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NOMENCLATURA

AR y AKR — Aldosa reductasa

SDH — Sorbitol deshidrogenasa

G6FDH — Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
XR — Xilosa reductasa

G6F — Glucosa-6-fosfato

U — Unidad enzimatica

A (A—b.s) — Velocidad inicial de trabajo de la enzima
min

Vf — Volumen final de la mezcla de reaccion (3 ml)

Vi — Volumen de extracto enzimatico (60 ul)

€ — coeficiente de extincion molar de NADPH (6.22 mmol-icm?)
b — Espesor de la celda de medicion (1 cm)

AE — Actividad especifica

S — Sustrato
E — Enzima
P — Producto

ES — Complejo enzima-sustrato

Vmax — Velocidad maxima de reaccion
Km — Constante de Michaelis-Menten
[S] — Concentracion de sustrato

Vo — Velocidad inicial de reaccion

EC — Extracto enzimatico crudo

EE — Extracto enziméatico enriquecido
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Evaluacion de la actividad enzimatica en sistemas inmovilizados de la

aldosa reductasa.

Presenta: Tania Méndez Pérez
Dirigida por: Dra. Ma. Del Carmen Chavez Parga
Co-asesorada por: Dr. Mauro Manuel Martinez Pacheco

Lugar de desarrollo: Posgrado de la Facultad de Ingenieria Quimica

RESUMEN

El xilitol es un polialcohol de cinco carbonos derivado de la D-xilosa con propiedades
como edulcorante no caldrico y no cariogénico, que ademas previene la osteoporosis,
arritmias cardiacas e infecciones respiratorias. Gracias a estas caracteristicas, hay gran
demanda de este producto en las industrias alimentaria y farmacéutica; lo que ha
incrementado el interés en su produccion, tanto en aumentarla como en reducir los altos
costos corrientes, ya que actualmente la produccion a gran escala se realiza por
hidrogenacion catalitica de la xilosa a presiones y temperaturas altas. En este proyecto
se propone la produccién mediante reacciones enziméaticas, que requieren menor
severidad de proceso, presion ambiente y temperatura moderada. Para ello se inmovilizd
a la enzima aldosa reductasa AKR1B1 (extraida de cristalino de conejo), en particulas de

dextrano modificadas.

Una desventaja del proceso es que el extracto enzimatico obtenido de cristalinos de
conejo, enriquecido por medio de precipitacion salina, ademas de contener a la enzima
Aldosa reductasa también contiene Sorbitol deshidrogenasa (SDH) la cual participa en la
via de los polioles y oxida las moléculas de xilitol a moléculas de xilulosa. En
consecuencia se establecio la estrategia de inhibir a la enzima SDH y asi evitar la pérdida
de xilitol, al mismo tiempo que se activa a la Aldosa reductasa. Esta estrategia consistié
de adicionar la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en el sistema reaccion-
regeneracion NADP- + H*; y simultaneamente se evita adicionar continuamente uno de

los reactivos mas costosos.

Palabras clave: xilitol, Aldosa reductasa, producciéon enzimatica, inmovilizacion
Oxido reductasa
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Evaluation of enzymatic activity in systems of immobilized aldose-
reductase.

By: Tania Méndez Pérez
Supervisor: Dra. Ma. Del Carmen Chavez Parga
Co-Advisor: Dr. Mauro Manuel Martinez Pacheco
Location: Posgrado de la Facultad de Ingenieria Quimica

ABSTRACT

Xylitol is a five-carbon polyalcohol derived from D-xylose with properties as non-caloric
and non-cariogenic sweetener, additionally it prevents osteoporosis, cardiac arrhythmia
and infections of the respiratory tract. Therefore, there has been an increased interest in
its production, which has been insufficient due to the great costs it implies because of high
pressures and temperatures required for big scale production by catalytic hydrogenation
of xylose. In this project production of xylitol by enzymatic reactions, which require room
pressure and moderate temperature is proposed. To this end, Aldose reductase enzyme
AKR1B1 (extracted from rabbit lenses), was immobilized within modified dextran particles

and polyacrylamide patrticles.

A handicap of this process is that the enzymatic extract from rabbit lenses, enriched by
saline precipitation, additionally to the enzyme Aldose reductase, contains Sorbitol
dehydrogenase (SDH), which is part of the polyol pathway and oxidizes xylitol molecules
to xylulose ones. Consequently inhibiting the enzyme Sorbitol dehydrogenase was
established as strategy to avoid loss of xylitol and at the same time activating the enzyme
Aldose reductase. This strategy consisted of introduction of the enzyme Glucose-6-
phosphate dehydrogenase, for the reaction-regeneration system NADP- + H*; meanwhile

continuous addition of one of the most expensive reactants is avoided.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

CAPITULO 1. INTRODUCCION

El xilitol es el producto de interés en este trabajo; se pretende establecer un método
enzimatico para su produccion, el cual exhibira ventajas sobre los métodos existentes de
produccion, entre ellas mejores rendimientos. Para esto, primeramente se vera la
importancia comercial que tiene el xilitol y demas edulcorantes no caléricos, que debido
a sus caracteristicas endulzantes y los beneficios que aportan a la salud se colocan por
encima de la sacarosa. Después, un resumen de los métodos actuales de produccion de
xilitol se presenta, con enfoque en el método enzimatico, para el cual se estudia a las
enzimas oxido reductasas, especificamente la familia de las aldosas reductasas (AR 6
AKR). Posteriormente, la inmovilizacion enzimética se revisa ya que es la estrategia
propuesta en este trabajo para mejorar la estabilidad de la enzima AR, entre otros
beneficios que los soportes pueden aportarle a la enzima. Para completar esta
investigacion se analizan metodologias establecidas anteriormente, con las que se llega
a una estrategia completa para la produccion de xilitol con el extracto enzimatico obtenido
del cristalino de conejo. En los resultados se incluye la inhibicion de la enzima SDH, la
activacion de AR y el uso de G6FDH como sistema reaccion-regeneracion de NADPH +
H*; y los parametros bioquimicos de la AR, la inmovilizacion del complejo enzimético y la
cantidad de xilitol producido.

1.1 GENERALIDADES

1.1.1 XILITOL

El xilitol (Figura 1.1) es un alcohol de cinco carbonos, miembro de la familia de los
polioles, derivado de la D-xilosa, es anticariogénico, no metabolizable por las bacterias y
tiene propiedades beneficiosas para la salud, tanto bucal como sistémica (Panesso, et
al., 2012). El xilitol se encuentra de manera natural en las frutas como ciruelas amarillas,
fresas, frambuesa y banano y en algunas legumbres como coliflor, lechuga, espinaca,
zanahoria y cebolla, aunque en muy bajas concentraciones (menos de 9 mg/g), lo que

hace que su extraccion de dichas fuentes no sea préactica ni econémica (Ooi et al., 2002).
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Figura 1.1 Estructura 3D del xilitol.

El xilitol se considera un endulzante libre de azucar, su estructura dificulta su
descomposicion por microorganismos para extraer energia, debido a que posee un
namero impar de carbonos. Su poder endulzante es similar al de la sacarosa, pero
solamente tiene 2/3 del valor cal6rico de ésta (Mussatto, 2012). Sus propiedades

fisicoquimicas se conocen bien, siendo la mayoria compatibles con usos alimentarios y

farmacéuticos (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas del xilitol. (Ur-Rehman et al., 2015).

Propiedad Caracteristicas

Férmula molecular CsH1205
Peso molecular 152.15 g/mol
Apariencia Polvo blanco, cristalino
Olor Sin olor
Solubilidad a 20 °C 169 g /100 g H20
pH (en solucién acuosa 10%) 5-7
Punto de ebullicién (a 760 mmHgQ) 216 °C
Punto de fusion 93-94.5 °C
Densidad (a 15 °C) 1.50 g/L
Valor calérico 4.06 callg 16.88 J/g
Absorciéon de humedad (% en 4 dias a
20-22 °C)

A 60 % de humedad relativa 0.05

A 92 % de humedad relativa 90
Densidad (gravedad especifica) en
solucién acuosa (20 °C)

10 % 1.03

60 % 1.23
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| CAPITULO 1. INTRODUCCION

Calor de solucion Endotérmico, 36.61 cal/g
Viscosidad (cP a 20 °C)
10 % 1.23
40 % 4.18
50 % 8.04
60 % 20.63
Dulzor relativo Igual a la sacarosa, mayor que sorbitol
y manitol
Rotacion especifica Opticamente inactivo

1.1.2 DEMANDA Y CONSUMO NACIONAL E INTERNACIONAL DE XILITOL

En la actualidad, la demanda de endulzantes a nivel mundial ha aumentado, de
acuerdo a la Organizacién Internacional de Azucar (OIA) en su manual sobre
edulcorantes alternativos (MECAS, 2012) es el azucar convencional el que domina el
mercado, seguido de los edulcorantes de alta intensidad (EAI) y posteriormente el jarabe
de maiz de alta fructosa (JMAF). En la Figura 1.2 se muestra la demanda de azucar,
jarabe de maiz de alta fructosa (JMAF) y edulcorantes no caléricos en nuestro pais en el
periodo de octubre de 2011 a octubre de 2017, segun el Balance Nacional de
Edulcorantes, y se observa que el interés por el grupo de edulcorantes no caléricos es
superior al azucar y al IMAF. Entre los endulzantes no cal6ricos destacan los polioles,
grupo al que pertenece el xilitol, que adquieren relevancia en el mercado nacional de
edulcorantes ya que los patrones de consumo se acentian hacia productos alimenticios
con bajos niveles de caloricos. El consumo de productos no caléricos en México crece a
una tasa anual de 10.7 %, y en promedio ocupan el 5.5 %, y su nivel de consumo es de

2 898 miles de toneladas (Balance Nacional de Edulcorantes, 2017).
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CAPITULO 1. INTRODUCCION
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Figura 1.2 Demanda de azlcar, Jarabe de Maiz de Alta Fructosa (JMAF) y edulcorantes no caldricos en

México (Balance Nacional de Edulcorantes, 2017).

En afios recientes en México la importacion de xilitol se incrementd (Tabla 1.2) y puede

inferirse que la demanda también ha aumentado; caso contrario a las exportaciones ya

gue para el afio de 2011 se reportan exportaciones de 4 005 Kg (con valor de USD 11

815), mientras que para los afios subsecuentes no se reportan datos.

Tabla 1.2 Resumen de los valores de importacion de xilitol en México en los Ultimos afios en délares y
pesos mexicanos (valores tomados de la Balanza Comercial para Importaciones de Mercancias en

México, INEGI).
~ Importacion
Ano Kg USD Pesos
2013 801 816 2 731 554 34 705 464
2012 786 896 2 632 253 34 612 573
2011 783 960 2 328 260 28 976 825

En la tabla anterior podemos observar que la demanda de xilitol en nuestro pais va

en aumento afio con afio, por lo que podemos inferir que este aumento continuara y por

lo tanto la produccion de éste es una oportunidad que podemos aprovechar.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1.3 APLICACIONES DEL XILITOL

* Gomas de mascar: Es ampliamente usado como sustituto de azucar en gomas de

mascar, para prevenir el deterioro de los dientes y la boca seca (xerostomia).
 Confiteria: Se usa como endulzante bajo en calorias para gomitas, mentas y dulces.

« Otros alimentos: El xilitol es usado como sustituto de azUcar en alimentos para personas

con diabetes, o en productos de panaderia.

* Productos de cuidado personal: Las aplicaciones del xilitol incluyen los productos de
cuidado o higiene personal como pasta de dientes, tabletas de flior o enjuagues bucales.

Estas aplicaciones ayudan a prevenir el deterioro de los dientes.

» Otras aplicaciones: También hay aplicaciones farmacéuticas y nutracéuticas. Como
medicamento el xilitol es usado para prevenir infecciones del oido medio (otitis media) en
nifos pequefios. La industria farmacéutica usa el xilitol como endulzante en sus
productos. A veces es incluido en suplementos alimenticios como fuente de energia, y en
una gran variedad de productos nutracéuticos como gomitas de vitaminas para nifios y

tabletas de vitaminas.
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Farmacéuticos

» Agente anti-
ulceroso

» Efecto antitumoral

Alimenticios

* Edulcorante en * Prevencion de:
dietas para osteoporosis,
personas con arritmias cardiacas,
diabetes caries, infecciones

respiratorias

* Conservacion de
eritrocitos

Figura 1.3 Principales usos biotecnolégicos del xilitol (Modificado de Mussatto, 2012).

1.2 JUSTIFICACION

Debido a que el xilitol es un edulcorante que ha adquirido importancia en los
sectores alimenticio y de la salud su demanda se incrementa y se satisface mediante
importacion, lo que ofrece una oportunidad de mercado. Se mencioné que su produccion
mediante el proceso quimico tradicional es cara, debido a que se requieren condiciones
de alta severidad como presiones y temperaturas elevadas. Asi, es de interés proponer
un proceso biotecnoldgico para la produccion de xilitol. Una alternativa es usar a la
enzima Aldosa reductasa inmovilizada para transformar la xilosa en xilitol por reacciones
enzimaticas; sin embargo se tiene la desventaja de que hay presencia de Sorbitol
deshidrogenasa, que transforma al xilitol en xilulosa. Por ello se requiere disefiar un

proceso enzimatico que elimine los obstaculos para la produccién de xilitol.

1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccién de xilitol por medio de enzimas 6xido-reductasas se estudia como
una alternativa potencialmente menos costosa y con mejores rendimientos comparada
con la produccion por medio de hidrogenacion catalitica, método que se usa actualmente

en la industria. Anteriormente en nuestro grupo de trabajo se utilizaron enzimas Aldosas
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reductasas extraidas de cristalino de bovino, con las cuales se obtuvo una cantidad de
xilitol que no se pudo cuantificar por medio de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Ademas de que la enzima tuvo poca estabilidad en el tiempo y se dificultd la
obtencion de la fuente enzimética. En este trabajo se planted la inmovilizacion de enzimas
para mejorar la produccion del xilitol en comparacion con enzimas no inmovilizadas, ya
gue esta es una alternativa que nos ayuda a mantener la estabilidad de la enzima, nos
da la oportunidad de reutilizarla entre otras caracteristicas deseables para llegar a utilizar

a las enzimas en un nivel industrial.

1.4 HIPOTESIS

El complejo enzimético, que incluye a la Aldosa reductasa y Sorbitol
deshidrogenasa de cristalino de conejo con adicion de Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, inmovilizado en soportes de dextrano modificado estabilizara las
enzimas, se eliminard la escasez de cofactor, ademas de que se inhibira a Sorbitol
deshidrogenasa, asi se obtendrdn mejores rendimientos de xilitol que con métodos

quimicos o con enzimas libres.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer un método eficiente de produccién de xilitol con enzima Aldosa reductasa
extraida de cristalino de conejo, inmovilizada junto con un complejo enzimatico que ayude
a la estabilizacion y proporcione el cofactor que se requiere para llevar a cabo las

reacciones enzimaticas.
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1.5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer un proceso para la obtencion de extracto enriquecido de la Aldosa
reductasa por medio de precipitacion salina.

2. Eliminar las interferencias para la produccién de xilitol presentes en la mezcla de
reaccion enzimatica, como la adicion de Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa e
inhibicién de Sorbitol deshidrogenasa.

3. Inmovilizar el complejo enzimatico en los diferentes soportes y llevar a cabo
reacciones por lotes con las mezclas de reaccion establecidas.

4. Cuantificar la cantidad de xilitol obtenida y compararla con la obtenida por otros

métodos reportados en literatura.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 METODOS DE PRODUCCION DE XILITOL

En la actualidad, la produccion de xilitol a gran escala se realiza por hidrogenacion
catalitica de la xilosa a altas presiones y temperaturas. Ademas, de la costosa
produccion, se generan impurezas que dificultan la purificacion y cristalizacion del
producto final. Otra forma de obtencién es a través de procesos biotecnolégicos, los
cuales son una alternativa de produccion limpia, porgue no generan subproductos toxicos
debido a su naturaleza especifica (Vanegas et al., 2004). Los métodos de produccion de
xilitol se pueden clasificar principalmente en tres, los cuales son: método quimico (por
medio de hidrogenacion quimica), método fermentativo (por medio de microorganismos)

y método biotecnoldgico (por medio de enzimas).

2.1.1 METODO QUIMICO

La hidrogenacién quimica es uno de los principales métodos industriales para la
obtencion del xilitol. Este método es empleado en Finlandia desde hace varias décadas
donde la D-xilosa se reduce a xilitol con el uso de metales como catalizadores. El proceso
se realiza a altas presiones y altas temperaturas, esto implica el uso de equipos
sofisticados y costosos para su elaboracién, ademas de los procesos de purificacion

necesarios, que hacen costosa su produccion (Lima de Albuquerque, 2014).
El proceso por medio de la via quimica se resume en los siguientes pasos:
1) Hidrdlisis 4cida del material rico en xilano.

2) Purificacion del hidrolizado hasta obtener una solucion de xilosa pura.

3) Hidrogenacion catalitica de la xilosa pura a xilitol (en este punto se emplean diversos

catalizadores, en la Figura 2.1 se emplea la aleacion de Ni-Al2).
4) Purificacion de la solucion de xilitol obtenida.

5) Cristalizacion del xilitol.
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xilano
H H H H
H H :
Hidrdlisis acida (acido sulfurico)

xilosa

e g S &

Hidrogenacion catalitica: Niy Aly,
80-140 °C, hasta 50 atm

xilitol

Figura 2.1. Produccion de xilitol por hidrogenacién quimica (modificado de Lima de Albuquerque, 2014).

2.1.2 METODO FERMENTATIVO

Actualmente los estudios para encontrar nuevas alternativas se enfocan a la
produccion de xilitol mediante fermentacion microbiana de xilosa; principalmente
levaduras, de entre las cuales las que destacan son del género Candida, pues son las
gue dan mayores rendimientos. Sin embargo, en la actualidad aun se realizan diversos
estudios dedicados exclusivamente a aislar cepas productoras de xilitol (Vanegas et al.,
2004).

El proceso fermentativo con microorganismos (Figura 2.2) parte de residuos

hemiceluldsicos, similar al proceso de hidrogenacion quimica. Las hemicelulosas se
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hidrolizan para convertirse en azlcares fermentables; pero simultdneamente liberan otros
compuestos que en ocasiones resultan toxicos para los microorganismos que se emplean
para la fermentacion, inhiben su crecimiento y por lo tanto la produccion de xilitol. Algunos
de estos compuestos toxicos son &cidos alifaticos, furfural, hidroximetilfurfural,
compuestos fendlicos y vainillina. Los inhibidores presentes o formados por los
hidrolizados pueden limitar el consumo de la fuente de carbono y detener el proceso de
fermentacion, es por esto que se le da un tratamiento al hidrolizado. Los principales
microorganismos usados para la produccién de xilitol son los hongos, segun se destaca
en la Tabla 2.1.

Residuos . Hidrolizado Bioproceso
. L. Hemicelulosa . . .
lignoceluldsicos desintoxicado (xilitol)
Cristalizacion de . Concentracion de Tratamiento
xilitol xilitol medio

Figura 2.2 Proceso fermentativo de produccion de xilitol a partir de material lignocelulésico (Modificado de
Lima de Albuquerque, 2014).

Tabla 2.1. Microorganismos que se usan para la produccion fermentativa de xilitol (Chen et al., 2010;
Sampaio et al., 2003; Ghindea et al., 2010; Sasaki, et al., 2012).

Hongos ]
Levaduras Filamentosos Bacterias

Petromyces albertensis Aspergillus niger Corynebacterium sp.
Candida boidinii Penicillium Enterobacter liquifaciens

brevicompactum
C. maltosa P. citrinum Mycobacterium smegmatis
C. moggi P. expansum
C. tropicalis HXP2 P. griseoroseum

Debaromyces hansenii UFV-170 | P. roqueforti

Hansenula polymorpha P. purpurogenum
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Pachysolen tannophilus P. janthinellum
Pichia caribica P. chrysogenum
C. guilliermondii FTI-20037118 P. italicum

C. intermedia P. crustosum

2.1.3 METODO ENZIMATICO

El proceso enzimatico es una alternativa biotecnolégica reciente, cuya
caracteristica principal es que alcanza 100% de conversion de los azucares a xilitol. Esto
es de suma importancia ya que durante el proceso fermentativo no se aprovecha todo el
azucar pues parte de la xilosa se emplea para el crecimiento celular de los

microorganismos.

Este proceso consiste basicamente en la reduccion de la xilosa a xilitol por medio
de una enzima o6xido-reductora asistida por la coenzima NADPH + H* en su forma
reducida (De Freitas Branco et al., 2012). En este proceso las enzimas son el catalizador
que mejora la produccion, se obtienen mejores rendimientos, pero se requiere de un

control mas preciso para evitar reacciones posteriores indeseadas.

Las enzimas son obtenidas generalmente de microorganismos, y la enzima Xilosa
reductasa (XR) es considerada clave en la produccion de xilitol. En décadas recientes se
han explorado estrategias de ingenieria metabdlica para modificar a ésta enzima en los
microorganismos y obtener una mayor produccion de xilitol (Venkateswar et al., 2016).
Otra enzima 6xido reductora capaz de producir xilitol a partir de D-xilosa es la Aldosa

reductasa (AR), cuya reaccion se esquematiza en la Figura 2.3.
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H——OH AR H——0H

CH:OH CH:0OH
: NADPH +H* NADP* 2t
D-Xilosa Xilitol

Figura 2.3 Reaccidn enzimatica para la produccién de xilitol.

Realizando la comparacion de las ventajas y las desventajas de cada uno de los
principales métodos existentes para la produccion de xilitol (Tabla 2.2), se puede notar
que por el método quimico se reportan rendimientos del 50% al 60%, por el método
fermentativo con cepas silvestres microbianas se reportan rendimientos del 65% al 85%,
mientras que con métodos enzimaticos se reportan rendimientos hasta del 96% (Rafiqul
y Sakinah, 2013). Por las ventajas que exhibe el método enzimético, con los mejores
rendimientos reportados, en este proyecto se utilizar4 un enzima oxido-reductasa que
use como sustrato a la xilosa para la produccion de xilitol.

Tabla 2.2 Ventajas y desventajas de los métodos de produccion de xilitol (Modificado de De Freitas
Branco et al., 2012).

Tipo de proceso Ventajas Desventajas

Quimico Optimizado Instalacion costosa

Proceso mas aplicado

Fermentativo Costo reducido Productividad reducida

Sustentable

Enzimatico Sustentable Carencia de infraestructura

Maxima eficiencia

Especificidad

Generacion de

subproductos reducida
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2.2 ViA DE LOS POLIOLES Y ENZIMA ALDOSA REDUCTASA

La via de los polioles es una cadena de reacciones conformada por 2 enzimas,

Aldosa reductasa (AR) y Sorbitol deshidrogenasa (SDH). La AR cataliza la reduccion del

exceso de aldehidos como glucosa con NADPH como cofactor y la SDH oxida al

intermediario, con NAD* como cofactor. Esta via sirve para destoxificar a los organismos

de aldehidos. En las Figuras a continuacion se observan las representaciones de las

enzimas de la via de los polioles, y las moléculas que forman al usar D-glucosa (Figura

2.4) y D-xilosa (Figura 2.5) como sustrato.

i H
H—C—OH
H—C—OH | B—(—0H
¢ i—-o i
OH_'(I:_PI NADPH T —H [
—C— il NAD® OH—C—H
o e \ Z, "'_c . Z_, H—(': —OH
H—C—O0H
cIH Hii Aldosa Reductasa H Sorbitol —0H
2 deshidrogenasa
CH OH CH,0H
D-glucosa Sorbitol Fructosa

Figura 2.4 Enzimas en la via de los polioles y sus productos con D-glucosa como sustrato.

i H
H—C=0 - |
; A0S H—¢—0H H—C—OH
H ? OH H—C—0OH 1
—_C— NADP* _(f C=0
OH (|: H NADPH OH_?_H OH_(I:_.H
H—{—an H—G—0H \ A '
| 1 . H—C—0H
CH20H Aldosa Reductasa [ |-|20|-| Sorbitol cIH OH
. deshidrogenasa 2
D-xilosa Xilitol Xilulosa

Figura 2.5 Enzimas de la via de los polioles y sus productos con D-xilosa como sustrato.

La enzima Aldosa reductasa (EC 1.1.1.21) pertenece a la superfamilia de las aldo-

ceto reductasas (AKR), es NADPH + H* dependiente para catalizar reduccion de

azucares. Al contar con mas de 150 enzimas, ésta superfamilia esta identificada en una

amplia variedad de organismos incluyendo eucariotes y procariotes. Basados en la
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identidad de las secuencias de las proteinas éstas se clasifican en 15 familias, y algunas
familias contienen multiples subfamilias. Su caracteristica principal es que contienen 320
residuos de aminoacidos que forman una estructura de 8 laminas alfa unidas a 8 hélices
beta (Figura 2.6) (Mindnich y Penning, 2009).

La enzima Aldosa reductasa (EC 1.1.1.21) enzima se encuentra en algunos
microorganismos y es importante en el metabolismo microbiano que cataliza a la xilosa
(aldosa) y la transforma en xilitol (polialcohol) con ayuda de la coenzima NADPH como
donante de electrones. Su peso molecular varia de 30-70 kDa dependiendo del

microorganismo que lo produce (De Freitas et al., 2011).

Figura 2.6 Estructura general de las Aldo-ceto-reductasas (AKR)

Esta enzima (EC 1.1.1.21) se puede encontrar en distintos 6rganos animales como
son higado, intestinos, rifiones, masculo, cristalino, entre otros. Es de especial interés la
enzima existente en los cristalinos ya que es abundante en esta estructura y la obtencién
de un extracto enzimatico de éste es sencillo debido a que la estructura del cristalino esta
formada por células alargadas llamadas cristalinas que carecen de organulos y son
transparentes. Otra de las ventajas de la enzima AR es que tiene afinidad por distintos
sustratos, entre estos la xilosa. En la Tabla 2.3 podemos ver algunos de los sustratos de
la enzima AR con sus respectivas constantes de Michaelis-Menten, las cuales nos indican
la afinidad de la enzima por el sustrato (mientras mas pequefia es esta constante hay
mayor afinidad). Los valores de Km de los aldehidos tienden a incrementar con el tamafio

de la cadena de éstos (Hayman y Kinoshita, 1965).
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Tabla 2.3. Afinidad de la enzima Aldosa reductasa de cristalino de bovino a diferentes sustratos (Hayman
y Kinoshita, 1965).

Sustrato Km (x102 M)
DL-Gliceraldehido 0.003
D-Eritrosa 0.04
D-Xilosa 0.5
D-Ribosa 0.7
D-Glucosa 7

Las enzimas con las que se trabajaréd son la AKR1B1 y AKR1B6, extraidas de cristalinos

de conejo (Oryctolagus cuniculus) y cerdo (Sus scrofa), respectivamente.

2.3 INMOVILIZACION ENZIMATICA

En la actualidad, la industria requiere gran cantidad de enzimas con el fin de
obtener productos con mejores caracteristicas y menor costo. Las enzimas se pueden
obtener de fuentes renovables y son completamente biodegradables, aunado a esto,
pueden ser operadas a condiciones moderadas, con equipos simples y completamente
controlados. Estas caracteristicas reducen el impacto ambiental, el costo energético y la
generacion de residuos (Homaei et al., 2013). Por ello, en laboratorios alrededor del
mundo se busca la implementacion de procedimientos que aumenten la estabilidad de

las enzimas y permitan su reutilizacion.

La inmovilizacidbn combina la actividad elevada y especifica de las biomoléculas
activas, como las enzimas o anticuerpos, con la estabilidad quimica y mecanica del
soporte. EI método de inmovilizacion consiste en mantener la biomolécula unida o
atrapada en un soporte fisico, y asi conservar su actividad catalitica y permitir el flujo de
sustratos y productos (Fajardo-Ochoa et al., 2011). En la Tabla 2.4 se resumen ventajas

y desventajas a considerar de la inmovilizacién enzimatica.
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Tabla 2.4 Ventajas y desventajas de la inmovilizacién de enzimas (modificado de Fajardo-Ochoa et al.
2011).

Ventajas Desventajas

Uso continuo Actividad enzimatica se afecta por la
interaccion soporte-enzima

Reutilizacion de las enzimas La velocidad de reaccion se afecta por
la velocidad de difusion

Tenemos control de concentraciones de

enzima que se usan

Mejor estabilidad y actividad enzimatica

en funcién de pH y temperatura

Diferentes métodos de inmovilizacion de enzimas existen, que de acuerdo a
Sheldon y van Pelt (2013) se clasifican principalmente en tres grupos:

1. Unibn a un soporte: esta unidon puede ser fisica (como interacciones
hidrofébicas o de van der Waals), de naturaleza i6nica o covalente.
Entrecruzamiento: con la formacion de agregados o cristales de enzimas.

3. Atrapamiento: por medio de la inclusion de la enzima en una red polimérica
(Figura 2.7).

Enzima / N / .
r’ \ @@
Esfera de gel porosa ‘ ’ ( ‘ l
7

—_— G

Figura 2.7 Enzimas inmovilizadas por medio de atrapamiento (Fajardo-Ochoa, et al. 2011).
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El método de atrapamiento se uso6 en éste trabajo y esta basado en la inclusion de las
enzimas dentro de una red polimérica (soporte) que permite al sustrato y a los productos
pasar a través del soporte y retener las enzimas sin estar enlazadas a la matriz o soporte
(O’Driscoll, 1976). La matriz de gel puede ser de origen natural o inorganico (Sheldon y
van Pelt, 2013):

e Naturales: Estos principalmente son insolubles en agua, como la celulosa, el
almidon, la agarosa y la quitosana, ademas también pueden ser usadas
proteinas como colageno y albumina.

e Inorganicos: Alumina, silica, zeolitas, y silicas mesoporosas como MCM-41 y
SBA-15.

2.4 SOPORTES PARA LA INMOVILIZACION DE LA ENZIMA

Para inmovilizar nuestra enzima utilizaremos tres soportes conocidos y
comerciales, hechos de distintos materiales, escogidos de acuerdo al tamafio de
moléculas que pueden excluir, y se compararon sus desempefios. A continuacion, se
presentan algunas Tablas donde se indican las propiedades de cada uno de estos

soportes.

1. Gel preparado por medio de reticulacion con dextrano y epiclorhidrina (Tabala 2.5).
Los dextranos son carbohidratos poliméricos naturales hidrofilicos, sin carga,
solubles en agua, forman hidrogeles altamente hidratados y muestran poca

interaccidon no especifica con proteinas (Piehler et al., 1999).

Tabla 2.5 Propiedades soporte 1

Propiedad Datos
Tamafio de particula seca 40-120 ym
Tamafio de particula hidratada 90-280 um
Estabilidad pH 2-10
Rango de separacion 3-80 kDa
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Estabilidad a temperatura 120 °C en autoclave

2. Gel preparado por medio de reticulacion de alil dextrano y N-N’
metilenbisacrilamida (Tabla 2.7).
Es un gel rigido y quimicamente estable, cuya naturaleza hidrofilica minimiza las

interacciones no especificas con las proteinas.

Tabla 2.7 Propiedades soporte 2

Propiedad Datos
Tamafio de particula (media) 50 um
Estabilidad pH 3-11
Rango de separacion 1-100 kDa
Estabilidad Temperatura 121 °C en autoclave

2.5ANTECEDENTES DIRECTOS

Dentro de nuestro grupo de trabajo ya se ha estudiado la enzima aldosa reductasa
AKR1B5, obtenida de cristalinos de bovino (Bos taurus) y se encontrd que las variables
con mayor influencia sobre la actividad enzimatica del extracto obtenido de cristalinos de
bovino fueron la temperatura, el pH y en menor medida la concentracion inicial de

sustrato.

La temperatura Optima para un mayor consumo de xilosa es la region cercana a 50
°C con un pH de 6.5. Mientras que para la actividad enzimatica especifica la zona se
encuentra en la temperatura de 55 °C y un pH entre 7 - 7.5 (Morales-Cabral, 2016).

La cantidad de xilitol que se produjo en los diferentes ensayos enzimaticos no se
cuantifico porque la concentracion inicial de xilosa fue pequefia y la sensibilidad del
instrumento de medicion (HPLC) no la alcanzé a cuantificar. Creemos que se obtuvo una

cantidad de xilitol menor a la esperada debido a que el extracto enzimatico contiene a la
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enzima Sorbitol deshidrogenasa, capaz de reducir el xilitol a xilulosa, cuya actividad no
se inhibid.
Por otro lado, debido a la dificultad que se tuvo para obtener los cristalinos de

bovino se sugirié la busqueda de una fuente enzimatica diferente.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para la realizacion de este proyecto se siguid la estrategia experimental

presentada a continuacion:

1.

Realizacion de un analisis comparativo de las identidades proteicas de la
enzima AR de las diferentes fuentes enzimaticas disponibles.

Establecimiento de la metodologia para la obtencion de un extracto enzimatico
enriquecido de la enzima AR.

Medicion de la actividad enzimética de los extractos de las diferentes fuentes
de SDH.

4. Activacion de la enzima AR con sulfato de amonio.

Inhibicion de la enzima SDH con acido salicilico.

Implementacion del motor quimico de regeneracion de NADPH con el uso de
la enzima G6FDH.

Determinacion de los parametros bioquimicos (Vmax Y Km) de la enzima AR con
y sin interaccién con la enzima G6FDH.

Inmovilizacion del complejo enzimético en los soportes de dextrano
modificados.

Cuantificacién y comparacion de xilitol producido con el complejo enzimético

inmovilizado.

En la figura 3.1 se muestra un diagrama donde se resume la metodologia seguida para

la produccién de xilitol con el complejo enzimatico por medio de inmovilizacién.
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., Enriquecimiento Activacion de la
Obéi?rcggtr;de . del extracto . enzima Aldosa
enzimatico crudo enzimatico reductasa
(Precipitacion) (AKR1B1)
e N

Implementacion del motor
guimico de regeneracion de
NADPH con la enzima Glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa

Inhibicion de la
enzima Sorbitol
deshidrogenasa

(G6FDH) (SDH)
. J
Inmovilizacion del Comparacion de
complejo la cantidad de
enzimatico xilitol producido

Figura 3.1 Esquema de la estrategia experimental a seguir durante este proyecto.

3.1.1 OBTENCION DE UN EXTRACTO ENRIQUECIDO DE LA ENZIMA ALDOSA
REDUCTASA

Para la obtencion de un extracto enzimatico enriquecido de enzima se sigui6 la técnica
desarrollada por Hayman y Kinoshita en 1965. Primero, el cristalino se extrae del ojo
enucleado con ayuda de un bisturi y se almacena en una disolucién de bufer de fosfatos
0.1 My 2-mercaptoetanol 1 mM en proporcién 1:1 v/v y se mantiene en congelacion hasta
el momento de su uso. Después, los cristalinos se descongelan y se homogeneizan con
un homogeneizador Potter-Elvehjem en presencia de 1 ml de bufer de fosfatos y 10 pl de
coctel inhibidor de proteasas. El extracto obtenido se centrifuga a 4 500 rpm por 45 min
y se desecha el material insoluble, aqui obtenemos un extracto crudo de la enzima Aldosa
reductasa. Posteriormente para obtener un extracto enzimatico enriquecido se le adiciona

sulfato de amonio (NH4)2SO4 para precipitar a las enzimas que nos interesan y eliminar
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otras enzimas y proteinas que se encuentren en el extracto, basados en el fundamento
de que a concentraciones altas de sales las enzimas se agregan debido a la
neutralizacion de las cargas en la superficie de éstas. Usamos una saturacion del 40 %
(p/v) ya que a esta concentracién obtenemos una mayor cantidad de proteina y un mayor
rendimiento de extracto de acuerdo a los datos obtenidos por Morales-Cabral en 2016,

mostrados en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Cantidad y rendimiento de proteina obtenidos con distintas saturaciones de sulfato de amonio
(Morales-Cabral, 2016).

Saturacion con Sulfato de Volumen Rendimiento Proteina
amonio (%) (ml) (%) (mg/ml)

0 --- 100 14.97

40 12.5 32.47 17.77

50 15 3.89 1.85

75 3 7.79 2.98

Después de la adicion del sulfato de amonio el extracto se agita por una hora, se
vuelve a centrifugar a 4 500 rpm por 30 min, se desecha el sobrenadante, el precipitado
se dializa en bufer de fosfatos de potasio 0.1 M a pH 6.8 durante 24 h, en las que se
hacen 2 cambios de bufer. Todo el proceso anterior se lleva a cabo en presencia de hielo

a 4 °C aproximadamente para evitar la degradacién de la enzima.
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Extraccion

Extracto
Crudo

Extracto
Enriquecido

Dialisis Centrifugacion Precipitacion

Figura 3.2 Esquema de obtencién de los extractos enzimaticos de cristalino de conejo y cerdo.

3.1.2 METODO DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE LOWRY

Para determinar la cantidad de proteina en una muestra se utiliza el método de
cuantificaciéon de proteinas desarrollado por Lowry en 1951. Este es un método
colorimétrico en el que a la muestra problema se le afiade un reactivo que contiene iones
de Cu*?y en medio alcalino se unen a proteinas formando complejos con los &tomos de
N en los enlaces peptidicos y provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional
de la proteina, exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la
segunda etapa de la reaccion, en la que se reduce el reactivo de Folin-Ciocalteau,
también en medio bésico, por los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes
en la mayoria de las proteinas, con el cobre como catalizador. El principal constituyente
del reactivo de Folin-Ciocalteau es el acido fosfomolibdotingstico, de color amarillo, que
cuando se reduce por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso.
La intensidad del color es proporcional a la cantidad de proteina. Las muestras se leen

en espectrofotometro a 640 nm.

La siguiente ecuacion de la recta se obtuvo: y =11.51 x + 0.0601 con un coeficiente
de determinacion (R?) de 0.9935, lo cual nos indica que el 99 % de los datos se aproximan

a una linea recta. La curva se muestra en la gréfica 3.3.
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=
N

y =11.51x + 0.0601
R?=0.9935

=

Absorbencia (640 nm)
o o o o
o N D o 0

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentracion de BSA (mg)

Figura 3.3 Curva de calibracion para la determinacion de cantidad de proteina.

3.1.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ALDOSA
REDUCTASA (AR)

El método para la determinacion de actividad de la enzima Aldosa reductasa (AR) se
basa en la medicion del consumo de Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato NADPH,
el cual es proporcional a la actividad de la enzima. La unidad internacional de actividad
enzimatica (U) se define como el cambio de absorbencia de 0.001 unidades por minuto,
este cambio se mide con un espectrofotometro a 340 nm, durante 2 min con la enzima y
un inhibidor ya establecido de la Aldosa reductasa llamado Naringenina. La mezcla de
reaccion que se utiliza se presenta en la tabla 3.2. El volumen final de todas las mezclas

de reaccion es de 3 ml y la reaccion se inicia con la adicion de NADPH.

Tabla 3.2 Composicion de las mezclas de reaccion utilizadas para la medicion de la actividad enzimatica
de AR (Morales-Cabral, 2016).

Concent
Reactivos racion Control* Blanco 1* | Muestra* | Blanco 2*
(mM)
Bufer de fosfatos de potasio 100 2535 2835 2535 2835
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2-mercaptoetanol 1 15 15 15 15
DMSO 30 30
Naringenina (inhibidor) 1 30 30
Extracto de enzima 60 60 60 60
Xilosa (sustrato) 1 300 300
NADPH 0.2 60 60 60 60
*Cantidades en microlitros (ul).
0.0855
0.085
€ 0.0845
o
S 0.084
-2 0.0835
c
8 0.083
]
2 0.0825
<
0.082
0.0815
0 0.5 1 1.5 2

Figura 3.4 Decremento de la absorbencia a 340 nm de la mezcla de reaccion, que nos indica
consumo de NADPH.

Tiempo (min)

La actividad se calculé con la pendiente de la curva absorbencia vs tiempo obtenida

con la lectura en el espectrofotometro, cuyo valor se sustituyé en la siguiente férmula:

A(A—bs)*Vf

min

U=
Vixexb
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Donde:

A (A—bs) = Velocidad inicial de trabajo de la enzima (pendiente de la curva)

Vf = Volumen final de la mezcla de reaccion (3 ml)
Vi = Volumen de extracto enzimatico (60 pl)
¢ = Coeficiente de extincién molar de NADPH (6.22 mmol-*cm?)

b = Espesor de la celda de medicion (1 cm)

La Unidad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima que cataliza la

conversion de 1 ymol de sustrato en un minuto de reaccion, bajo condiciones previamente

establecidas.

Después podemos calcular la actividad especifica al dividir las unidades enzimaticas
entre los mg de proteina usados como se muestra en la siguiente férmula:

AE = u Ec. 3.2
mg de proteina

3.1.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE SORBITOL
DESHIDROGENASA (SDH)

La determinacion de actividad de Sorbitol Deshidrogenasa (SDH) se basa en la
medicion del consumo de NAD*, el cual es proporcional a la actividad de la enzima. Este
decremento se mide espectrofotométricamente a 340 nm durante 2 minutos y con la
pendiente obtenida se calcula la actividad enzimatica. Para la comprobacién de que se

esta trabajando con la enzima SDH usamos &cido salicilico como inhibidor.

Las mezclas de reaccion se realizaron de acuerdo a la tabla 9.3, el volumen final de

todas las mezclas es de 3 ml.
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Tabla 3.3 Composicion de las mezclas de reaccién utilizadas para la medicién de la actividad enzimatica
de SDH (modificado de Aslan H.E. et al., 2017).

Concent
Reactivos racion Control* | Blanco 1* | Muestra* | Blanco 2*
(Mm)
Bufer de fosfatos de potasio 100 2535 2835 2535 2835
2-mercaptoetanol 1 15 15 15 15
Agua 30 30
Acido Salicilico (inhibidor) 74 30 30
Extracto de enzima 60 60 60 60
D-sorbitol (sustrato) 10 300 300
NAD* 47 60 60 60 60

*Cantidades en microlitros (ul).

Se utilizan las mismas ecuaciones para calcular U y AE que en el apartado anterior.

3.1.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUCOSA-6-FOSFATO
DESHIDROGENASA (G6FDH)

El método para la determinacién de actividad de la enzima Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6FDH) se basa en la medicion de la aparicion de Nicotinamida
Adenina Dinucleétido Fosfato NADPH, ya que la enzima utiliza al NADP* como coenzima.
La reduccion del NADP* se cuantifica espectrofotométricamente a 340 nm durante 3
minutos de reaccion. 2-Desoxi-d-glucosa se usé como inhibidor de G6FDH, para
comprobar que se esta trabajando con esta enzima. En estos ensayos el sustrato se
agrega a los 20 segundos de iniciar la lectura en el espectrofotémetro. Al igual que en las
mediciones de actividad enzimatica anteriores tomamos la pendiente obtenida y la
sustituimos en las féormulas de actividad enzimatica (U) y actividad especifica (AE). En la

siguiente tabla se muestran las composiciones de las mezclas de reaccion utilizadas.
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Tabla 3.4 Composicion de las mezclas de reaccién utilizadas para la medicién de la actividad enzimatica
de G6FDH (modificado de Worthington Enzyme Manual, 1993).

Concent
Reactivos racion Control* Blanco 1* | Muestra* | Blanco 2*
(mM)
Bufer de citratos 5 850 900 800 850
Inhibidor (2-desoxi-d- 0.1 50 50
glucosa)
Extracto de enzima 50 50 50 50
Sustrato (Glucosa-6-fosfato) 1.52 50 50
NADP* 0.42 50 50 50 50

*Cantidades en microlitros (ul).

3.1.6 ACTIVACION DE LA ENZIMA AR

La activacion de la enzima ARK y la inhibicion de la SDH es la estrategia en la
produccion de xilitol con el uso de un extracto crudo en este trabajo. Varios reportes de
sustancias que activan a la enzima AKR se han publicado. De los activadores descritos
estan principalmente sales de sulfato, que tienen diferentes niveles de activacién que
depende del origen de cada enzimay de la sal usada. En las tablas 3.5y 3.6 se presentan
resultados de activacion reportados por Jedziniak et al. en 1971 y por Deliang et al. en
1998.

Tabla 3.5 Efecto de la dialisis en la actividad enzimética (Jedziniak et al., 1971).

Actividad especifica, Actividad residual,
, - Estimulacién
Muestra LiSOq4 LiSOq4 _
del LiSOa4
Q) (+) Q) (+)
Predialisis 2787 7 348 2.64
Postdialisis 726 1064 26.1 14.5 1.47
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Postdialisis + 4 493 7973 161.2 108.5 1.77

mercaptoetanol

Tabla 3.6 Efecto de iones cloruro y sulfato en la actividad de AR y ARL-1. Reduccién de D-Gliceraldehido
por AR y ARL-1 se hicieron de acuerdo a las condiciones descritas en la seccién “Materiales y métodos”
excepto por la adicion de las sales como se indica. La actividad enzimatica de AR y ARL-1 sin iones cloruro
y sulfato se indican como 100 %, y la actividad en presencia de los iones se expresa como porcentaje de
la actividad enzimatica en la ausencia de iones (Deliang et al., 1998).

Actividad relativa (%)

Sal [0.3 M]

AR ALR-1
Control 100 100
(NH4)2S04 192.7 110.5
Li2SO4 227.7 102.6
Na2S0a4 171.4 101.4
NH4CI 93.1 125.3
NacCl 81.9 105.8

Los autores le atribuyen este efecto de activacion al ion sulfato ya que encontraron
que los compuestos sulfhidricos protegen y estabilizan a la enzima. De las sales
mostradas se decidio trabajar con (NH4)2SO4y Na2SOasya que son las que se encontraban

disponibles.

3.1.7 DETERMINACION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

Para determinar la Km y la Vmax de la enzima AKR1B1 utilizamos el modelo de
Michaelis y Menten (1913), el cual explica la mayoria de las reacciones catalizadas por

enzimas. En este modelo la enzima se une al sustrato y forma el complejo enzima-

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica | 39

e




CAPITULO 3. METODOLOGIA

sustrato (ES), que posteriormente se rompe para liberar el producto y la enzima se

regenera.
k1 k2
E+S ﬁ ES mmm) ' 4 P
Donde:
S = Sustrato
E = Enzima
P = Producto

ES = Complejo enzima-sustrato

k1,k2 y k — 1 = Constantes de la velocidad de reaccion

La ecuacion de Michaelis y Menten describe como varia la velocidad de reaccion

con la concentracion de sustrato:

_ Vmax [S] Ec. 33

Donde:

[S] = Concentracion de sustrato
V, = Velocidad inicial de reaccién
Vimax = Velocidad maxima de reaccion

K,, = Constante de Michaelis-Menten
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L4y [5]

Figura 3.5 Grafico representativo de la cinética enzimatica descrita por Michaelis y Menten.

Posteriormente la ecuacion de Michaelis y Menten se transformé en la regresion
de Lineweaver-Burke, que es una herramienta grafica que nos facilita el calculo de los
parametros bioquimicos, en la que se toma el reciproco tanto de las concentraciones y
las velocidades de reaccion obtenidas para obtener una linea recta cuya interseccion con
el eje de las abscisas es igual a -1/Km y el intercepto con el eje de las ordenadas es igual
a 1/Vmax (Lineweaver y Burk, 1934). En la obtencion de los datos para ésta ecuacion se
mide la velocidad inicial de reaccion espectrofotométricamente a 340 nm y en la mezcla

de reaccidon cambiamos solamente la concentracion del sustrato.

1 Ky 1 1 Ec. 3.4
4 Vméx [S] Vméx
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[S]

Figura 3.6 Grafico representativo obtenido con la regresion de Lineweaver-Burk.

Tabla 3.7 Composicidn de las mezclas de reaccion para la medicion de la actividad enzimética de
AKR1BL1 en interaccion con G6FDH.

Reactivos Concen- | Control* | Blanco 1* | Muestra* | Blanco 2*

tracion

(mM)

Bufer de citratos 5 2519 2819 2219 2519
2-mercaptoetanol 1 15 15 15 15
Acido salicilico (inhibidor) 74 30 30 30 30
G6FDH 16 16 16 16
Extracto de enzima 60 60 60 60
Glucosa 6 fosfato 1.52 300 300
Xilosa (sustrato) 1 300 300
NADPH 0.2 60 60 60 60

*Cantidades en microlitros (ul).

3.1.8 INMOVILIZACION ENZIMATICA Y CUANTIFICACION DE XILITOL

La inmovilizaciébn de las enzimas se llevé a cabo con el principio de la
cromatografia de exclusion molecular, con la cual se separan las moléculas de acuerdo
a su tamafio, por lo que las moléculas que tienen un tamafio mayor al limite de exclusién
(tamafio minimo que debe poseer una molécula para incluirse) de la resina eluyen de la
columna. Mientras las moléculas dentro del limite quedan en el soporte.
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Para la preparacion de la columna se tomaron 45 ml de resina (prehidratada), se
empacaron en una columna de cromatografia marca Kimax de 22 x 500 mm y se
equilibraron las con 45 ml de bufer de citratos 55 mM a pH de 7 y a 4 °C, este lavado se
realizé 3 veces. Al fondo de la columna previamente se le coloc6 un filtro de celulosa con

tamano de poro de 0.22 ym y una cama algodon para evitar la salida de la resina.

Después de equilibrar la columna se agrega la mezcla del complejo enzimatico

(5.3 ml) y se eluye con 45 ml de bufer a 4 °C.

Realizacion de la
mezcla de reaccion

Inmovilizacién del
complejo enzimatico

Figura 3.7 Esquema para la determinacion de xilitol producido por el complejo enzimatico
inmovilizado.

Se realizaron mezclas de reaccién con un volumen final de 100 ml en matraces
Erlenmeyer de 250 ml en un agitador orbital a une velocidad de 150 rpm y a 25 °C. Las

mezclas de reaccion se describen en la Tabla 3.8.

Cada mezcla se dejé reaccionar por 1 h, después se detuvo la agitacion y la mezcla
se dejo6 reposar por 30 min para que la enzima inmovilizada se precipitara. La mezcla de
reaccion se recupero y la enzima inmovilizada se dejo en el matraz. A esto se le llamo un
ciclo de reaccion. Con cada uno de los soportes se llevo a cabo la reaccion por triplicado

y se realizaron tres ciclos.
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Tabla 3.8 Composicién de las mezclas de reaccién con las enzimas inmovilizadas.

Concentracion
Reactivos Volumen (ml)
(mM)
Bufer de citratos 5 60.5
2-mercaptoetanol 1 0.5
Acido salicilico 74 1
Sulfato de amonio 300 1
Enzimas inmovilizadas - 15
Glucosa-6-fosfato 1.52 10
Xilosa 21 10
NADPH 0.2 2

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica

Las mezclas resultantes se liofilizaron para concentrarlas.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1 OBTENCION DEL EXTRACTO ENRIQUECIDO DE LA ENZIMA ALDOSA
REDUCTASA

Un estudio previo de nuestro equipo de trabajo se realizé con la enzima Aldosa
Reductasa de cristalino de bovino (AKR1B5) (Morales-Cabral, 2016). Pero debido a la
poca disponibilidad de ésta fuente enzimatica se buscaron otras fuentes alternativas y
accesibles. Para ello, nos apoyo la posta de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Quienes nos facilitaron la obtencion
de cristalinos de conejo y cerdo. Un analisis se la identidad proteica se procedi6 a hacer,
se realiz6 entre las secuencias de aminoacidos de los péptidos que conforman las
enzimas de cerdo, conejo, bovino con la enzima AKR1B1 de cristalino de humano, que

se us6 como referencia. Los resultados se encuentran en la Tabla 4.1.

Como se observa, las tres enzimas tienen identidades proteicas parecidas a la
enzima Aldosa reductasa que se encuentra en el cristalino humano. Por lo cual se infiere
gue todas ellas son capaces de producir xilitol. La identidad de la enzima de conejo con
la de humano se destacé entre las otras dos y se seleccion6 como fuente de enzima AR

al conejo.

Tabla 4.1 Comparacién de identidad proteica de las enzimas AKR de los cristalinos de conejo,
cerdo y bovino.

Enzima Identidad Posiciones de
(%)* aminodcidos idénticas
AKR1B1 (conejo) 88.9 281/316
AKR1B6 (cerdo) 86.7 274/316
AKR1B5 (bovino) 86.4 273/315

*comparadas con AKR1B1 de cristalino de humano en uniprot.org

En la Tabla 4.2 se muestran los datos que se obtuvieron con el enriquecimiento

del extracto enzimatico tanto de cristalinos de conejo como de cerdo mediante
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precipitacion salina. El enriquecimiento se realiz6 con la adicion de sulfato de amonio. En
el extracto enriquecido observamos una mayor cantidad de proteina, una mayor actividad
especifica e inhibicion. Al hacer analisis estadistico de comparacion de medias simple
con t de Student, p = 0.05 una diferencia estadistica se encontré en la cantidad de
proteina del extracto enriquecido de cristalino de conejo comparada con el extracto crudo.
Con esto concluimos que la saturacion del extracto enzimatico con 40 % (p/v) de sulfato
de amonio es una estrategia adecuada para su enriquecimiento y eliminar proteinas que
no son de interés y que pueden causar interferencia durante el andlisis de actividad

enzimatica.

Los experimentos posteriores se realizaron con el extracto enzimatico enriquecido
obtenido de cristalino de conejo debido a que la AR que contiene es la que muestra una
mayor identidad proteica con la enzima del cristalino de humano, ademas de que el
volumen de extracto enzimatico que se obtiene de cristalinos de conejo es mayor que el

volumen de extracto de cristalinos de cerdo.

Tabla 4.2 Enriquecimiento de la enzima Aldosa Reductasa en el extracto proteinico de cristalinos
de conejo y cerdo.

Fuente de Tipo de Carrlgtdeal}g;e Factor de (;Ctgé%ﬁ:c; *Inhibicién
enzima extracto b enriguecimiento b (%)
(mg/ml) (U/mg prot.)
Crudo 15.70+1.2 1 1.91+0.32 | 50.83+£8.5
Conejo
Enriquecido | 19.04 £ 0.8* 1.67 244 +£0.16 | 61.41+6.6
Crudo 11.78+0.8 1 2.17+0.38 | 4255+5.0
Cerdo
Enriquecido 14+1.4 1.18 255+0.41 | 61.67+1.3

Los datos son promedio de n = 3, por duplicado. *t Student, p = 0.05

*Inhibidor: Naringenina 1 mM (Morales-Cabral, 2016)

Factor de enriquecimiento = actividad especifica del extracto enriquecido (EE) / actividad especifica del
extracto crudo (EC)
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En 1981 Jedziniak y colaboradores realizaron ensayos de actividad enzimatica con
cristalinos de conejo, becerro y humano. El d-gliceraldehido se utiliz6 como sustrato. Las
actividades especificas que se encontraron fueron 0.15 U para los cristalinos de conejo,
0.012 U para cristalinos de becerro y 0.015 U para cristalinos de humano. En la tabla 2.3
se presentd la afinidad de la enzima de cristalino de bovino y observamos que el
gliceraldehido es el sustrato para el que se tiene una mayor afinidad y es por esto que se
Jedziniak et al. obtienen actividades especificas méas grandes que las que obtuvimos al
usar xilosa como sustrato. Ademas, en todos sus ensayos usaron sulfato de litio 0.4 M y
como se observo en latabla 3.6, ésta sal es un activador de AR, lo cual ayuda a la enzima

a ser mas estable y por lo tanto tiene una mayor actividad.

Por otro lado, G. Branlant en 1982 y J. Reymann et al. en 1992 trabajaron con
cristalinos de cerdo, usaron xilosa como sustrato y llevaron sus ensayos a cabo a 30 °C.
Reymann utilizé el extracto crudo y obtuvo una AE de 0.0004 U. Mientras que Branlant
enriquecio su extracto enzimatico con 35-70 % de sulfato de amonio y obtuvo una AE de
0.0008 U. Ambas actividades son menores a las que obtuvimos en este trabajo: 5 veces
menor para el extracto crudo y 3 veces menor para el extracto enriquecido,
aproximadamente. Esta diferencia en la AE puede deberse a que en nuestra mezcla de
reaccion agregamos 2-mercaptoetanol, que de acuerdo a los resultados de Jedziniak et
al. en 1971, tiene un efecto protector en la enzima, por lo que la estabiliza y aumenta su
actividad. Ademas, las diferentes temperaturas a las que se llevaron a cabo los ensayos
también tienen influencia en la AE como lo demostré Morales-Cabral en 2016, que realizé
ensayos con la enzima AKR1B5 de cristalino de bovino a diferentes temperaturas y
determind que la temperatura es uno de los factores mas importantes que influyen en la
AE.

4.2 ESTABILIDAD DE LA ENZIMA AKR1B1 EN EL TIEMPO

En el estudio que se realiz6 anteriormente en nuestro grupo de trabajo por
Morales-Cabral en 2016 se obtuvo un extracto enzimatico de AR de cristalino de bovino,
el cual en un mes de almacenamiento perdié mas del 70 % de su actividad enzimatica,

solamente le resté el 23.06 % de actividad enziméatica.

47

e

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica




CAPITULO 4. RESULTADOS

El extracto obtenido en este trabajo mostré una estabilidad sobresaliente. Se
hicieron pruebas de actividad enzimatica con un extracto elaborado en junio del 2017 y
se repitid la prueba en abril del 2018. La actividad enzimatica obtenida en junio del 2017
se tomd como el 100 %. El resultado de la prueba de actividad que se realizé en abril
(diez meses después de la extraccion, Figura 4.1) nos mostro que el 90 % de la actividad
enzimatica se mantuvo, lo cual nos indica que la AR extraida de cristalino de conejo es
mas estable en el tiempo que la AR extraida de cristalino de bovino y las condiciones de
almacenamiento del extracto (-4 °C) son las adecuadas.

100
90
80
70
60
50
40

30

Actividad especifica (%)

20

10

junio 2017 abril 2018

Figura 4.1 Estabilidad de la enzima AKR extraida de cristalino de conejo en el tiempo.

4.3 ESTRATEGIA PARA LA PRODUCCION DE XILITOL

En el extracto enzimatico encontramos que existe la enzima Sorbitol
deshidrogenasa (SDH). Otra enzima que es parte de la via de los polioles y puede reducir
el xilitol a xilulosa (Figura 2.5). Potencialmente, esto es una causa de un menor
rendimiento de xilitol por lo que se debe eliminar este factor de interferencia, mediante la
inhibicion de la enzima SDH mientras al mismo tiempo activamos a la enzima AKR1B1.

En la Tabla 4.3 se muestran la inhibicién de las enzimas en la via de los polioles con los
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inhibidores reportados en la literatura (Naringenina para AR y Acido salicilico para SDH),

ademas observamos el efecto que tiene cada inhibidor en la enzima contraria.

Tabla 4.3 Inhibicién de las enzimas de la via de los polioles.

y | Actividad Inhibicién
Inhibidor Enzima especifica (%)
(U/mg prot.)

Control 2.44 +0.16 0
AKR1B1 Naringenina 0.92+£0.14 61.4
Acido salicilico 1.38 £ 0.05 43.4

Control 1.82 £ 0.02 0
SDH Naringenina 1.38 £ 0.05 24.2
Acido salicilico 0.41+0.02 775

Los datos son promedio de n = 3, por duplicado
Bufer de fosfatos 100 mM a pH 6.8

La Naringenina inhibe a la enzima AR de una forma competitiva, es decir, que el
inhibidor se une a la enzima en el mismo sitio que el sustrato, por lo tanto, hay
competencia entre inhibidor y el sustrato (Morales-Cabral, 2016). Por otro lado, el &cido
salicilico sabemos que tiene una inhibicibn no competitiva en la SDH, esto quiere decir

gue el inhibidor y el sustrato se unen a la enzima en sitios distintos (Aslan et al., 2017).

Con los datos de la Tabla 4.3 podemos comprobar la existencia de ambas enzimas

en nuestro extracto enzimatico.
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4.4 MOTOR QUIMICO DE REGENERACION DE NADPH

El NADPH + H* también es un factor limitante en la produccién de xilitol, ademas
de ser el reactivo mas costoso de la reaccion por lo que realizamos un experimento para
buscar la posible existencia de la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6FDH)
cuya coenzima es el NADP*, con lo que se lograria obtener un motor quimico de
regeneracion de NADPH, ver la Figura 4.2. Esta enzima es el primer paso de la via de
las pentosas fosfato, en esta via se genera NADPH + H+ y carbohidratos importantes en

el metabolismo primario los cuales son necesarios para la biosintesis de nucleétidos y
acidos nucleicos.

O -
-~ Aldosa reductasa -
G-H (AR) H-C-OH
H-C-OH | H-C-OH
oL HO-C-H
HE;DSH H_¢_UH
. 2 CH-»0OH
Aliosa Xilitol
NADPH + H* NADP*
Q 0
HD"E—"D"CH? HD—IJ-IJ'—D-HZC
OH
OH 4—0.‘ HA—O
/H LY Y \
|‘\QH =0 : }\GH _/4
HO H Glucosa-6-fosfato HO *i—P OH
H OH deshidrogenasa H OH

: {F_;E'F DH_}!_ Glucosa-6-fosfato

6-Fosfogluconolactona

Figura 4.2 Esquema del motor quimico de regeneracion de NADPH formado por las enzimas Aldosa
reductasa y Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Tanto el extracto crudo como el enriquecido se ensayaron para determinar la
presencia de la G6FDH. La observacion fue que esta enzima no precipita a 40% de

sulfato de amonio, por lo que no se detecta su actividad enzimatica en el extracto
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enriquecido, ver Figura 4.3. Dado esto, la enzima G6FDH exdgena se tiene que
adicionar a la mezcla de reaccion.
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Figura 4.3 Extracto enriquecido (EE) de cristalino de conejo sin G6FDH. A) Control sin sustrato y sin
inhibidor, B) Control con sustrato y con inhibidor, C) Muestra con sustrato y sin inhibidor, D) Muestra con
sustrato y con inhibidor.

En la Figura 4.3 podemos observar la ausencia de actividad de la enzima G6FDH en
el extracto enziméatico enriquecido de cristalino de conejo, en las graficas de los paneles
C) y D) se observa un cambio brusco en la absorbencia debido a que el sustrato (Glucosa-
6-fosfato) se adiciona a los 20 segundos de iniciar la lectura, pero después observamos
gue no hay pendiente, es decir, no hay actividad de la enzima.

Corroboramos que la enzima G6FDH precipita a concentraciones mayores de sulfato
de amonio con estudios previos de esta enzima. Marks en 1961 purificé la G6FDH de
eritrocitos humanos, para obtener cristales de la enzima, primero precipitd su extracto
enzimatico con 35 % de sulfato de amonio, desechd el precipitado y saturé el
sobrenadante a 55 %, con lo que obtuvo una fraccion purificada con AE de 3 320 U. En
1961 Noltmann obtuvo la misma enzima de Saccharomyces cerevisiae y satur0 su

extracto con sulfato de amonio en concentraciones de 48 a 78 %. Es por esto que
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podemos inferir que la enzima no precipitdo al 40 % de sulfato de amonio utilizado en
nuestra metodologia y por lo tanto se quedd en el sobrenadante que desechamos al

obtener el extracto enzimatico enriquecido de AR.

La enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se adquiri6 de la empresa Sigma-
Aldrich (Glucose-6-phosphate dehydrogenase from baker’s yeast S. cerevisiae), y para
su uso se cambio el bafer con el que se realizaron los ensayos enziméticos debido a que
el fabricante indic6 que esta enzima es inhibida por bufer de fosfatos. Se realizaron
pruebas con 2 tipos de amortiguador: bufer de citratos 5 mM a pH 7 y bufer TRIS 55 mM
a pH 7. El primero es el bufer recomendado por el proveedor de la enzima G6FDH, y el
segundo es el amortiguador que se encontrd en protocolos de nuestro laboratorio donde
se trabajo con esta misma enzima. Los resultados obtenidos de inhibicion de las enzimas
de la via de los polioles con el cambio de bufer se muestran en la tabla 4.5, donde
observamos que con bufer de citratos la enzima SDH pudo ser inhibida un 72.2 %,
mientras que encontramos un efecto contrario con bufer TRIS, en el que el 4cido salicilico

activé a la enzima un 60.6 %, para esta observacion aiin no encontramos una explicacion.

Tabla 4.5 Efecto del bafer en la actividad de las enzimas de la via de los polioles.

Actividad Inhibicion/
Bufer Enzima Inhibidor especifica activacion
(U/mg prot.) (%)
Control . 2.44+0.16 .
AKRI1B1 Naringenina 0.92+0.14 61.4
Fosfatos Control
ontro - 1.82 +0.02 -
SDH Ac. salicilico | 0.41 +0.02 77,5
Control - 2.78£0.16 -
AKR1IB1 | Naringenina 2.40 £ 0.17 13.7
Citratos
Control - 2.41+0.37 -
SDH Ac. salicilico | 0.67 +0.03 72.2
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Control - 2.84 +0.16 -

AKR1B1 Naringenina 0.98 +0.03 65.5
TRIS

Control - 1.27 £ 0.03 -

SDH Ac. salicilico 2.04+0.11 -60.6

Los datos son promedio de n = 3, por duplicado

Los valores negativos indican activaciéon de las enzimas
Bufer de fosfatos 100 mM a pH 6.8

Bufer de citratos 5 mM a pH 7

Bufer TRIS55 mM a pH 7

4.5 ACTIVACION DE LA ENZIMA AR

En la Tabla 4.6 se muestra el efecto que tuvieron las sales elegidas (sulfato de
amonio y de sodio) para la activacion de la enzima Aldosa reductasa, donde podemos
observar que el sulfato de amonio tuvo efecto activador en esta enzima con los bufer de
fosfatos y citratos, ademas también obtenemos activacion con sulfato de sodio en bufer
TRIS. Posteriormente, un ensayo se realizé para observar el efecto sulfato de amonio en
la enzima SDH y se obtuvo una inhibicién de 59.3 %, lo cual es un efecto deseable en
este caso. Debido a estos resultados y a que con bufer de citratos se inhibid a la enzima
SDH con acido salicilico se concluyé que el mejor amortiguador fue el de citratos 5 mM a

pH 7 para los ensayos posteriores.

Tabla 4.6 Efecto de las sales sulfatadas en la enzima AKR1B1.

Activador Actividad Activacion/
[300 MM Bufer especifica Inhibicién
(U/mg prot.) (%)
Bufer de fosfatos 268+ 0.06 9.8
(NH4)2S04 Bufer de citratos 4.47 +0.03 60.79
Bifer TRIS 1.17+0.03 57.91
Na2SO4 Bifer de fosfatos 1.91+0.17 21.72
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Bufer de citratos 250+0.12 -10.07
Bufer TRIS 5.20 + 0.15 83.10

Los datos son promedio de n = 3, por duplicado

Los valores negativos indican inhibicion de las enzimas
Bufer de fosfatos 100 mM a pH 6.8

Bufer de citratos 5 mM a pH 7

Bafer TRIS55 mM a pH 7

En los resultados de activacion de la enzima AR (Tablas 3.5 y 3.6) presentados en
la metodologia observamos que la activacion de la enzima depende su origen. Ademas
de la sal usada y de acuerdo a nuestros resultados, conocemos que depende del bufer
con el que se trabaja ya que con la misma concentracion del sulfato el efecto es diferente.
De acuerdo a Petrash, et al. en 1992, en ésta activacion esta involucrada la cisteina 298,
que es parte del sitio de especificidad del centro activo en las AKR, su oxidacioén acelera
la catalisis, ya que previene el cierre completo del sitio donde se une la coenzima, de ésta
forma el NADP™* se libera con mayor facilidad y por lo tanto aumenta la velocidad de
reaccion. Esta liberacion de la coenzima oxidada es el paso limitante en la catélisis de la

enzima (Barski et al., 2008).

En la Figura 4.4 se muestra un esquema completo de la estrategia implementada para
la produccion de xilitol con extracto enzimatico enriquecido de cristalino de conejo, que
incluye la inhibicién de SDH, activaciéon de AKR y uso de G6FDH como motor quimico de
regeneracion de NADPH.
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Figura 4.4 Esquema de la estrategia para producir xilitol con extracto enzimatico obtenido de cristalino de
conejo.

4.6 OBTENCION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS DE LA ENZIMA AKR1B1

Los pardmetros bioquimicos de la enzima AKR1B1 se calcularon con el uso de la
cinética descrita por Michaelis y Menten. Distintas concentraciones iniciales de sustrato
se usaron y posteriormente se realizé una grafica de Lineweaver-Burk, en la que se toma
el reciproco tanto de las concentraciones y las velocidades de reaccion obtenidas para
crear una linea recta cuya interseccion con el eje de las abscisas es igual a -1/Km y el
intercepto con el eje de las ordenadas es igual a 1/Vmax.

La Km se define como la concentracion de sustrato a la que la velocidad de
reaccion es la mitad de su valor maximo, un valor pequefio de Km indica mayor afinidad
de la enzima con el sustrato y el valor de Vmax corresponde a la condicion en la que todas
las moléculas de enzima estan saturadas con sustrato. Mediciones de la velocidad de

reaccion se hicieron con diferentes concentraciones de xilosa.

Para la enzima AKR1B1 sin interaccién con la enzima G6FDH se obtuvieron los

datos experimentales mostrados en la Tabla 4.7.
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Tabla 4.7 Datos de velocidad obtenidos para la enzima AKR1B1 con xilosa como sustrato.

Concentracion de Velocidad de
sustrato (mM) reaccion (Wmol/min)
0.01 242 +0.11
0.1 4.06 £ 0.23
0.5 4.08 +£0.16

Con la ecuacion obtenida en el gréfico de Lineweaver-Burk (y = 0.0018x + 0.2351
R2 = 0.9956) podemos obtener los parametros Km y Vmax de la enzima, que se muestran

a continuacion:

Km = 0.0076 mM

Vmax = 4.25 ymol/min

Posteriormente se sacaron los mismos parametros para la enzima AKR1B1 en
interaccion con la enzima G6FDH. Los datos obtenidos experimentalmente se muestran
en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8 Datos de velocidad obtenidos para la enzima AKR1B1 con xilosa como sustrato en
interaccién con G6FDH.

Velocidad de
reaccion (umol/min)

Concentracion de
sustrato (mM)

0.005 1.11+0.04
0.01 2.05+0.15
0.03 3.39+0.06
0.05 3.88 £ 0.07

Con la ecuacion obtenida en el gréafico de Lineweaver-Burk (y = 0.0036x + 0.1697
R2 = 0.9914) podemos obtener los parametros Km y Vmax de la enzima AKR1B1 cuando

se encuentra en interaccion con la enzima G6FDH, que se muestran a continuacion:
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Km = 0.021 mM

Vmax = 5.89 ymol/min

En la base de datos BRENDA Comprehensive Enzyme Information System se
reportan valores de Km de Aldosas reductasas de diferentes origenes, entre los que
destaca la AR de humano, que con d-xilosa como sustrato tiene valores de Km que van
de 5.04 a 7.4 mM y como podemos observar, éstos valores son comparables a los que

obtuvimos en nuestros resultados.

La constante de Michaelis y Menten cuando es grande nos indica que la enzima
tiene menor afinidad por el sustrato. El valor de Km de la Aldosa reductasa que obtuvimos
es alto debido a que la enzima en estado basal solamente metaboliza una pequefia
cantidad de aldehidos, ya que su funcién es de destoxificacion, y reduce una mayor

cantidad de aldehidos cuando éstos se encuentran en exceso.
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Figura 4.5 A) Grafico de Michaelis y Menten y B) Regresion de Lineweaver-Burk, donde se muestra la
cinética de la enzima AKR sin interaccién con G6FDH — vy con interaccién con G6FDH —
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En el panel B de la Figura 4.5 observamos se muestran las regresiones de
Lineweaver-Burk en las que podemos observar mas claramente la diferencia en la
velocidad de reaccion cuando la AKR1B1 se encuentra sola comparada a cuando se
encuentra en interaccion con G6FDH, con esto comprobamos que el motor de
regeneracion de NADPH + H* propuesto funciona, por esto la enzima AKR1B1 tiene una
mayor disponibilidad de coenzima para realizar su funcién y su velocidad maxima

aumenta.

Diferentes métodos existen para la regeneracion y retencion de cofactores que son
necesarios para muchas enzimas de interés en la industria, el que demuestra mejores
resultados es la regeneracion por medio de enzimas. Adema4s, esta regeneracion del
cofactor abarata la produccion enzimatica ya que afiadir los cofactores en cantidades
estequiométricas es costoso debido a su complejidad e inestabilidad (Wichmann y
Vasick-Racki, 2005). La enzima G6FDH es adecuada para la regeneracion de NADPH +
H* en nuestro sistema, ya que observamos que ambas enzimas pueden trabajar en

conjunto. Ademas, G6FDH no utiliza a xilosa como sustrato.

Con todos los datos obtenidos al aplicar la estrategia propuesta podemos sugerir

las siguientes condiciones para la produccion de xilitol:
e Amortiguador: de citratos 5 mM a pH 7
e Activador de AKR1B1: sulfato de amonio 300 mM
e Concentracion de xilosa: 21 mM
e Inhibidor de SDH: &cido salicilico 74 mM
e Unidades de enzima G6FDH: 0.147 U

e Concentracion de glucosa-6-fosfato: 1.52 mM
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4.7 INMOVILIZACION DEL COMPLEJO ENZIMATICO Y CUANTIFICACION DE
XILITOL EN LA MEZCLA DE REACCION

El complejo enzimatico se inmovilizO como se describe en la metodologia y se
midio la cantidad de proteina en cada fraccion eluida de la columna (cada fraccion de

aproximadamente 6 ml) ademas de la actividad de la enzima AKR1B1.

En la Tabla 4.9 se muestran los datos obtenidos y podemos observar que en las
fracciones 3 a la 9 no hay actividad enzimatica comparados con la actividad de los
extractos enzimaticos crudo (EC) y enriquecido (EE) de la misma enzima, por lo que
inferimos que la enzima se quedoé en el soporte de inmovilizacion, sin embargo, a partir
de la fraccion 10 observamos que la actividad enzimatica es comparable a los controles
(EC y EE), esto nos indica que la enzima empez0 a eluir con la fase movil a partir de esa
fraccion. Dados estos resultados, para la inmovilizacidbn enzimatica debemos usar
solamente 45 ml de bufer como fase movil.

Tabla 4.9 Inmovilizacién del complejo enzimatico en gel preparado por medio de reticulaciéon con dextrano
y epiclorhidrina.

Alicuota Trrr(])g;(/arlr:}? U (umol/min) '?)Foggl,/nrg?
EC 15.70 28.47 1.92
EE 19.04 40.85 2.44
3 2.77 0.27 0.76
4 6.76 0.08 0.55
5 5.07 0.11 0.55
6 3.16 0.02 0.07
7 1.39 0.20 0.27
3 0.78 0.00 0.00
9 0.42 1.30 0.55
10 0.25 10.88 2.75
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11 0.12 20.37 2.41

12 0.15 17.64 2.68
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CONCLUSIONES

El extracto enzimético enriquecido de Aldosa reductasa que se obtuvo de cristalino
de conejo, con la adicidn de la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa formé un motor
qguimico para la regeneracion de la coenzima NADPH + H*. Con esto se aumento la Vmax
de la enzima AR. Este complejo enzimatico se pudo inmovilizar en particulas de dextrano
modificadas para la produccion de xilitol.
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