicial de s is de butil-galactésido depende de la ion de
enzima utilizada en forma lineal hasta una concentracion en 1a fase acuosa de 4.76

mg i /mL. A cc raciones mayores de enzima la linearidad se pierde, por
' 9
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lo que en principio deja de existir un control cinético. Este resultado permite
explicar parcial las dife ias de welocidad méxima obtenidas para los
i descritos, ya que la concentracion a la que se realizaron estos
experimentos fue de 23.8 mg enzima/mi, pricticamente 5 veces mas enzima del

sparente valor de 6n. Es i ar que dada esta situacién, si

Icul Ia velocidad pecifica para la p-galactosidasa cn ¢l sistema micelar a
partir de la pendiente de la recta de la Figura 13, el valor obtenido resulta ser de
77.6i umol ONP/ mg § min, q se vers mas adelante este estudio

se realizo a concentracién de sustrato no saturante (lmM de ONPG en fase

global).

Exi di hipétesis psra cxplicar el efecto observado de Ila

ion de i en Ia wvelocidad inicial. La pri es que ¢! medio

prescnta una tipica curva de cién en relacién con la enzima, por lo que, a

altas i la se particiona en las dife es p dof: del

i icel quedando atrapad d > de la micelas invertidas como en
1a fase orgénica. La segunda hipdétesis esta relaci da con probl de difusi6

Sin embargo, en el estudio termoadindmico al que ya se hizo refi ia, se <

que j ala cién de a la que se observa el efecto

“sat " el na de micel: fas se hace pricticamente cero. Por arriba de

este valor las micelas no pued dar mas quedando “suspendida™ en
el sistema, mientras que por abajo de este valor el de micel

ias en proporcién de las llenas va
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5

Vo (auncies ONP frin)
o )
g ¥
N

5 10 1s o s
Cancestraciin de enzimna fase acucsa ( mg enzima/mL)

-]
-]

.Figura 13, Ehctodehmﬁ-da\dehmﬂmmfnemmh
veolicidad inicial de sintesis de butil.galactésido en a
37°C.

5.6. Estudio cinético para diferentes sistemas con ONPG como sustrato.

Una vez da Ia i6n de i en la que existe control
cinético en ¢l sistema micelar, se eligié una i6n de ] en la fase

acuosa de 4.76 mg/mL., para efectuar una segunda comparacion cinética entre los
dife i pleando ONPG sustrato. Se decidi6 utilizar ONPG

dada la mayor afinidad de la enzima por este sustrato, y la facilidad analitica para
1a 6 '

Los dif i analizados fi ) icel (2) medio
acuoso, y (3) medio »o do con n-b 1. La Ve i6n se realizé con
base cn la velocidad global de del >. Cabe sefialar que para el
medio acuoso, la velocidad total de desapsricion de ONPG corresponde a Ia

n
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velocidad de-hidrolisis, para ¢l medio acuoso saturado con n-b 1, 1a velocidad
global ex igual a la de la velocidad de hidrélisis y 1a velocidad de sintesis de
butil-galactésido y en el caso del sistema micelas invertidas, en la zona de
experimentacién la velocidad total es igual a la velocidad de sintesis de bueil-
galactésido. En esta comparacion se utlliz6 ONPG como sustrato, llevando a cabo
1a reaccién a 37°C, aprovechando las ventajas que tiene el si icelar de d

|

utilizar métodos espectrofotométricos.*

Sistema micelar.

Como se ha do, la 1 f-gal id puede si izar al butil-
galactosido mediante reacciones de alcohdélisis en micelas invertidas. Como puede
observarse en la Figura 14, ia velocidad méxima encontrada para la sintesis de
butil-galactésido siguiendo una cinética de Michaelis fue de 396.1 umoles
ONP/Le*min, utili do una cc¢ ion de 4.76 mg. de enzimwml en fase
acuosa, mientras que ¢l Km para este sistema fue de 2.36 mM ONPG en la fase

global. La velocidad especifica encontrada en este caso fue de 415.9 umol lactosa/g

enzima'min. Utilizando cromatografia en placa fina, se comprobé que la enzima
cataliza dnic la i6n de alcohélisis.
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400
50 4
3 - 3 I
300 < I I
250
© 200 J
o { Kme= 2.36 mM ONPG
150 4 Vmax= 396.1 uM ONP/min
L4 100 4 !
so4®
o —— —
[+] s 10 15 20
mN1 ONPG (fase global)

Figura 14. Efecto de la concentzacién de ONPG (fue ﬂob.l)enla wvelocidad

Inlcinl para 1a sintesis de budl-. Gsid ‘con B~
gal La de ! fuede 0.95 mdml..

Sistema acuoso.

Py

Siguiendo una cinética de Michaelis-M Ia i p-gal
P 6 una welocidad especifica para la degradacién de ONPG de 381 pmol
ONP/g. enzima*min y una constante de afinidad de 0.263 mM ONPG, como
puede constatarse cn la Figura 15. Estos resultados se encuentran dentro de los

rangos reportados en la bibliografia,” como en el caso del estudio cinético con

lactosa como sustrato, este experi > puede como referencia para
comp los difi i en los que el ONPG ¢s usado como sustrato por
1a " p-gal 1 a
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‘ ilso Km= 0.26 mM ONPG
Vmax= 362 pM ONP/min
=

o 2 4 6 8 10 12 14 16
mM ONPG

Figura 15. Efecto de Ila eoncenu.clatdeom e la welocidad Inlcl.l para
su hidrélisis en medio acuoso con @-gal La de
ﬂ_lzllll.fuedeo.95llldml..

St do con n-b |
La también efectaa Ia i6n en la fase acuosa saturada con alcohol
(n-butanol), por lo que al p no es io tener un exceso de este, ya que

no contribuye en gran medida a la disminucién de la actividad de agua y por tanto
a dirigir la selectividad de la reaccién hacia la alcohélisis. Debido a limitaciones
analiticas la i6n en fase da con b 1 se utiliz6 para inducir el
comportamiento de la enzima en dos fases. Aunque cn este trabajo no se
determiné la relacién alcoho6lisishidrSlisis, la cual nos perimitiria conocer las

diferencias entre el sistema bifésico y el sistema micelar.

£ 1ocid ad

Los par&metros cinéticos d. inados pecifica de
681.12 umol ONP/g cnzima*min y Km de 1.8 mM.
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5‘500 L I ! { ¥
3 3

o
-g’“" 3 Km= 1.8 mM ONPG
<200 4 - Vmax= 649 uM ONP/min
2 ,
100 4 !i
(4]
()] 2 4 6 8 i0 12 14

mM ONPG

Figura 16. Efecto de la concentracién de ONPG en la velocidad inicial de
sintesis con p-galactosidasa de butil-galactésido en medio acuoso saturado

con n-b L La c i6n de i fue de 0.95 mg/mlL.
En la Tabla XIV se p a una comp i6n cinética de las diferentes vias
para sintetizar butil-galactésido, to do como refi ia el si acuoso. La

constante de afinidad calaculada en este trabajo coincide con la reportada en la
bibliografia. La afinidad de la enzima por el ONPG en micelas invertidas y en
medios bifasicos es ligeramente mayor que en medio acuoso, lo cual indica ciertas
dificultades en el sistema de reaccién ONPG pero Gnicamente en ¢l medio acuoso.
En cuanto a la velocidad total con la que la f-galactosidasa hidroliza el sustrato, las
cantidades son muy semecjantes, aunque en este caso se¢ observa también una
activacion de la enzima en sistemas bifidsicos (la velocidad determinad P
la velocidad de alcohdlisis y la de hidrélisis). Pod >S falar que la i 8-
galactosidasa de E. avi en micelas invertidas tiene 1a ventaja de catalizar solamente

la rcaccién de alcohélisis con una adecuada velocidad de reaccion.

75
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Tabla XIV. Cosnp i6n de los sf para Ia hidrélisis de ONPG.-
——
Sistema Km Velocidad especifica (mmol
. (mM ONPG) ONP/ 4 enzima‘mlnl
Micclar 2.36 4159
Acuoso saturado con n-butanol 1.8 681.12
Acuoso - 0.26 . 380

T T S ———T—y
1a velocidad especifica presentada es igual a la veloﬁnd total de reaccién.

5.7. Estabilidad de Ia p-galactosidasa de E. coll en los diferentes sistemas de
reaccion a 37°C. ‘

Se realizé un estudio de estabilidad de W i p-gal id. en
dife 1 para el ef individual de cada uno de los
[ que fe el si icelar en este trabajo, asfi como e

{ 2

sistema acuoso que nos sirve como referencia. La estabilidad en micelas invertidas

también fue objeto de estudio, para de esta maners, conocer el efecto global de los
' b la estabilidad de Is enzima

comyg s, C el efecto del b 1
permite comparar la estabilidad en las micelas con la que presenta en medio
- " de i P ias opci viables para

bifésico, ya que
1a st is de gal

£ aid

id en sl a biféaico 50% butanol.
de E. cli presenta una baja estabilidad en

Estabilidad de la B-gal
La enzima p-galact
solventes orgénicos como el butanol, por lo que al realizar reacciones de alcohélisis
de actividad en contacto con el

)

L o

en un sistema bifisico, Ia i Apid
butanol. El butanol se disulve anicamente en un 9% en agua a 15°C,” aumentando

ia P A 37°C, temperatura a la que se
de estabilidad, el butanol se encontrars en una mayor
76

la solubilidad al i

hici
on los exp
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proporcién. El tiempo de vida media resulté ser de 16 min y la constante de
desactivacion fue de 2.54 h', como se observa en la Figura 17, donde la estabilidad
de 1a enzima almacenada en butanol se describe de acuerdo con un modelo de

primer orden.

3
2
1
°
}- . -
.3 | >
]
-3 -
-4 4
-5 I
-6
o 20 40 60 a0 100 120 140 160 180
Tiempo (sin)

Flgnr. 17. Estabilidad de la p-galactosidasa de E. coli en un sistema bifésico,
or y 50% (p/p) n-butanol a 37°C, con agitacién constante.

(r’-o 9615)
Estabilidad de 1a -gala i en si bifésico 50% octano.
Uno de los principales comg ntes del sistema micelar es ¢l n-octano, el

cual se encuentra en una proporcién de 23 % p/p. Este compuesto al igual que
otros solventes organicos tienen un efecto negativo en la estabilidad de la enzima
B-galactosidasa. En la Figura 18, se muestra la curva de desactivacién de la enzima

/] da en ia de n-octano. El tiempo de vida media result6é ser de 82

| o

min y la constante de desactivacion de primer orden fue de 0.51 h''. Como sc sabe,

el n-octano es un compuesto no-miscible en agua v debido a su baja solubilidad en
1a misma, tiene un mcnor efecto sobre la enzima que en otros compuestos
parcialmente miscibles en agua como es el caso del butanol. En ¢l sistema micelar,

ks
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con n-butanol y n-octano como solventes orgénicos, el b 1 dria Y
fi descstabiliz bre 1a f-gal dasa que el n-octano.
4
[ ]
as
-
31
25 4 -
24 . .
51.5 4
14
0.5 4
o
o S0 100 . 150 ' 200 250
Tiempo (min)

I’l‘ur- 18. Estabilidad de 1la p-galactosidasa de E. coll en un sistema bifésico
y 50% (p/p) n-octano a 37°C con agitacién constante.

(8-0.890)
Estabilidad de 1a :} en el si
La p-galactosidasa de E. avli en medio es relati estable, ya

que como se muestrs en la Figura 19, el tiempo de vida media es de 315 min y la
constante de desactivacion fue de 0.13 h'. De acuerdo a lo reportado en la
bibliografia, la enzima requicre pars su actividad de 1a presencia del i6n magnesio.

Ademis, dado que la i se ra confe d \] un
tetrimero y a su gran tamafio (500 KDa), la i 1 tiende a ser
inactiva.
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2.5
2
w
- -
g 1S L3
-5 '
0.5
[+ ]
o 50 100 150 200 250
Tiempo (min)

id. de E. coli en medio

Figura 19. Estabilidad de la & p-gat
acuwoso a 37°C. (= 0.867)

2 3
ado con

Estabilidad de la g-galactosidasa de E. coli en el

n-buctanol.

En un sistema acuoso saturado con n-butanol, 1a cantidad de solvente

soluble en el agua a 37°C es suficiente para cjercer su efecto desactivante sobre la
enzima; sin embargo, como es de esperar, el tiempo de vida media es muy similar
al del sistema bifdsico. En la curva de desactivacion de la enzima que se reporta en
la Figuia 20, se encontr$ que el valor de la constante de inactivaciéon fue de 1.91

h' y el tiempo de vida media fue de 22 min. La actividad de la enzima cae
de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 70

Laai g
P en p

saturado con n-butanol en comparaciéon con el sistema acuoso.
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s
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Estabilidad de la f-gal id en el si de m v .
Las micelas invertidas ofrecen un mejor microambiente para la estabilidad

de la enzima, como sc observa con la qui ripsi en micelas invertidas con
CTAB, la invertasa a 75°C en micclas invertidas con Triton X-100, y en lipasa a
diferentes pH's y P as en micelas invertidas con AOT. Uno de los factores
que pueden infl iar la bilidad en micelas inventidas puede ser la naturaleza
del agua, especialmente en su estado estructurado como ocurre cerca de la
intesfase de la membrana biol6gica en la célula viva.**

Sin embargo, la estabilidad de la p-galactosidasa de E. ali en micelas
" invertidas fue menor a la del sistema acuoso. En 1a Figura 21 se muestra que el
tiempo de vida media en ¢l sistema micelar a 37°C fue de 67 min y la constante de
desactivacion a esta temperatura fue de 0.62 h*. Esto implica una baja estabilidad
de la enzima en micclas invertidas a 37°C, aunque por otro lado, para la sintesis de
butil-galactésido, el si es ho mas efici que cl bifasico.
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2 3 k= 0618 h'
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i #-gal id de E. coli en sistema

. Figura 21. Estabilided de ia
micelar a 37°C. (= 0.966)

R iendo, se d in6 la bilidad de la enzima p-galactosidasa de £,

ol en diferentes sistemas: acuoso; acuoso saturado con n-butanol; sistema bifisico

509 fase acuosa y 50% (p/p) n-butanol, sistema bifisico 509% fase acuosa y 509
(VP) n-octano; y el sistema micelar. En la Tabla XV se presentan las constantes de
desactivacién de primer orden obtenidas a 37°C. Se observa claramente que el
sistema miicelar es mss inestable que el sistema acuoso y que es el butanol, mas
que el octano el elemento nocivo para la reaccidn. Sin embargo. Ia sintesis de butil-

galactésido puede realizarse mediante diferentes estrategias. Especificamente se
intenté en este trabajo llevar a cabo la reaccion de alcohdlisis en dos fases

(amortiguador / butanol) o por reaccién de alcohdlisis en sistema de micelas

invertidas. De estos dos, 1a enzima es mds estable en ef micelar.
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Tabla XV. Estabilidad de 1a p-gals A en diferen 4 as a 37°C.
Sistema k Tiempo de vids
ih“) Media (min)
Acuoso (control) 0.13 315
Micelas invertidas 0.618 67
Acuoso do con n-b n 1.91 22
S50 9% w/w Butanol 2.54 16
SO 96 w/w Octano 0.51 . 82
R n

5.8. Efecto de la temperaturs en la estabilidad de la $-galactosidasa en
micelas invertidas. . ..
Dado que el tiempo de vida media de la i p-gal id. a 37°C fue
menor que ¢l medio acuceo, se estudi6 1a esuabilidad de la enzima a 25°C,
P que rep condiciones muy suaves para simtetizar alquil-
galactésidos. Como se observa en la Figura 22, 1a de & ivacion fue
P ura de 25°C (k= 0.132 h'). El tiempo de vida media a 25°C
es muy semejante al del medio acuoso a 37°C, por lo que en estas condiciones
puede llevarse a cabo Ia sintesis de butil-galactésido, donde las diferencias en
actividad son minimas (Figura 23), mientras que ¢l tiempo de vida media casi se
quintuplica. Esto resulté en un i en productividad
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Figura 22. Efecto de la a en la “Illd.ddel.enzlﬂl.l-
galactosidasa de E. coli en micelas invertidas. (®Tw 37°Cy 8T = 25°C)

5.9. Efecto de l. P en la velocidad inicial de sintesis de butil-
galactosido en las 1 idas.

Se ha visto que las i en sol orgénicos tienen una cstabilidad
mayor. Ademis, este mi > ef > se ha observado en micelas invertidas con pB-
galactosidasa, 1a cual ha sido reportada como medi ble en dife
formas de la enzima; ya sea como enzima libre, inmovilizada o en células

wpletas. La P ura 6ptima para los i se ra en un

nngb entre 37 y 65°C. Las p-galactosidasas de origen bacteriano al parecer son

menos i ala p ura que las fungales, aunque el 6ptimo para @-
galactosidasas_bacteriana se situa en 55°C. Los resultados de este estudio se

reportan en la Figura 23. Poco se ha estudiado sobre el efi > de la atura en

P

la p-galactosidasa de E. wli en solventes orgénicos. En este trabajo se encontré que
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diad Sin embargo,

la enzima tiene un 6ptimo a 65°C, bajo las condiciones est
de acuerdo al estudio realizado de estabilidad, se observa que es muy inestable. De
esta manera no solo se vuelven criticos los minutos que dura el ensayo, sino

> de i bacién de la i previo al inicio de la reaccién.

inclusive el ti F

Vo (mbl BGobmin)
¥ 88

wo 4
o - > -
o E) o 0 ) 100
‘Temperatura (° C)
Figura 23. Efecto de la v de #6n en la velockdad incial de
sintesis de butil-galactéeido en micelss | id
seido en micelas i idas con 8-Gal 4

5.10. Sintesis de butil-gal
de E. coli.

Reaccién de alcohdlisis con ONPG como sustrato.

Como se ha descrito ampliamente en la bibliografia, la enzima p-

galactosidasa puede usar una amplia variedad de sustratos. En una primera etapa,
el ONPG sc utiliz6 para la sintesis de butil-galactésido dada la flexibilidad

analitica.
En la Figura 24 se p la

concentraci6n de ONPG en la fase global fue de 15 mM. La conversion de ONPG
84
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fue del 100% en cuatro horas de reaccion. Por consiguiente la concentracion final
alcanzada en la fase global fue de 3.5 /L. de butil-galactésido (15 mM).

Sintesis de butil-gal saido do 1 a ato.

La lactosa es el sustrato natural de la H p-gal id. Este
compuesto tiene 1a ventaja de ser de mayor disponibilidad que los otros sustratos
que pued pl por la

como el ONPG. La sintesis de butil-galactésido
a partir de lactosa se illevé a cabo en micelas invertidas, estos resultados se

presentan en la Figura 25. Al igual que con el ONPG, 1a enzima convierte al 10096

1a lactosa en butil-galactésido. Sin bargo, exi

algunas diferencias entre la
cinética de producciéon a partir de ONPG y lactosa como son: el tiempo de

on para al el 1009 de co o
concentracién final fue de 6 g/L de butil-gal
reponuado que lia A

de la 1

ssido. En si

es 40 horas y Ia
bifésicos se ha
de Kiuyveromyces lactis alcanza una
conversion del 239 y una concentracién del butil-glicdsido correspondiente de 10
g/l. con un ti > de V6

L

p-gal Y

de 24 horas, en el que la lactosa a una
concentracion de 182 mM fue et donador glicosflico.*”

CONSIDERACIONES FINALES.

Existen aun muchos y muy diversos

P que se deb
" N
P el

P > de las i en micel
este trabajo tiene algunas aportaci El si

estudiar para
invertidas. Sin embargo

icelar utili do CTAB como
surfactante no se ha utilizado ampliamente, a pesar de que ofrece algunas ventajas




s gi*¥ g
’ 3
$

20 -3

© 4= - o

o . 50 100 130 200 230

Thempo (min)
- Figura 24. Evolucién de 1a $6n de sintesis de butil-galactésido a 25°C en
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lea AOT: como se menciond, el CTAB necesita de un

bre el si que P
cosolvente para la formacién de micelas y para ¢l caso particular de la reaccion de
alcohdlisis, €l butanol u otro alcohol puede ser empleado. De esta manera ¢l alcohol
es sustrato en la reaccién para la sintesis de butil-galactésido y elemento del

sistema micelar.

Las principales ventajas de utilizar micelas invertidas para la sintesis de
6sidos en comp ién con si bifasicos, es que la enzima actaa

alquil-gal
especifica y exclusivamente para la reacci6n de alcohélisis. Adicionalmente, la
enzima presenta una mayor cstabilidad en relacién con el si bifésico y es mas

ble a la ura. Es io contl el estudio del sistema propuesto,

L

ya que falta contestar preguntas tales como la explicacién al comportamiento de 1a
" actividad con respecto al W_. ¢Cusl es ¢l cfecto de la acién de
surfactante? ¢como implementar un método de sintesis paralela de alquil-
galact6sidos con p-galactosidasa y alquil-glucésidos a-gl id. pleando la
glucosa residual,para la obtenci6én de una mezcla de productos? En cuanto a la
purificacién del producto, es posible que esta se pueda realizar por medio de
extracciones v/o evaporacion de los solventes. Debido a que existe un mayor
interés por los alquil-glicésidos de cadenas m#s largas cs necesario explorar la

sintesis de éstos utili do los conocimi >s obtenidos durante este estudio.

Una de las limitaciones mdés import del método de prod i6n de
alquil-glicésidos en micelas invertidas en general, es que la concentracion méxima
de sustrato esta controlada por la composicién acuosa del sistema aunado, en el
caso de la lactosa, a 1a baja solubilidad del disacirido en agua, por lo que. una

Y s idad

siguiente etapa del proyecto podria abocarse a inc ar la p iCt]
i ando la ¢c ion de l en el medio.




6. CONCLUSIONES

Dentro de las grandes ventajas de utilizar las micelas invertidas en reacciones
i p-galactosid i Beva a

de alcohélisis, destaca el hecho de que la
iones de agua de aproximadamente

6sido a ¢

cabo la sintesis de butil-gal
40%. Las condiciones para la producir el compuesto se estudiaron y optimizaron a

lo largo de este trabajo.
ik para realizar la sintesis de

1. Sed r6 la capacidad de la i g-gal
butil-galactSsido en micelas inverridas con diferentes composiciones de Jactosa
ol, d de ias les se ubi regi en las

en amortiguador/octana/b

que la
obtenidos se propuso un modelo estadistico que permite p

inicial de sintesis de butil-galactésido para una composicién de micela dada,
encontrindose asi regi de alta velocidad. Sin barsgo, el delo abtenido

de un discfio experimental es empirico y no permite explicar el efecto de los
de la micela ni sus i iones en la actividad yen la

Con los datos

realiza reacciones de alcohélisis.
decir 1a vel

dife comp

formaci6n de micelas.
Se encontré que para una relacién de W, de 20 se presenta un 6ptimo en la

velocidad de sintesis de butil-galactésido en las condiciones estudiadas y
rfi La velocidad inicial de alcohdlisis de la

ibe una cusrva tipica de forma de campana en

utilizando CTAB como
. B-gal . g

3

lacién con el no de particula.
La forma de preparacién del sistema micelar no tiene un cfecto significativo en

Y

3.
1a velocidad inicial de sf| is de butil-galactésido con la i B-gal
4. La enzima g-galactosid P a una estabilidad baja en un sistema de
r i6n con b >k al 5096 w/w, mientras que su estabilidad es mayor en
’ a8

e e e



Concliesiones

octano al 50% w/w, ya que el tiempo de vida media es de 16 v 82 min
respectivamente. Al parecer la estabilidad de la enzima en micclas invertidas a
W, = 20 v 37°C es baja. Sin embargo, al disminuir la temperatura a 25°C la
estabilidad mejora sensibl ando tiempo de vida media de 67 a
315 min. Este aumento en la estabilidad podria representar un ventaja de las

micelas invertidas contra los sistemas de dos fases para la sintesis de alquil-

galactSsidos.
. Al realizar el estudio del efecto de la temp ura sobre la velocidad inicial de

reaccién en micelas invertidas, se observé que esta al i se la
temperatura, como era de esperarse. La temperatura éptima fue de 65°C, por
arriba de lo reportado para el medio convencional y el sistema bifisico.

El si de icel invertidas con f-gal id: p a  un

reami > “sat " en relacién con la concentracién de enzima, ya que

|

a bajas concentraciones de enzima (menos de 4.76 mg enzima/ml. en fase

acuosa) se presenta un comportamiento lineal con la velocidad inicial, pero al

i arse la cc racién de i la velocidad inicial per casi
constante. )

. Se d i los paré ros cinéticos de la i p-gal id en
diferentes sistemas: acuoso, acuoso saturado con b >l y en micelas invertidas,

donde al parccer ¢l sistema acuoso saturado tiene una velocidad méxima total

yor que en micelas invertidas.
. El butil-galactésido se si iz6 a panir de lactosa y ONPG en micelas

invertidas, la enzima convierte al 100% los sustratos. El tiempo de reaccién para
alcanzar el 100% de conversion de 25 mM de lactosa fue 40 horas; mientras que
con 15 mM de ONPG, cl galactésido se sintetiza en 4 horas.
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