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Tesis Doctoral Introduccién

1. INTRODUCCION

El trabajo experimental de la presente Tesis Doctoral ha sido integramente
desarrollado por su autora y como resultado se han publicado cinco articulos y una
patente, pertenecientes todos ellos a una misma unidad tematica tal y como queda

reflejado a continuacion.

En el Articulo 1 (Apartado 4.1, de la presente Memoria) se presentan los
resultados obtenidos en el estudio de un nuevo método de inmovilizacion de tirosinasa
comercial sobre cinamato de D-sorbitol fotoentrecruzado. Posteriormente, se procedio
a la optimizacion de este nuevo método de inmovilizacion de tirosinasa sustituyendo la
enzima comercial, de elevado precio, por tirosinasa obtenida directamente a partir de
un extracto de champifiéon, de modo que se obtuvieron inmovilizados de tirosinasa mas
econdmicos y con mejores propiedades de estabilidad y actividad enzimatica que los

primeros, resultados que se recogen en el Articulo 2 (Apartado 4.2.).

A continuacion, se procedié a estudiar las variaciones en la inmovilizacién y el
comportamiento cinético de esta enzima al ser empleados una gran variedad de
ésteres cinamicos de carbohidratos como soportes de inmovilizacién, asi como el
comportamiento de la enzima inmovilizada frente a diferentes sustratos y su
estereoespecificidad, fruto de este estudio resultaron los Articulos 3 y 4 (Apartados
4.3y 4.4).

Una vez puesto a punto un método Optimo de inmovilizacién de tirosinasa
sobre estos soportes organicos de sintesis propia y llevada a cabo la caracterizacion
de la enzima inmovilizada, se procedié a aplicar los conocimientos adquiridos a la
produccion de una serie de o-difenoles, a partir de sus correspondientes monofenoles,
estudio que se recoge en el Articulo 5 y en la Patente (Apartados 4.5 y 4.6, de la

presente Memoria).
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B INMOVILIZACION DE ENZIMAS

1.1.1. Aspectos generales

Las enzimas son proteinas que catalizan las reacciones quimicas que tienen
lugar en los seres vivos, generalmente en condiciones muy suaves y con una muy alta
especificidad. Estos catalizadores proteicos han sido empleados por los seres
humanos desde tiempos ancestrales, mucho antes de que su naturaleza y
mecanismos de accién fueran entendidos. Actualmente, gracias a los grandes avances
producidos en los Ultimos cincuenta afios en el area de la bioquimica, se han
clarificado muchos de los mecanismos de catdlisis de estas enzimas y se ha logrado
su obtencion a partir de nuevas fuentes. Todo esto ha provocado que la utilizacién de
enzimas se haya ido extendiendo a una gran variedad de campos diferentes, de gran
importancia en nuestras vidas, como la medicina, mejora del medio ambiente o

produccion de alimentos (Roig et al., 1987; Arroyo, 1998).

A pesar de sus excelentes propiedades cataliticas, las enzimas poseen una
serie de desventajas respecto a su aplicacion industrial (Guisan, 2006). Dichas
enzimas son generalmente inestables en medios organicos o en condiciones no
suaves como elevada temperatura y presion o valores de pH extremos. En ocasiones
pueden ser inhibidas por altas concentraciones de sustratos o productos o mostrar una
baja actividad y selectividad hacia sustratos que no son naturales. Ademas, cuando la
reaccion finaliza resulta dificil recuperar la enzima activa del medio de reaccion, lo que
impide su reutilizacién suponiendo un problema econémico y también medioambiental,
debido a la presencia en los efluentes industriales de enzima residual. Para eliminar
estas desventajas y disponer de catalizadores con una elevada actividad, estabilidad y
una apropiada especificidad, se han investigado varias opciones. Por un lado, se ha
llevado a cabo la sintesis quimica de catalizadores artificiales o “enzimas sintéticas” y
la obtencién mediante mutagénesis dirigida de enzimas con una secuencia alterada a
voluntad (lllanes et al., 2012). Sin embargo, la técnica mas ampliamente desarrollada
ha sido la inmovilizacion de enzimas ya existentes en la naturaleza (Tischer y
Wedekind, 1999; Mateo et al., 2007; Garcia-Galan et al., 2011).

Segun la IUPAC la inmovilizacién es una “técnica utilizada para conseguir la
fijacion fisica o quimica de células, organulos, enzimas u otras proteinas en un soporte
sélido, una matriz sélida o mediante retencion en una membrana, con el fin de

aumentar su estabilidad y hacer posible su uso repetido o continuado”.
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Concretamente las enzimas inmovilizadas pueden ser definidas como “enzimas
fisicamente confinadas o localizadas en una cierta region definida del espacio con
retencion de su actividad catalitica y que pueden ser usadas repetidamente y de modo
continuo” (Chibata, 1978). Por consiguiente, aquellas enzimas que tras ser
modificadas dan lugar a una forma insoluble en agua satisfacen esta definicion. En
otros casos, se puede realizar una reaccidon enzimatica usando un sustrato de alto
peso molecular en un reactor equipado con una membrana de ultrafiltracién
semipermeable, y el producto de reaccion formado de bajo peso molecular puede
eliminarse continuamente a través de la membrana sin fuga de la enzima del reactor;
también puede considerarse como un tipo de enzima inmovilizada. El término “enzima
inmovilizada” fue recomendado en la primera Conferencia de Ingenieria Enzimatica en
1971, puesto que con anterioridad a esta fecha otros muchos términos habian sido

empleados.

Resulta interesante tener presente cédmo ocurrié histéricamente el desarrollo de
la inmovilizacibn de enzimas. Ya desde principios del siglo pasado se puso de
manifiesto que enzimas insolubilizadas por diferentes métodos, mantenian su actividad
enzimatica (Nelson y Griffin, 1916; Sumner, 1948). Sin embargo, los primeros intentos
de inmovilizar una enzima con el fin de mejorar sus propiedades para una determinada
aplicacion no se realizaron hasta la segunda mitad del siglo pasado, con la
inmovilizacion de carboxipeptidasa, diastasa, pepsina y ribonucleasa (Grubhofer y
Schleith, 1953). En la década de los afios sesenta se publicaron numerosos articulos
(Tosa et al., 1966; Axen et al., 1967; Brown et al., 1968), entre los que cabe destacar
los trabajos del Profesor Katzir-Katchalski y colaboradores (Goldstein et al., 1964,
Levin et al., 1964; Riesel et al., 1964; Katchalski et al. 1965), del Instituto de Ciencia de
Weizmann (en lIsrael), sobre nuevas técnicas de inmovilizacion y las propiedades
fisicas, quimicas y enziméticas de diversas enzimas inmovilizadas. El objetivo de estos
estudios era utilizar las enzimas inmovilizadas para la produccion industrial en
continuo. Asi, en 1969 se consigui6 la industrializacién de un proceso continuo para la
resoluciéon 6ptica de DL-aminoacidos usando aminoacilasa inmovilizada (Tosa et al.,
1969), siendo esta la primera aplicacion industrial de enzimas inmovilizadas. Al final de
la década de los sesenta el numero de trabajos realizados sobre enzimas
inmovilizadas tanto en Estados Unidos como en Europa aumenté de manera
exponencial. Desde entonces, los estudios de enzimas inmovilizadas se han
desarrollado a un paso rapido y en la actualidad, otros paises como Japon y China
también se encuentran en la vanguardia de los campos de investigacion descritos

anteriormente.
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Centrdndonos en el punto de vista industrial, el principal objetivo de la
inmovilizacibn de enzimas es su reutilizacion durante ciclos consecutivos,
disminuyendo asi los costes de produccién (Arroyo, 1998; Brady y Jordaan, 2009). Los
protocolos de inmovilizacion de enzimas deben ser procesos sencillos y producir una
mejora de las propiedades enziméaticas (Guisan, 2006). Estos requisitos han motivado
y siguen motivando el trabajo de muchos investigadores para desarrollar nuevos
métodos de inmovilizacion de enzimas, ya que aunque se conocen muchos de ellos,
muy pocos son sencillos, baratos y/o realmente capaces de mejorar las propiedades
enzimaticas. Todo esto hace que el estudio y desarrollo de nuevas estrategias de
inmovilizacién, con el fin de obtener el mayor rendimiento posible de las enzimas en
las condiciones necesarias para su aplicacion industrial, siga siendo un amplio campo

de investigacion en la actualidad (Loncar y Vujcic, 2011).

Otra ventaja derivada del estudio de enzimas inmovilizadas, al margen de la
aplicacion industrial, es la posibilidad de obtener informacion relevante que pueda
ayudar a clarificar la relacion entre la estructura de las proteinas y la actividad
enzimatica mostrada 0 a conocer mejor ciertos aspectos sobre los mecanismos de
actuacion de dichas enzimas. Ademas, teniendo en cuenta que muchas proteinas se
encuentran inmovilizadas en su entorno natural (Brena y Batista-Viera, 2006),
enlazadas a membranas celulares o particulas celulares en los organismos de
procedencia, las enzimas inmovilizadas son buenos modelos para el entendimiento del
comportamiento de las enzimas en su entorno natural (Rojas-Melgarejo, 2002). La
inmovilizacién de enzimas ha sido utilizada también con gran éxito en el desarrollo de
biosensores con aplicaciones analiticas (Ngo, 1980; Kuswandi et al., 2001) y también
de técnicas de cromatografia de afinidad, que permiten el aislamiento especifico de un
determinado sustrato (Serrat et al., 1992; Girelli y Mattei, 2005).
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1.1.2. Métodos de inmovilizacion

Los numerosos métodos empleados para llevar a cabo la inmovilizacién de
enzimas se han clasificado atendiendo a diversos criterios, como por ejemplo, la
naturaleza fisica o quimica de la inmovilizacién (Arroyo, 1998) o su caracter reversible
o irreversible (Brena y batista-Viera, 2006). Algunos grupos funcionales de la enzima
pueden dar lugar a fuertes enlaces covalentes que la unan a un soporte o a otras
moléculas de enzima, empleandose usualmente para ello moléculas espaciadoras. La
inmovilizacién también puede ocurrir por adsorcién de la enzima a un soporte, que
puede deberse a interacciones de distinta naturaleza pero mas débiles que el enlace
covalente. Las enzimas también pueden ser inmovilizadas por atrapamiento, donde la
enzima no da lugar a ningun tipo de enlace sino que esta retenida fisicamente. Todos
estos métodos de inmovilizacion se describen detalladamente a continuacion, tras
realizar un repaso previo de los distintos tipos de soportes de inmovilizaciéon y sus

caracteristicas.

INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Enlace a un soporte _
ENLACE COVALENTE Enzima fuertemente
Entrecruzamiento enlazada.

Fuerzas de Van der Waals
Interacciones hidrofébicas

Puentes de hidrégeno Interacciones méas débiles

ADSORCION : - que el enlace covalente.
Interacciones ionicas -, -
Union por afinidad

Coordinacién — Enlace a
un metal presente en el
soporte

En gel o fibras.
ATRAPAMIENTO . Enzima no enlazada.
Microcapsulas.

Tabla 1.1. Clasificacion de los distintos métodos de inmovilizacién de enzimas.

1.1.2.1. Soportes de inmovilizacion:

La inmovilizacion de enzimas mediante su enlace a soportes insolubles en
agua es el método de inmovilizacibn més antiguo empleado y también el mas
estudiado. Esta union de la enzima al soporte de inmovilizaciébn puede tener lugar

mediante adsorcién al mismo o bien mediante enlace covalente.
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La naturaleza de los soportes de inmovilizacion y el tipo de union de la enzima
con éstos afecta de modo determinante al comportamiento de la enzima inmovilizada.
Algunas de las caracteristicas ideales de las que deberia constar un buen soporte de
inmovilizacién son: una buena estabilidad mecénica, un adecuado tamafio de particula
y porosidad, buena resistencia tanto a la presion como al pH, disolventes o ataques
bacterianos y también buena disponibilidad y bajo coste (Brena y Batista-Viera, 2006).
Las caracteristicas fisicas del soporte de inmovilizacién (didmetro de particula si se
trata de esferas, resistencia mecénica y a la compresién), también condicionan el tipo
de reactor a emplear (tanque agitado, lecho empaquetado, tanque continuo o
discontinuo). Ademas parametros como el grado de porosidad y el tamafio de poro
determinan el area total de la superficie del soporte disponible para la union de la
enzima. De modo que los soportes no porosos tienen la ventaja de no presentar
problemas difusionales pero su capacidad de carga para la enzima es menor, es decir
el area de la superficie disponible es menor y por tanto la cantidad de enzima
inmovilizada también. Por otro lado, los soportes porosos permiten la inmovilizacion de
una mayor cantidad de enzima, quedando ésta protegida de su entorno, pero como

efecto no deseado pueden presentar graves problemas difusionales.

Los soportes de inmovilizacion se pueden clasificar en dos grupos: soportes
organicos y soportes inorganicos (Brena y Batista-Viera, 2006). Aunque los soportes
de inmovilizacién inorganicos presentan una alta estabilidad mecéanica, quimica y
frente a los ataques bacterianos, la mayoria de los soportes de inmovilizacion
empleados en aplicaciones industriales son organicos. Los soportes organicos son
mas versatiles, pueden ser disefiados y sintetizados en el laboratorio para provocar el
tipo de interaccion enzima-soporte deseado. A veces es suficiente con modificar un
polimero natural de modo que éste sea mas Optimo para la inmovilizacion de la enzima
con que estemos trabajando. Los soportes inorganicos empleados para la
inmovilizacién de enzimas pueden ser minerales naturales como zeolitas y silicatos,
asi como materiales procesados como vidrios. Entre los soportes organicos mas
empleados podemos encontrar polimeros naturales como la agarosa, celulosa o
dextrano y polimeros sintéticos como gel de poliacrilamida y sus derivados. En la
actualidad esta experimentando un gran auge en la inmovilizacion de enzimas el uso
de nanoparticulas o electrodos de naturaleza inorganica (oro o platino) recubiertos de
una o varias monocapas organicas mediante la técnica de auto-ensamblado
(Hakamada et al., 2012) o de Langmuir-Blodgett (Goto et al., 2010). Esta técnica se
aplica fundamentalmente en la fabricacion de biosensores enziméticos (Park et al.,
2011; Matharu et al., 2012).
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SOPORTES DE INMOVILIZACION

Polisacaridos: celulosa, dextrano,

Polimeros agarosa, quitina, alginato.
naturales
Proteinas: colageno, albumina.
ORGANICOS Poliestireno
Polimeros Otros: poliacrilatos, polimetacrilatos,
sintéticos poliacrilamidas, poliamidas, vinil y alil

polimeros.

) Minerales naturales | Bentonita y silicatos.
INORGANICOS

Material procesado | Vidrio, metales, 6xidos.

Tabla 1.2. Clasificacién de los distintos soportes de inmovilizacion.

1.1.2.2. Inmovilizacion por formacién de enlaces covalentes:

La inmovilizacion de enzimas mediante enlaces covalentes produce
inmovilizados de una gran estabilidad fisica y a su vez irreversibles, pues la enzima
queda fuertemente retenida al ser el enlace covalente el de mayor fortaleza. Se
pueden dar dos tipos de inmovilizacién donde se ve implicada la formacion de enlaces

covalentes: union de la enzima a un soporte y entrecruzamiento.

Inmovilizacidon por enlace covalente a un soporte:

La inmovilizacién de una enzima mediante unién covalente a un soporte es uno
de los métodos mas estudiados y desarrollados. Una de sus grandes ventajas es que
la fortaleza del enlace covalente asegura que no habra liberacion de la enzima al
medio de reaccién. Algunos de los inconvenientes del método son la disminucién en
algunos casos de la actividad catalitica debido a cambios conformacionales en la
enzima y la imposibilidad de reutilizar los soportes de inmovilizacién una vez que la
actividad enzimatica se agota. De entre los 20 amino&cidos que forman parte de la
estructura de las enzimas, aquellos que suelen verse involucrados mas
frecuentemente en la formacion de enlaces covalentes con el soporte son la lisina,
cisteina, tirosina e histidina y en menor medida la metionina, triptéfano, arginina, acido
aspartico y glutdmico (Arroyo, 1998). Estos aminoacidos contienen respectivamente
grupos funcionales reactivos como grupos amino, sulfhidrilo, fenol, imidazol, tioéter,
indol, guanidino y carboxilo, capaces de reaccionar con grupos diazonio, azida,

isocianato y haluros presentes en los soportes de inmovilizacion.
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El primer paso para llevar a cabo este tipo de inmovilizacién consiste en la
activacion del soporte de modo que éste adquiera grupos (generalmente electrofilos)
capaces de reaccionar covalentemente con otros grupos de la enzima (generalmente
nucledfilos) (Brena y Batista-Viera, 2006). Esta funcionalizacion puede conseguirse
introduciendo un espaciador entre el soporte y la enzima, de modo que se minimizan
los impedimentos estéricos en las reacciones cataliticas. Hay que prestar especial
atencion a que estos enlaces covalentes que se forman entre la enzima y el soporte no
afecten al centro activo de la enzima, pues en caso de hacerlo podria perder su
actividad catalitica. La presencia de inhibidores u otros compuestos en el medio de
reaccion puede ayudar a evitar la pérdida de actividad, también son cruciales en el
proceso de inmovilizacion pardmetros como el tiempo de reaccion, la temperatura, pH
o tampon utilizado (Mateo et al., 2007). La inmovilizacién de enzimas mediante union
covalente a un soporte puede tener lugar mediante enlaces de distinta naturaleza (tipo
diazo, peptidico, base de Schiff, alquilacién, arilacién o disulfuro) y con la intervencion

de diversos reactivos, tal y como se puede ver en la tabla adjunta.

UNION COVALENTE A UN SOPORTE

Formacion de enlaces diazo

Bromuro de ciandgeno

Carbonil diimidazol

Formacién de enlaces Cloroformiato
tipo peptidico Carbodiimida

Cloruro de tionilo

Fosgeno

Formacion de enlaces de bases | Peryodato

de Schiff Dialdehidos
Oxiranos
Método de alquilacion Divinilsulfona
o arilacion Haluros de sulfonilo
Triazina

Reacciones de intercambio tiol-disulfuro

Tabla 1.3. Diversos métodos de inmovilizacion de enzimas mediante enlace covalente a un
soporte solido.

Maria Elisa Marin Zamora 10



Tesis Doctoral Introduccién

a) Formacién de enlaces diazo:

Este método consiste en la funcionalizacion del soporte con grupos diazonio
capaces de enlazarse con restos amino, tirosil o histidil de la enzima. El soporte debe
contener grupos amino aromaticos, que pueden ser introducidos mediante un
espaciador, de modo que estos grupos amino se diazotan con acido nitroso como

paso previo a la inmovilizacion.

E:— NH,  NeNOJHCL g: C \Oci®

E (E=enzima)

—Ov=n—e

Figura 1.1. Esquema de un acoplamiento diazo entre el soporte de inmovilizacion y la enzima.

Enzimas como la glucoamilasa (Benes et al., 1996), B-galactosidasa (Manjon et
al., 1985), 2-haloacido deshalogenasa (Parker y Colby, 1995), lacasa y tirosinasa
(Duran et al., 2002) han sido inmovilizadas mediante acoplamientos diazo. Algunos de
los soportes empleados para llevar a cabo este tipo de inmovilizaciéon han sido los
derivados de polisacaridos como p-aminobencil celulosa, m-aminoanisol celulosa, m-
aminobencil-oximetil celulosa o Sephadex-antraniléster. También se han empleado
copolimeros de aminoacidos, derivados de poliacrilamida como Bio-Gel o Enzacryl,
resinas de estireno y derivados de copolimeros de etileno y acido maléico (Rojas-
Melgarejo, 2002).

b) Formacion de enlaces tipo peptidico:

Este método de inmovilizacion estd basado en la formacion de enlaces
peptidicos o de naturaleza similar entre el soporte de inmovilizacion y la enzima. Se
trata de unir la enzima al soporte, mediante el mismo tipo de enlace que existe entre
los distintos amino&cidos que forman la proteina. Para ello, es necesario llevar a cabo
la activacion del soporte de inmovilizaciébn, mediante el uso de reactivos como:
bromuro de ciandgeno, carbonil diimidazol y cloroformiato en el caso de que el soporte
contenga grupos hidroxilo, o reactivos tipo carbodiimida si el soporte contiene grupos

carboxilo.
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Entre las enzimas inmovilizadas sobre soportes activados mediante bromuro de
cianégeno podemos encontrar: catalasa inmovilizada sobre acetato de
almiddn/celulosa (Costa y Reis, 2004), a-galactosidasa y lipasa inmovilizadas sobre
agarosa modificada (Pessela et al., 2008; Rodriguez et al., 2009; Godoy et al., 2011) y
tirosinasa inmovilizada sobre sefarosa activada (Ingebridgtsen y Flurkey, 1988). Esta
via de activacion presenta algunas desventajas como la baja estabilidad de los
derivados generados y gran toxicidad del bromuro de cianégeno.

Se ha empleado carbonil diimidazol para activar soportes como la agarosa
(Wang et al. 2008b), celulosa o copolimeros mixtos de polisiloxano-polivinilalcohol
dando lugar a la inmovilizacién de las enzimas polifenol oxidasa (Sharma et al., 2009)
y lipasa (Santos et al., 2008).

El cloroformiato de bencilo o de etilo es otro de los reactivos empleados para
activar los grupos hidroxilo de determinados soportes. Se ha inmovilizado
recientemente por este método la alinasa (Miron et al., 2006) y fosfatasa acida (Urso y
Fortier, 1996).

Soportes como nanoesferas magnéticas de poliestireno funcionalizadas con
grupos carboxilo (Guan et al., 2009), dendrimeros de sulfuro de polifenileno
(Omprakash y Toyoko, 2005) o quitosano (Ghanem y Ghaly, 2004) han sido activados
mediante el empleo de carbodiimida y han dado lugar a la inmovilizacién de enzimas
como la lipasa y glucosa oxidasa. La enzima tirosinasa también ha sido inmovilizada
mediante este método sobre un polimero de acido indol-5-carboxilico (Biegunski et al.,
2005).

Existen otros reactivos, no tan empleados debido a su toxicidad o inestabilidad
de los derivados generados, que también permiten la activacion de determinados
soportes que contienen grupos carboxilo o amino para dar lugar a la formacion de
enlaces peptidicos con la enzima. Algunos de estos reactivos son: cloruro de tionilo
que puede actuar sobre Amberlita XE-64 para dar lugar a resinas de cloruro de
carboxilo, fosgeno y tiofosgeno que al actuar sobre poliaminoestireno originan
derivados de isocianato y derivados con enlaces tioamida respectivamente, o0 metanol/
hidracina/acido nitroso que actuando de modo secuencial sobre carboximetil celulosa

dan lugar a derivados de azida de acido. (Rojas-Melgarejo, 2002).
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a) Bromuro de cianogeno:

CNBr

Y

b) Carbonil diimidazol: o

~OH

2N

N

\—/

I
C=NT

N-C-N

c) Cloroformiato de bSnciIo:

1
CI’C\O/\©
—OH

d) Carbodiimida:

e) Cloruro de tionilo:

—C-

—COOH

o)
[

N—R
/)
N
N—R'

SOCl,

oOH —2,

f) Fosgeno (COCIZ) y tiofosgeno (CSCl,) :

__NH2

cocl,

_—

g) Formacic')n de acil-azida:

O

CH,OH

0
—OCH,-C-oH SO =

HCI

NH,—E

i

OCH,-C—NH-E

NH E‘ IﬁIH
O0—c= L —> §| O—C—NH-E
:| 0 NH g‘ 0
:|—O—C_N/§N 2—_E> El—O—l(lz_NH E
R NH,—E %‘ i
‘_O_C\o/\© §|—O—C—NH—E
| NH—R ;‘ TI)
NH,—E _
—CO0—C 2 = _.C—NH-—
‘ \ §| NH—E
N—R' E
0 §| 0
Il =
—c—c M E/—%': NH-E
NH,—E = Q
—NCO —*—> J—NH—C—NH-E
9
OCH,-C-0CH, %
O NaNO,/HCI 5| O

OCHCN<—

OCH,-C—NHNH,

Figura 1.2. Esquema de diversos métodos de inmovilizacion enzimatica mediante la formacion

de enlaces tipo peptidico. (E = enzima)
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c) Formacién de enlaces de bases de Schiff:

Este método de inmovilizacion esta basado en la formacion de enlaces de
bases de Schiff y posterior reduccion de los mismos. Para ello es necesario activar el
soporte de inmovilizacion de modo que se obtengan grupos carbonilo capaces de
reaccionar con los grupos amino presentes en la estructura de las enzimas. La
activacion del soporte se puede conseguir mediante oxidacion con peryodato, en el
caso de determinados polisacaridos o soportes activados previamente con glicidol.
Otro método muy empleado consiste en utilizar un dialdehido, cuando se desea lograr

la inmovilizacion de la enzima en soportes que contienen grupos amino.

Algunas de las enzimas que han sido inmovilizadas sobre soportes oxidados
con peryodato son: L-asparaginasa inmovilizada sobre un polimero de fructosa con
actividad biologica (Vifia et al., 2001) y pectinasa y lipasa inmovilizadas sobre gel de
agarosa activada con glicidol (Li et al., 2008, Rodrigues et al., 2009). Cuando se trata
de enzimas de naturaleza glicoproteica se puede emplear peryodato para llevar a cabo
esta vez la oxidacion de los carbohidratos de la proteina permitiendo asi su unién a un
soporte de inmovilizacion con grupos amino, de este modo se ha inmovilizado la

enzima lipasa sobre fibras de nailon (Braun y Klein, 1996).

El glutaraldehido es el reactivo bifuncional mas comunmente utilizado; provoca
la formacién de bases de Schiff entre sus grupos aldehido y los grupos amino del
soporte de inmovilizacion y de la enzima. Algunos de los soportes empleados para
llevar a cabo este tipo de inmovilizaciébn son: AE-celulosa, DEAE-celulosa, amino
derivados de sefarosa, quitosano, AE-poliacrilamida y derivados aminosilano de vidrio
poroso (Rojas-Melgarejo, 2002). Se han inmovilizado a través de glutaraldehido
numerosas enzimas como tirosinasa (Arica et al., 2004; Vidal et al., 2006; Tembe et
al., 2008), p-galactosidasa (Neri et al., 2009), peroxidasa (Bayramoglu y Arica, 2008),
lipasa (Pahujani et al., 2008, Silva et al., 2012) o L-arabinosa isomerasa (Zhang et al.,
2011). Una de las caracteristicas del glutaraldehido es su alta reactividad. En
condiciones de reaccion no bien controladas, puede dar lugar a un exceso de
entrecruzamientos, incluso entre distintos puntos de la propia proteina, originandose
modificaciones estructurales que pueden ocasionar una disminucion de la actividad
catalitica de la enzima inmovilizada. Aun asi, éste sigue siendo uno de los métodos

mas utilizados en la inmovilizacién de enzimas.
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Figura 1.3. Esquema de diversos métodos de inmovilizacion enzimética mediante la formacién
de bases de Schiff y posterior reduccion. (E = enzima)
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d) Método de alquilacion o arilacion:

Este método se basa en la inmovilizacion de una enzima mediante la
alquilacion o arilacion de sus grupos amino, fenol o sulfhidrilo utilizando para ello
reactivos espaciadores que se unen al soporte y a la enzima. Estos reactivos pueden
ser oxiranos, divinilsulfona, haluros de sulfonilo y triazina que funcionan tal y como se

detalla en la siguiente figura.

a) Oxiranos:

§|—OH CH,-CH-CH,-0-CH,-CH,-CH,-O-CH,-CH-CH,

l

_O _CHZ_(i:H_C H2‘O‘C H2‘CH2‘CH2‘O'CH2'CI\_|‘/C H2

OH l
—O—CH-(llH-CHZ-O-CH2—CH2-CH2-O-CH2-(|)H-CH3— NH—E
OH OH

NH,—E

b) Divinilsulfona:
CH,=CH—S0,-CH=CH,

—OH —0—CH,~CH,-S0,-CH=CH,

/ NH,—E

—0~CH,-CH,-S0,-CH,-CH,—NH—E

c) Haluro de sulfonilo:

= _co - = NH—E 3
:{—CHZ—OH _CI7S9 R, §=_CH2‘O‘502‘R — E‘_CHZ‘NH_E

m
|
w
I
i
@]
T
N
I
T
m

d) Triazina: Cl cl NH—E
= N= = = —E 2 N=
R o G T U
g‘ N4 5‘ N4 E‘ N4

Cl ) cl B Cl

Figura 1.4. Esquema de diversos métodos de inmovilizacion enziméatica mediante el método de
alquilacion o arilacion. (E = enzima)
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Algunas de las enzimas inmovilizadas por alquilacion sobre Eupergit C, un
soporte acrilico activado con grupos epoxi, han sido: lacasa (D’Annibale et al., 2000;
Lloret et al., 2012), glucosa isomerasa (Tukel y Alag6z, 2008), oxalato-descarboxilasa
(Lin et al., 2011) y B-glucosidasa (Khan et al., 2012). Las enzimas tripsina y
glucoamilasa han sido inmovilizadas mediante el empleo de divinilsulfona sobre

Granocel, soporte basado en celulosa modificada (Bryjak et al., 2007, 2008).

Otro soporte empleado ha sido algoddn activado mediante cloruro de tosilo,
permitiendo la inmovilizacion de enzimas como [(-galactosidasa (Albayrak y Yang,
2002) y pepsina (Innocent et al., 2006). También se ha empleado triazina como
activador de polivinil alcohol en la inmovilizacion de lipasa (Kartal y Kiling, 2006) y de
esferas de celulosa para la inmovilizacion de glucosa oxidasa (Mislovicova et al.,
2007).

e) Reacciones de intercambio tiol-disulfuro:

El intercambio tiol-disulfuro se produce entre los grupos tiol presentes en la
enzima y los residuos disulfuro mixtos del soporte. En primer lugar, se hace reaccionar
un soporte que contiene grupos tiol con 2,2'-dipiridildisulfuro obteniendo asi un
derivado con enlaces disulfuro. Posteriormente, la enzima se enlaza por medio de sus
grupos tiol y ocurre la liberacion de 2-tiopiridona. La caracteristica principal de este
enlace es su reversibilidad, pues a pesar de su caracter covalente, existen reactivos
como ditiotreitol (DTT) que en condiciones suaves pueden romper esos puentes
disulfuro establecidos entre la enzima y el soporte (Brena y Batista-Viera, 2006). Este
aspecto aporta ventajas como la posibilidad de reutilizar el soporte, una vez que la
actividad enzimética haya caido, eliminando la enzima agotada y sustituyéndola por

enzima nueva.

Como soportes de inmovilizacion han sido empleados la agarosa-glutation-2-
piridil disulfuro (llamada sefarosa tiol-activada), agarosa-mercaptohidroxipropiléter-2-
piridil disulfuro y agarosa-acido adipico hidrazida-N-acetil-homocisteina-2-piridil
disulfuro. En algunos casos, se emplea metil-3-mercaptopropioimidato bajo
condiciones ligeramente alcalinas para introducir grupos tiol en la estructura de
determinadas enzimas que posteriormente son inmovilizadas mediante la formacién de
enlaces disulfuro sobre los soportes previamente citados (Rojas-Melgarejo, 2002).
Entre las enzimas inmovilizadas por enlaces disulfuro podemos encontrar: anhidrasa
carbdnica (Méndez et al., 2012), B-galactosidasa (Ovsejevi et al., 2009), penicilina G-

acilasa y lipasa (Grazu et al., 2005).
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Figura 1.5. Esquema de una inmovilizacion
tiol-disulfuro. (E = enzima)

enzimatica mediante reacciones de intercambio

Entrecruzamiento o reticulado:

La inmovilizacién por entrecruzamiento o reticulado ocurre en ausencia de un

soporte sélido y consiste en la formacion de enlaces intermoleculares entre diferentes

moléculas de enzima por medio de reactivos bi-o multifuncionales. Estos reactivos

pueden ser glutaraldehido, bisdiazobenzidina, N,N’-polimetilén bisiodoacetoamida,

isocianatos o N,N’-etilén bismaleimida que dan lugar a entrecruzamientos mediante

formacion de bases de Schiff, acoplamientos diazo, alquilacion o enlace peptidicos,

respectivamente (Rojas-Melgarejo, 2002). De todos ellos el método mas empleado es

el entrecruzamiento mediante glutaraldeh

ido.

E—NH, + CHO-CH,-CH,-CH,-CHO

(enzima) l

(glutaraldehido)

HC=N-—enzima——N=CH-(CH,),-CH=N—enzima—N=CH———

HC=—N-—enzima—N=—CH——

Figura 1.6. Esquema de la inmovilizacion enzimatica por entrecruzamiento con glutaraldehido.
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Entre las ventajas de este método se encuentran su simplicidad, y la posibilidad
de controlar el tamafio de particula y las propiedades del producto final. Como
inconvenientes podemos citar que las reacciones se realizan en condiciones
relativamente severas, con lo que la conformacién del centro activo de la enzima
puede verse afectada, provocando una importante pérdida de actividad. Ademas, si no
se controlan bien las condiciones, la extension de los entrecruzamientos puede ser
muy elevada lo que reducira también la actividad catalitica de la enzima inmovilizada.
Por otro lado, los reactivos entrecruzantes no distinguen si los grupos a unir
pertenecen a moléculas diferentes de enzima o a una misma molécula. Asi, pueden
formarse entrecruzamientos intramoleculares que pueden producir un cambio

estructural dréastico de la enzima, con la consiguiente pérdida de actividad.

El entrecruzamiento de una enzima mediante glutaraldehido se llev6 a cabo por
primera vez hace unos 50 afios pero las enzimas entrecruzadas presentaban baja
actividad enzimatica, baja reproducibilidad, baja estabilidad mecanica y dificultad en su
manejo debido a su forma gelatinosa. Esta técnica se ha perfeccionado existiendo dos
variantes: entrecruzamiento de enzimas dando lugar a cristales y entrecruzamiento de

enzimas obteniéndose agregados moleculares (Sheldon et al. 2005; Sheldon, 2007).

El entrecruzamiento de una enzima cristalina (CLEC) mediante el empleo de
glutaraldehido se llev6 a cabo por primera vez en 1964 (Quiocho et al., 1992) con el
objetivo principal de obtener cristales estables para llevar a cabo estudios de difraccion
de rayos X, a su vez también quedd demostrado que la enzima retenia su actividad
enzimatica y poseia una gran estabilidad operacional. Sin embargo, no fue hasta los
afos 90 cuando se desarrollé el empleo de enzimas cristalinas entrecruzadas como
biocatalizadores industriales (Margolin, 1996; Lalonde, 1997). Entre las enzimas
inmovilizadas por este método podemos mencionar: termolisina, elastasa, esterasa,
lipasa y asparaginasa (Navia et al. 1992), asi como aldolasa (Sobolov et al. 1994) y
cloroperoxidasa (Ayala et al., 2002).

Recientemente, se ha desarrollado la inmovilizacion por entrecruzamiento de
agregados de enzimas (CLEA). Esta técnica consiste en precipitar una enzima que se
encuentra en disoluciéon acuosa mediante la adicion de sales, disolventes organicos o
polimeros no ionicos que dan lugar a la aparicion de agregados de moléculas de
enzima (Sheldon, 2007). Posteriormente, se origina el entrecruzamiento entre distintas
moléculas de proteina a través de reactivos como glutaraldehido. Cuando la
concentracion de enzima es pequefia se logra facilitar la obtencion de agregados

entrecruzados mediante la adicion de seroalbumina bovina (Shah et al. 2006).
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El método CLEA es mas simple y econémico que el método CLEC, pues no
requiere de un complicado proceso de cristalizacion que ademas necesita partir de
enzima muy pura (Brady y Jordaan, 2009). También se ha demostrado que permite la
estabilizacion de la estructura cuaternaria de enzimas multiméricas como las catalasas
(Wilson et al. 2004). Muchas enzimas, como por ejemplo, tirosinasa (Xu et al., 2012),
lacasa (Vinoth Kumar et al.,, 2012), subtilisina (Sangeetha et al. 2008), penicilina
acilasa (llanes et al. 2006), lipasa (L6pez-Serrano et al., 2002), nitrilasa, galactosidasa,
tripsina, glucosa oxidasa, catalasa y piruvato descarboxilasa (Sheldon et al. 2005), han
sido inmovilizadas mediante esta técnica de entrecruzamiento de agregados

moleculares de enzima.

1.1.2.3. Inmovilizacién por adsorcién:

La inmovilizacién por adsorcién es probablemente el método de inmovilizacién
mas sencillo (Brady y Jordaan, 2009; Garcia-Galan, 2011). Consiste en poner en
contacto la enzima, normalmente disuelta, con el soporte de inmovilizacién. Las
interacciones que pueden tener lugar son de varios tipos: fuerzas de van der Waals,
enlaces por puente de hidrégeno e interacciones iénicas. Aunque suelen darse varias
de ellas al mismo tiempo, el tipo de interaccibn predominante dependera de la
naturaleza del soporte y de la enzima y por tanto del grado de hidrofobia/hidrofilia de
cada uno de ellos. A la hora de considerar la naturaleza fisica o quimica de este tipo
de interacciones no hay acuerdo entre diversos autores, debido probablemente a que
nos encontramos en el umbral entre lo quimico y lo fisico. Brena y Batista-Viera (2006)
distinguen entre adsorcion por interacciones idnicas cuando la enzima se une dando
lugar a enlaces de naturaleza salina, y adsorcion fisica en los casos de fuerzas de van

der Waals y puentes de hidrégeno.

Para llevar a cabo la inmovilizacion por adsorcién de una enzima a un soporte
hay que tener en cuenta factores determinantes como el pH y la fuerza i6nica del
medio (Arroyo, 1998). El pH del medio controla la naturaleza y el nimero de cargas
existentes en la superficie del sélido y de la proteina, afectando asi a la fortaleza de la

interaccion entre ambos.

Una de las caracteristicas de este método es que la fortaleza del enlace
enzima-soporte es menor que cuando existe una uniéon de naturaleza covalente, por lo
que si no se elige el soporte adecuado para la enzima en cuestion, ésta puede
desprenderse parcialmente (Sheldon, 2007). Ademds, la estabilidad mecanica de

estos inmovilizados no suele ser muy elevada.
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La inmovilizacion por adsorcién presenta importantes ventajas como la
sencillez a la hora de su preparacion, la facilidad de reutilizacion de los soportes
empleados cuando la enzima se agota, dado su caracter normalmente reversible, y su
bajo costo (Brena y Batista-Viera, 2006). Ademas, la enzima inmovilizada por
adsorcion no sufre importantes cambios conformacionales, no viéndose alterado su
centro activo, lo que le permite mantener la especificidad por su sustrato y una buena

actividad catalitica tras el proceso de inmovilizacion.

Adsorcién por interacciones idnicas:

La adsorciéon de una enzima a un soporte mediante interacciones iénicas esta
basada en los principios que rigen las interacciones de naturaleza electrostatica,
principios también utilizados desde hace mucho tiempo en cromatografia (Brena y
Batista-Viera, 2006). Las cargas de la enzima interaccionan con aquellas de signo
opuesto del soporte, dando lugar asi a la inmovilizacion de la enzima. Es un método
simple y reversible, pero suele ser dificil encontrar unas condiciones en gue la enzima
se encuentre unida fuertemente al soporte y al mismo tiempo mantenga plenamente
su actividad. El pH 6ptimo de la enzima y el rango de pH en que ésta mantiene su
actividad catalitica pueden cambiar y esto podria ser un problema en determinados
casos, aungque en otros puede resultar interesante que las condiciones 6ptimas de la
enzima varien hacia valores de pH mas acidos o mas basicos, dependiendo de la

aplicacion que se desee dar a los inmovilizados (Guisan et al., 1994).

Cuando los soportes empleados poseen un gran namero de cargas y los
sustratos y productos de la reaccién enzimatica también estan cargados, la cinética
enzimatica suele verse distorsionada y pueden ocurrir problemas difusionales. Las
interacciones soporte-sustrato o0 soporte-producto que tienen lugar en este caso,
pueden madificar las concentraciones de sustratos y productos en el microambiente de
la enzima, pudiendo resultar esto a veces beneficioso y otras perjudicial. Para llevar a
cabo este tipo de inmovilizacion se suele recurrir a la modificacién de un soporte inicial

para obtener un nuevo soporte con residuos intercambiadores de iones.

Esta técnica se empled por primera vez para inmovilizar la enzima catalasa
sobre DEAE-celulosa, de modo que las cargas negativas de ciertos residuos de la
enzima interaccionaron con las cargas positivas del soporte (Mitz, 1956).
Recientemente se ha empleado DEAE-celulosa para la inmovilizacion de tanasa
(Enemuor y Odibo, 2011), lipasa (Guncheva et al., 2009) y epoxido hidrolasa
(Karboune et al., 2005).
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Figura 1.7. Estructura del polimero DEAE-celulosa y equilibrio de protonacién-desprotonacion
del grupo amino. Este soporte se emplea en la inmovilizacién de enzimas por adsorcion a partir
de interacciones idnicas.

Otro soporte ampliamente utilizado para la inmovilizacion de enzimas mediante
interacciones ionicas es la polietilenimina, PEI, (Brena y Batista-Viera, 2006), que
puede presentarse en forma lineal o ramificada. La PEI ramificada contiene en su
estructura una gran cantidad de grupos amino que pueden ser primarios, secundarios
y terciarios y que al protonarse dan lugar a un polimero catiénico capaz de
interaccionar con un gran numero de enzimas como, por ejemplo, tripsina (Bahulekar
et al. 1991), glutaril acilasa (Pessela et al., 2005) y a-galactosidasa (Filho et al. 2008).
Entre las ventajas de la PElI podemaos encontrar que puede ser utilizada como soporte
anico o bien junto a otros soportes como la agarosa y que esta permitido su uso como

aditivo alimentario.

También se han inmovilizado por interacciones iénicas enzimas como tripsina
sobre esferas magnéticas modificadas mediante el anclaje de moléculas de acido
glutdmico (Arica et al. 2008) y glucoamilasa e invertasa inmovilizadas sobre
montomorillonita K-10 activada mediante adicion de grupos &cidos (Gopinath y
Sugunan, 2007), donde el soporte queda cargado negativamente al pH adecuado
siendo capaz de interaccionar con ciertos residuos de estas enzimas. Las enzimas
lipasa (Secundo et al. 2008), invertasa (Marquez et al., 2008) y glucoamilasa (Shkutina
et al., 2005) han sido adsorbidas sobre beidelita, Duolite A-568 y polielectrolitos amino-

carboxilicos, respectivamente.

La modificacion quimica de la enzima, con la finalidad de variar la carga neta
de la misma y asi fortalecer el posterior enlace i6nico con el soporte, ha sido otra de
las estrategias estudiadas. Para ello, se puede llevar a cabo, la incorporacion

covalente de ciertos grupos (R) a la enzima, variando asi su punto isoeléctrico. La
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modificacion covalente de la enzima puede conseguirse mediante la formacion de
bases de Shiff al reaccionar grupos carbonilo de la proteina con aminas primarias
portadoras de los grupos funcionales deseados (y posterior reduccion con borohidruro
de sodio) o también mediante reacciones de sustitucion nucledfila en las que grupos
nucleofilicos de las proteinas (-NH,, -OH, -SH) reaccionan con derivados halogenados
que aportan los grupos responsables de las nuevas propiedades de la enzima
(Dominguez-Cafias et al., 2005).

Adsorcién por interacciones hidrofdbicas

La adsorcion mediante interacciones hidrofébicas tiene lugar debido a la
afinidad que presentan entre si los grupos no polares presentes en la enzima y el
soporte, principios que también se han utilizado en cromatografia en los ultimos 30
afos. La fortaleza de la adsorcion sera mayor cuanto mayor sea el caracter hidrofébico
de ambos, el soporte y la enzima (Brena y Batista-Viera, 2006). El anclaje de ligandos
de naturaleza hidrofébica al soporte puede regular la hidrofobicidad del mismo

dependiendo del nimero y tamafio de ligandos unidos.

Diversos carbohidratos fueron modificados para obtener soportes con un
mayor grado de hidrofobicidad. Para ello se llevé a cabo su esterificaciébn con &cido
cinAmico y posterior fotoentrecruzamiento, siendo los grupos cinamoilo anclados
inicialmente en el carbohidrato los que le confieren principalmente el caracter
hidrofébico al soporte resultante. De este modo se logré la inmovilizacion mediante
interacciones hidrofébicas de las enzimas [(-galactosidasa (Rojas-Melgarejo et al.,
2006), peroxidasa (Rojas-Melgarejo, 2004a, 2004b, 2004c), invertasa (Vallejo-Becerra
et al., 2008) y tirosinasa (Marin-Zamora et al., 2005, 2006, 2007a, 2007b, 2009). Otros
soportes derivados de carbohidratos que incluyen grupos aromaticos en su estructura
como fenilbutilamino agarosa y fenil sefarosa o grupos alquilicos como hexil u octil
agarosa han sido utilizados para la inmovilizaciébn de tirosinasa (Ingebridgtsen y

Flurkey, 1988), B-amilasa y amiloglucosidasa (Brena y Batista-Viera, 2006).

También presenta una gran afinidad por las superficies de naturaleza
hidrofébica la enzima lipasa (Mateo et al., 2007), que ha sido inmovilizada sobre
bolitas de polihidroxibutirato (Mendes et al.,, 2012), nanoparticulas de magnetita
modificada mediante dodecil sulfato sédico (Dong-Geung et al., 2009) y nanopatrticulas
de poliestireno y polimetilmetacrilato (Palocci et al., 2007), entre otros. Otras enzimas
como la tripsina (Koutsopolous et al., 2007) y la endo-3-1,3-glucanasa (Koutsopolous

et al., 2005) han sido inmovilizadas sobre poliestireno y teflon, respectivamente.
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Ademas, la enzima peroxidasa ha sido inmovilizada por interacciones hidrofébicas

sobre un material compuesto de polimero y silice (Kwon et al., 2012).

Adsorciéon por afinidad

El principio de afinidad entre biomoléculas complementarias se ha aplicado
también a la inmovilizacion de enzimas (Brena y Batista-Viera, 2006). La mayor
ventaja de este método se encuentra en el alto grado de selectividad de la interacciéon
ligando-enzima. Sin embargo, normalmente se requiere la union covalente al soporte o
matriz de un ligando de afinidad (anticuerpo o lectina) que suele ser caro. Este ligando
unido al soporte es selectivo y se une por afinidad a la enzima, quedando ésta
inmovilizada. Una aplicacion reciente de este método ha sido la inmovilizacion de la
enzima [-galactosidasa sobre soportes que contienen concanavalina A (Con A), que
es una lectina que actia como ligando que presenta bioafinidad por dicha enzima. Los
soportes empleados han sido Con A-Celita 545 (Ansari y Husain, 2012) y Con A-
nanoparticulas de O6xido de alumnio (Ansari y Husain, 2011). También se han
inmovilizado por bioafinidad otras enzimas como la peroxidasa (Kulshresth y Husain,
2006).

Adsorcién por coordinaciéon a un metal:

Al depositar sobre un soporte sélido ciertas sales o hidroxidos de metales de
transicion como mercurio, cobre, niquel, titanio y zirconio, se puede producir la
cooordinacion del metal a determinados grupos nucleofilicos del soporte y
posteriormente de la enzima. A este tipo de inmovilizaciébn se le conoce como
inmovilizacién por unién a un metal. La precipitacion de estas sales o hidréxidos de
metales sobre el soporte (celulosa, quitina, acido alginico, silicatos) suele llevarse a
cabo mediante calentamiento o neutralizacion. Debido a factores estéricos es
imposible que la matriz ocupe todas las posiciones de coordinacion del metal; por lo
tanto, algunas de las posiciones permanecen libres para coordinarse con ciertos
grupos de la enzima (Brena y Batista-viera, 2006). EI método es bastante simple y la

actividad especifica de las enzimas inmovilizadas por este método es bastante alta.

Ademas, se trata de un método reversible, pues la elucién de las proteinas
inmovilizadas se puede conseguir facilmente por competicion con ligandos solubles o
disminuyendo el pH. Por tanto, el soporte puede ser regenerado simplemente lavando
con un fuerte quelatante como EDTA. Sin embargo, la estabilidad operacional

alcanzada es variable y los resultados no son facilmente reproducibles.
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La razon de esta falta de reproducibilidad esta relacionada posiblemente con
una adsorcién no uniforme y desorcion de los iones metalicos del soporte. Con el fin
de mejorar el control de la formacién de los sitios de adsorcion, se pueden inmovilizar
ligandos quelatantes al soporte mediante enlaces covalentes estables. De este modo,
los iones metalicos se unen por coordinacion a estos ligandos formandose estables

complejos capaces de retener a las enzimas.

Esta técnica de unién de la enzima a un metal ha sido utilizada por ejemplo
para la inmovilizacion de lacasa sobre particulas magnéticas con iones Cu®*
quelatados (Wang et al. 2008a), tripsina sobre esferas mixtas de silice-quitosano con
iones Cu®, Zn** o Ni** enlazados (Wu et al. 2006), glucosa oxidasa en hidrogeles de
poli (N-vinil imidazol) con iones Cu®*y Co?* (Perkel et al., 2005) y B-galactosidasa
(Brena et al, 1994). Recientemente se han inmovilizado por esta via otras enzimas
como catalasa (Tluzmen et al., 2012), penicilina acilasa (Chen et al., 2012) y polifenol

oxidasa (Loncar y Vuijcic, 2011).

1.1.2.4. Inmovilizacion por atrapamiento:

La inmovilizacion por atrapamiento de una enzima puede lograrse mediante su
retencion fisica, ya sea en las cavidades interiores de una matriz polimérica o bien, en
un espacio encerrado por una membrana semipermeable. La matriz o membrana logra
confinar a la enzima en una determinada region del espacio, mientras que el paso de
sustratos y productos a través de ella sigue siendo posible siempre y cuando se
cumplan los requisitos de tamafo establecidos por la matriz. La principal diferencia de
este método respecto a los anteriores radica en que no existe ningun tipo de enlace

entre la enzima y el soporte (Brena y Batista-Viera, 2006).

El atrapamiento puede tener lugar mediante solidificacion o polimerizacién del
soporte en presencia de la enzima, quedando ésta retenida en el interior de un gel, en
las microcavidades de una fibra sintética o en el interior de una microcapsula. También
se puede llevar acabo el atrapamiento entre laminas de un polimero semipermeable o
en fibras huecas. Ademas, existen reactores de membrana que confinan a la enzima

en una determinada region del reactor.

La inmovilizacién de una enzima por atrapamiento posee grandes ventajas,
como su sencillez desde el punto de vista experimental y la pequefia cantidad de
enzima requerida para obtener derivados activos (Arroyo, 1998). Ademés evita el
contacto directo de la enzima con el entorno protegiéndola de posibles burbujas de

gas o de disolventes organicos (Brady y Jordaan, 2009).
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Algunos de los inconvenientes son los posibles problemas difusionales que
pueden presentar sustratos y productos a la hora de atravesar el soporte y la posible
desnaturalizacion de la enzima si se emplean unas condiciones de polimerizacion

agresivas.

Atrapamiento en gel o fibras:

Uno de los métodos mas utilizados para lograr la inmovilizacién de una enzima
es su atrapamiento en un gel polimérico. Los geles empleados mayoritariamente son
geles de carragenanos, alginato, agarosa y poliacrilamida. En todos los casos, la
enzima queda retenida en los huecos intersticiales del soporte polimérico. La técnica
consiste generalmente en disolver estos polimeros en agua, afadir la enzima deseada

en disolucion y posteriormente enfriar la mezcla.

En el caso de los polimeros de acrilamida, la polimerizacion del gel puede
iniciarse a partir de un reactivo quimico, directamente en presencia de la enzima.
También se puede llevar a cabo el atrapamiento de la enzima en geles de silice
obtenidos mediante procesos sol-gel, que consisten en la hidrélisis en agua de un
alcoxido de silicio y un proceso posterior de policondensacion y secado (Gupta y
Chaudhury, 2007; Brady y Jordaan, 2009). La matriz que atrapa la enzima y da lugar al
gel también puede ser un copolimero (Lee y Huang, 2008). Entre las enzimas
inmovilizadas por atrapamiento en gel cabe mencionar: tirosinasa (Munjal y Sawhney,
2002; Jahangiri et al., 2012), glucosa oxidasa (Przybyt et al., 2011), B-galactosidasa
(Mammarella y Rubiolo, 2005) y B-glucosidasa (Ortega et al. 1998).

Una enzima también puede ser inmovilizada mediante oclusiobn en las
microcavidades de una fibra sintética. Se puede llevar a cabo este tipo de
inmovilizacidbn mediante obtencion de las fibras por polimerizacion del correspondiente
mondémero en presencia de la enzima (Arroyo, 1998), o bien, por emulsiéon entre una
disolucién acuosa de enzima y una disolucién de polimero inmiscible con agua y
posterior extrusion de la disolucion sobre un bafio coagulante de tolueno o éter de
petréleo (Pittalis et al., 1979). En ambos casos, se obtienen fibras en cuyo interior se
encuentra retenida la enzima. Asi, por ejemplo, las enzimas invertasa y aspartasa han
sido atrapadas en fibras de acetato de celulosa (Pittalis et al., 1979; Ohmori y

Kurokawa, 1994) y la enzima lipasa en fibras de alcohol polivinilico (Sakai et al., 2008).
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Microencapsulacion:

La microencapsulacion consiste en rodear la enzima con una membrana
semipermeable que permite el paso de moléculas de sustrato y de producto, pero no
de la propia enzima (Arroyo, 1998). Estas membranas semipermeables pueden ser
permanentes 0 no permanentes. Las microcapsulas permanentes pueden ser
originadas por ejemplo por polimerizacion interfacial o por eliminacion/extraccion del
disolvente, mientras que las microcdpsulas no permanentes, también llamadas
“micelas reversas”, se generan por un surfactante. Las microcapsulas son de forma
esférica, con tamanos comprendidos entre 1 y 100 ym de didmetro y se han empleado

en diferentes campos como en medicina, cosméticos o colorantes.

La microencapsulacion por polimerizacién interfacial ocurre al emulsionar una
disolucién acuosa que contiene la enzima y un mondémero hidrofilico, en una fase
organica que contiene un monémero hidrofébico (Chibata, 1978). En la interfase entre
la fase acuosa y organica de la emulsion ocurre la polimerizacién entre ambos

mondmeros, quedando la enzima retenida en el interior de la membrana generada.

El método de eliminacion/extraccion del disolvente consiste en emulsionar una
disolucién acuosa de enzima en una fase organica que contiene un polimero disuelto,
y esta primera emulsién, se vuelve a emulsionar con una fase acuosa que contiene
sustancias coloidales protectoras (gelatina, alcohol polivinilico y surfactante). Después
se elimina el disolvente organico mediante calentamiento a vacio y se obtiene asi una

membrana de polimero que forma las microcapsulas con enzima en su interior.

El método de separacion de fase se basa en un fendbmeno que experimentan
los polimeros llamado “coacervacion”. Se dispersa una disolucién de enzima en un
disolvente organico que contiene al polimero disuelto y posteriormente se afiade un
disolvente organico en el que el polimero es insoluble, de modo que el polimero se
concentra y se forman las membranas alrededor de las microgotas acuosas que

contienen la enzima.

La inmovilizacién por atrapamiento en microcdpsulas se ha llevado a cabo con
diferentes enzimas. Asi, por ejemplo, las enzimas glucosa oxidasa, catalasa y tripsina
han sido inmovilizadas en microcapsulas de polipirrol (Parthasarathy y Martin, 1996) y
peroxidasa en microcapsulas de gel de silice (Cellesi y Tirelli, 2006). Recientemente,
se ha inmovilizado en microcdpsulas hibridas de aminosilano-alginato la enzima
formato deshidrogenasa (Kurayama et al., 2012). También tirosinasa ha sido

inmovilizada por microencapsulacion (Yu y Chang, 2002).
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1.1.2.5. Comparacién entre los métodos de inmovilizacion:

Todos los métodos de inmovilizacion presentan ventajas e inconvenientes con
respecto al resto. No existe un método ideal y general para la inmovilizacién de
cualquier enzima (Arroyo, 1998). Por lo tanto, la eleccion del método y condiciones de
inmovilizacién deberd realizarse en base a la enzima concreta a inmovilizar y a la
aplicacion posterior que se va a dar a la preparacion final obtenida. Otros factores
como la naturaleza del sustrato, producto o tipo de reactor a emplear también son
determinantes en la eleccion del método de inmovilizacion. En la siguiente tabla se
muestra un resumen de las caracteristicas generales de cada método de
inmovilizacion (fortaleza del enlace, dificultad, regeneracion del soporte, validez del
método y coste del proceso), asi como de las propiedades generales de las enzimas
inmovilizadas por dicho método (actividad enzimatica y estabilidad). No obstante,
pueden existir excepciones a estas tendencias generales debido a que un determinado
tipo de enzima con un determinado tipo de soporte puede originar la aparicion de

caracteristicas especiales distintas a las esperadas.

Enlace Atrapamiento Inclusion
covalente a | Entrecruzamiento | Adsorcién en gelo en
un soporte fibras membranas
Fortaleza del . No
Fuerte Fuerte Intermedio | No enlazada
enlace enlazada
Preparacion Dificil Dificil Sencilla Dificil Intermedia
Actividad . . . .
V1T Alta Media Media/Alta | Media/Alta | Media/Alta
enzimatica
Estabilidad Alta Alta Baja Media Media
Regeneracion . . . .
g Imposible Imposible Posible Imposible Depende
del soporte
VaI|<’jez del Limitada Limitada General General General
método
Coste del . . . .
Alto Medio Bajo Medio Medio
proceso

Tabla 1.4. Comparacion entre los distintos métodos de inmovilizacion.
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1.1.3. Propiedades de las enzimas inmovilizadas

Cuando se inmoviliza una enzima se producen cambios en algunas de sus
propiedades como pueden ser la actividad catalitica o estabilidad térmica (Brena y
Batista-Viera, 2006). Estas modificaciones pueden ser debidas a varios factores. Al
interaccionar la enzima con el soporte de inmovilizacién pueden producirse cambios
conformacionales en la estructura tridimensional de la proteina que afecten a su centro
activo. Ademas, las interacciones que surgen entre el soporte y el sustrato, ya sean de
naturaleza electrostatica, hidrofébica o impedimentos estéricos, contribuyen a que la
interaccion entre la enzima inmovilizada y el sustrato tenga lugar en un microentorno
diferente al de la disolucion. Todos estos factores actian conjuntamente, dando lugar
a la modificacion de las propiedades de la enzima inmovilizada, y resulta dificil

determinar qué factor concreto provoca un determinado cambio.

1.1.3.1. Actividad catalitica

La actividad catalitica de las enzimas generalmente se ve afectada tras el
proceso de inmovilizacion (Garcia-Galan et al.,, 2011). Para que un método de
inmovilizacion sea util la enzima debe mantener su actividad catalitica tras la
inmovilizacién, aunque a menudo ésta disminuye. En algunas ocasiones puede llegar
a perderse completamente la actividad enzimatica debido a factores como que: la
enzima al inmovilizarse lo haga de tal forma que quede impedido el paso del sustrato
al centro activo, algun grupo del soporte reaccione con un aminodacido del centro activo
esencial para la actividad catalitica, ocurra un cambio conformacional durante la
inmovilizaciébn que de lugar a una forma inactiva o las condiciones del proceso
ocasionen la desnaturalizacion de la enzima (Arroyo, 1998). Cuando la enzima
mantiene su actividad después de la inmovilizacién, los cambios (disminucion o
aumento de la actividad enziméatica) se deberan principalmente a efectos difusionales,

electrostaticos, estéricos y/o del microentorno.

1.1.3.2. Especificidad por el sustrato

Cuando se lleva a cabo la inmovilizacién de una enzima la especificidad por su
sustrato puede cambiar (Palomo, 2009). En general, al inmovilizar una enzima sobre
un soporte polimérico, su actividad hacia sustratos de elevado peso molecular
disminuye debido a impedimentos estéricos, especialmente en el caso de
inmovilizacion por atrapamiento; mientras que si el sustrato es de bajo peso molecular

no suelen observarse cambios en la actividad enzimatica tras la inmovilizacion.
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Una solucion para minimizar estos impedimentos estéricos es la introduccion de un
brazo espaciador o cadena alquilica de dos a ocho atomos de carbono entre soporte y
enzima (Hosseinkhani y Nemat-Gorgani, 2003; Arica et al., 2004). No obstante, se ha
observado en algunos casos que la accion de determinadas enzimas inmovilizadas
frente a sustratos de elevado peso molecular esta favorecida respecto a sustratos de
bajo peso molecular, probablemente debido a fuerzas atractivas entre sustrato y
soporte de inmovilizacion. También se han descrito cambios tras la inmovilizacién en
la enatioselectividad de enzimas como lipasa (Mateo et al. 2007, Tai et al., 2012), que
inmovilizada sobre diferentes soportes y en las mismas condiciones experimentales
puede mostrar grandes diferencias en la enantioselectividad (incluso producirse una

inversion de las misma).

1.1.3.3. Constantes cinéticas

Por lo general, las constantes cinéticas de la enzima se ven alteradas cuando
ésta es inmovilizada (Chibata, 1978; Girelli y Mattei, 2005). El estudio cinético de la
enzima tras la inmovilizacion resulta de vital importancia para comprender como le ha
afectado dicho proceso y cuales son sus caracteristicas finales. Hay que tener en
cuenta que las constantes cinéticas medidas con enzimas inmovilizadas no son
verdaderas constantes cinéticas equivalentes a las obtenidas en un medio de reaccion
homogéneo con enzimas en disolucién, sino que se trata de valores aparentes debido

a efectos de difusion y otros factores fisicos que tienen lugar.

Constante de Michaelis (K,,)

En muchos casos, el valor de la constante de Michaelis, K, aumenta tras la
inmovilizacion (Arica et al., 2004; Tukel y Alagdz, 2008; Lloret et al., 2012), lo que
significa que disminuye la afinidad aparente de la enzima inmovilizada por el sustrato.
En otras ocasiones, el cambio producido en el valor de K, debido a la inmovilizacion
es pequeiio o nulo (Sharma et al., 2003), o incluso puede llegar a disminuir ocurriendo

aparentemente un aumento de la afinidad de la enzima por el sustrato (Marin-Zamora

et al.,, 2005, 2006; Tuzmen et al., 2012). Algunas de las explicaciones dadas a la
modificacion de los valores de K hacen referencia a cambios conformacionales de la
enzima (Yashi et al., 2005), interacciones electrostaticas entre el soporte y el sustrato
(Guilbault, 1984), adsorcion del sustrato al soporte (Rijiravanich et al., 2004) y

limitaciones en la difusion del sustrato y/o producto, especialmente en el caso de

inmovilizacion por atrapamiento (Axén et al., 1970; Arslan et al., 2005).
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Velocidad maxima (V,,, )

Dependiendo del método de inmovilizacion escogido y de la naturaleza del

soporte, la cantidad de enzima inmovilizada y su conformacion pueden variar

afectando asi a la velocidad maxima aparente, V,__, , que muestra dicha enzima al

actuar sobre un sustrato. Existen casos en los que se ha descrito una mejora de V__,

tras la inmovilizacién (Sharma et al., 2009) y en otros muchos se ha descrito una
disminucion (Arica et al., 2004; Lin et al., 2011; Lloret et al., 2012). Este pardmetro nos

da una informacion limitada, pues cuando ocurre un aumento de V _, no se puede

saber si se debe a una mayor cantidad de enzima inmovilizada o a un aumento de su
actividad, por lo que es dificil establecer comparaciones entre distintos métodos de

inmovilizacion o diferentes soportes. Resulta pues muy util, aunque es menos
frecuente, el estudio de los valores de la constante catalitica (k) de la enzima

cuando se pretende establecer este tipo de comparaciones (Marin-Zamora et al.,
2007a, 2007b; Vallejo-Becerra et al., 2008; LLoret et al., 2012), pues este pardmetro

es independiente de la cantidad de enzima inmovilizada.

1.1.3.4. Temperaturay pH 6ptimos

La actividad enzimética depende de la temperatura de reaccion y del pH del
medio. A determinados valores de temperatura y pH se pierde la actividad catalitica
como consecuencia de la desnaturalizacion de la enzima. Por lo tanto, resulta
necesario determinar cuales son los valores Optimos de temperatura y pH que
permiten a la enzima ejercer su maxima actividad catalitica. Cuando se lleva a cabo la
inmovilizaciébn de una enzima, estos valores éptimos de temperatura y pH pueden
verse alterados. Un buen método de inmovilizacién sera aquel que permita a la enzima
actuar con una actividad catalitica maxima durante un mayor rango de temperaturas y
de pH. En muchos casos la inmovilizacion ha producido un cambio en la temperatura
optima de reaccion de determinadas enzimas hacia valores superiores (Arica y
Bayramoglu, 2004; Luo y Fu, 2010; Matte et al., 2012), en otros la temperatura 6ptima
de reaccion varia hacia valores inferiores 0o permanece constante respecto al valor
mostrado por las enzimas nativas en disolucion (Dinger et al., 2012). Lo mismo sucede
con el pH 6ptimo de reaccién; tras la inmovilizacion en algunos casos la enzima
adquirié su maxima actividad a valores de pH mas altos que en disolucién (Ohmori y
Kurokawa, 1994) y en otros a valores inferiores (Luo y Fu, 2010; Lei y Yang, 2011,
Monier y El-Sokkary, 2012) o similares (Dinger et al., 2012; Matte et al., 2012).
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Los cambios observados en el valor de pH 6ptimo suelen encontrarse entre 0,5y 1
unidad de pH. Normalmente estos cambios ocurren debido a la carga de la enzima y/o
del soporte de inmovilizaciébn. Ademas, se observa que a elevada fuerza iénica la

curva de actividad-pH es similar a la mostrada por la enzima en disolucion.

1.1.3.5. Estabilidad

En muchos casos se observa un incremento en la estabilidad de las enzimas
después de su inmovilizacién. Este fendmeno puede ser debido a una estabilizacion
conformacional de la enzima (ocasionada por una mayor rigidez de su estructura y
prevencién de la disociacion de sus subunidades), a la proteccion que ejerce el
soporte frente a proteasas del medio, a una disminucion de los problemas de
agregacion intermolecular o a la creacién artificial de un microentorno favorable para la
enzima como resultado de la inmovilizacion (Arroyo, 1998; Garcia-Galan et al., 2011).
Esta estabilizacién es de gran importancia para la aplicacion industrial de las enzimas
inmovilizadas, sin embargo no es una tendencia general (Mateo et al., 2007). En cada
caso sera necesario determinar si la inmovilizaciébn ha provocado o no un cambio
sobre la estabilidad de la enzima inmovilizada y en caso afirmativo si se ha producido

un aumento o disminucion de ésta.

Estabilidad hacia reactivos

La inmovilizacion puede dar lugar a un aumento de la estabilidad de las
enzimas inmovilizadas frente a agentes desnaturalizantes (Hernandez y Fernandez-
Lafuente, 2011), inhibidores especificos y disolventes organicos (Oloffson y
Soderberg, 2006; Brady y Jordaan, 2009). La inmovilizacién puede disminuir la
inhibicion sufrida por la enzima, aumentando asi su estabilidad, mediante dos
mecanismos: exclusion del agente inhibidor del microentorno de la enzima
inmovilizada o disminucién de la afinidad de la enzima hacia el inhibidor (Mateo et al.,
2007). Esta estabilizacion supone un significativo aumento del campo de aplicacion de

las reacciones enzimaticas.

Estabilidad hacia enzimas proteoliticas

Cuando se realiza una reaccion enzimatica usando un extracto enziméatico
crudo a menudo se produce la inactivacion de la actividad catalitica por la presencia
de enzimas proteoliticas contaminantes. En general, se observa que la inmovilizacion
provoca un aumento de la estabilidad de las enzimas frente a la actividad proteolitica

de otras enzimas presentes en el medio de reaccion (Arroyo, 1998).
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Algunas de las estrategias seguidas para evitar la pérdida de actividad
catalitica por protedlisis han sido el atrapamiento de la enzima en geles de
poliacrilamida (Ortega et al., 1998) o en liposomas cuyas paredes han sido
permeabilizadas, de modo que pueda haber transito de sustratos y productos al
interior pero no de proteasas (Nasseau et al., 2001).

Estabilidad térmica

Normalmente la actividad catalitica de las enzimas aumenta al elevar la
temperatura, pero a temperaturas excesivamente altas tiene lugar su
desnaturalizacion. A través de la inmovilizacion se pretende aumentar la estabilidad de
una enzima frente a la temperatura operacional, de modo que su campo de aplicacién
sea mayor. No obstante, no siempre se consigue aumentar la estabilidad térmica y en
determinados casos se mantiene o incluso disminuye. Cuando se emplea el método
de inmovilizacion covalente, los enlaces formados entre la enzima y el soporte
estabilizan la conformacion de la enzima y dificultan su desnaturalizacién, provocando
generalmente una mejora en la estabilidad térmica (Arica et al. 2004; Kumari et al.
2008; Lloret et al, 2012). Si la enzima es inmovilizada por atrapamiento, su
comportamiento frente a la temperatura de incubacién no suele variar mucho respecto
a la enzima en disolucién, pudiendo incluso mejorar (Ortega et al. 1998; Bogra et al.,
2009). Sin embargo, cuando la inmovilizacién ocurre por adsorcién fisica puede ocurrir
una disminucion de la estabilidad térmica (Zhou et al., 2009), aunque también se ha
conseguido en numerosas ocasiones mantener o incluso mejorar dicha estabilidad
respecto a la observada para la enzima en disolucion (Arica y Bayramoglu, 2004,
Marin-Zamora et al., 2006; Tutar et al., 2009).

Estabilidad operacional

La estabilidad operacional de una enzima inmovilizada esta ligada a su
capacidad de reutilizacion y hace referencia al nimero de ciclos y duracion de los
mismos que es capaz de soportar manteniendo su actividad catalitica. Este factor es
uno de los mas importantes a la hora de que la aplicacién industrial de la enzima
inmovilizada resulte con éxito, ya que permite reducir enormemente los costes de la
produccion (Mogahrabi et al., 2012; Nwagu y Okolo, 2012). La estabilidad operacional
depende de factores como la estabilidad térmica de la enzima, el método de
inmovilizacion, la durabilidad del soporte y la presencia de inhibidores orgénicos asi

como de metales pesados en el medio de reaccion.
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Estabilidad durante el almacenado

La estabilidad durante el almacenado es uno de los parametros de interesante
estudio cuando se desarrolla un nuevo método de inmovilizacién y puede resultar muy
atil para determinadas aplicaciones. En numerosos casos la estabilidad de la enzima
frente al tiempo de almacenamiento fue mayor tras la inmovilizacion (D’Annibale et al.,

2000; Arica et al., 2004), aunque no siempre ocurre asi (Munjal y Sawhney, 2002).

Estabilidad frente al pH

La inmovilizaciéon de una enzima puede provocar cambios en el rango de pH en
gue ésta puede llevar a cabo su actividad catalitica. Este efecto es especialmente
notable cuando el soporte de inmovilizacion posee cargas electrostaticas. Asi, un
soporte polianiénico provoca generalmente un aumento de la estabilidad de las
enzimas hacia valores de pH alcalinos, mientras que uno policatiénico lo hace hacia
valores de pH &cidos (Sharma et al., 2003; Chang y Yuang, 2005; Karboune et al.,
2005). Cuando el soporte de inmovilizacidon es neutro, la estabilidad de la enzima
respecto a un determinado rango de pH suele ser similar a la estabilidad mostrada por
la enzima en disolucién (Sun y Zhao, 2011; Ansari y Husain, 2012). Sin embargo,
también se han descrito algunos casos en que enzimas inmovilizadas sobre soportes
neutros muestran estabilidad en regiones de pH diferentes a las mostradas por las

correspondientes enzimas solubles (Oliveira et al., 2000).
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1.1.4. Aplicaciones de las enzimas inmovilizadas

La inmovilizacién de enzimas ha dado lugar principalmente a aplicaciones en

los campos del analisis, la medicina, la industria y el medioambiente.

1.1.4.1. Aplicaciones analiticas

La utilizacién combinada de enzimas inmovilizadas con instrumentos analiticos
ha originado nuevos métodos de andlisis, de gran aplicacién en quimica, medicina y
medioambiente. Estos métodos, utilizados normalmente para la determinacion de la
concentracion de un sustrato, inhibidor, cofactor o activador de la enzima, consisten en
la deteccion por medio de un sensor o instrumento analitico de un producto formado o
cosustrato implicado en el proceso de catdlisis. Los biosensores enzimaticos estan
formados por un enzima inmovilizada acoplada a un transductor, que en contacto con
el analito, transforma la sefal quimica producida en una sefial eléctrica o de otro tipo
(6ptica, acustica o térmica, por ejemplo) (Arroyo, 1998; Mello y Kubota, 2002). La
especificidad del biosensor depende de la especificidad de la enzima, que puede
actuar sobre uno o mas sustratos; ademas, resulta necesario para esta aplicacion que
el tiempo de vida media de la enzima inmovilizada sea suficientemente grande, al

menos de varios dias (Roig et al., 1987).

Electrodos enziméaticos

Los biosensores mas desarrollados son aquellos que constan de un transductor
electroquimico, es decir, los llamados “electrodos enzimaticos” constituidos por un
electrodo en cuya superficie se ha inmovilizado la enzima. El electrodo de vidrio, capaz
de medir variaciones de pH y de amonio y basado en principios potenciométricos, ha
sido uno de los mas utilizados. También se emplean frecuentemente el electrodo de
Clark, capaz de detectar cambios en la concentracién de oxigeno y el electrodo de
carbono, dando lugar ambos a biosensores amperométricos (Ngo, 1980). Los
biosensores son de gran utilidad en el campo de diagnostico clinico, donde se
utilizaron por primera vez para la determinacion de glucosa mediante un electrodo de
oxigeno (Clark y Lyon, 1962) y posteriormente para la deteccion de urea (Sahoo et al.,
2011) y &cido urico (Zhang et al., 2004). También se utilizan biosensores enzimaticos
para el control de la calidad de los alimentos, cuantificando por ejemplo el azucar
presente en las bebidas (Arroyo, 1998). EIl control de la polucién del medioambiente
es otra de las aplicaciones de estos instrumentos, donde se han determinado

numerosos pesticidas que actian como inhibidores enzimaticos (Amine et al., 2006).
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Métodos de andlisis automatizados

Se han disefiado sistemas de andlisis automatizados donde la disolucion de
analito pasa primero a través de un reactor enzimatico y posteriormente por un
detector (Roig et al., 1987). El reactor enzimatico puede consistir en una columna
donde se encuentra empaquetada la enzima inmovilizada o en un tubo en cuya
superficie interna se ha inmovilizado una enzima. El detector puede ser de distintos
tipos: un espectrofotometro, fluorimetro, sistema electroquimico, termistor, etc. Se
puede acoplar también un sistema de muestreo automatico. Este método se ha
aplicado al analisis de numerosas sustancias como NADH, a partir de NADH oxidasa
inmovilizada en combinacion con un detector de luminiscencia (Murachi et al., 1990) y
glucosa, mediante inmovilizados de glucosa oxidasa o0 glucosa deshidrogenasa en
combinacién con un detector fotométrico o amperométrico (Schmid y Kunnecke, 1990;
Saito et al.,, 2008; Sanz et al., 2009). También se ha determinado urea a partir de
ureasa inmovilizada (Jia et al.,, 2011) y colesterol mediante colesterol oxidasa
inmovilizada (Schmid y Kunnecke, 1990; Rhagavan et al., 1999; Baticz y Témo6skozi,
2002). Ademés, se han desarrollado reactores enzimaticos miniaturizados o

microreactores, para el analisis de proteinas y acidos nucleicos (Urban et al. 2006).

Tiras reactivas multicapa

Existen tiras reactivas de papel u otro soporte hidrofilico, que contienen
enzimas inmovilizadas y reactivos de color apropiados. Estas tiras reactivas se han

aplicado a la deteccion de glucosa, urea, bilirrubina y triglicéridos (Roig et al. 1987).

Técnicas Cromatograficas

Cuando se pretende analizar los componentes de una mezcla compleja, suele
ser necesario recurrir a un paso previo de separacion de dichos componentes
mediante una técnica cromatogréfica. Las enzimas inmovilizadas han sido aplicadas al
campo de la cromatografia al ser introducidas como componente esencial de
determinadas columnas cromatograficas (Serrat et al., 1992). El fundamento de esta
técnica se basa en las interacciones altamente especificas que se dan entre una
enzima y su sustrato, producto de reaccion, inhibidor competitivo, coenzima o efector
alostérico y que permiten llevar a cabo la separacion o purificacion de estas
sustancias. Los logros mas importantes conseguidos han sido la resolucién de
mezclas racémicas y el aislamiento e identificacion de drogas que actlan como

sustratos o inhibidores de la enzima (Bertucci et al., 2003; Girelli y Mattei, 2005).
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1.1.4.2. Aplicaciones médicas

Una de las aplicaciones médicas mas importantes es la administracion de
enzimas inmovilizadas en microcipsulas para el tratamiento de enfermedades
causadas por carencia o alteracion de una determinada enzima (Mumtaz y Bachhawat,
1992; Rubio-Retama et al., 2007). La microcapsula protege a la enzima de la accién
de proteasas y permite una liberacion controlada al organismo; ademas, la membrana
gue la forma debe ser degradable de modo que el cuerpo pueda eliminarla. Por otro
lado, también resulta muy util la inmovilizacién de enzimas con actividad antitumoral,
cicatrizante u otras acciones terapéuticas. Por ejemplo, la enzima L-aspariginasa se
utiliza para el tratamiento de ciertas leucemias; para ello, se suministra a la sangre
asparaginasa microencapsulada o se pasa ésta por un hemodializador de fibra donde
ha sido inmovilizada la enzima y asi se consigue reducir los niveles de asparragina
responsables del desarrollo del cancer (Roig et al., 1987; Wolf et al., 2003). Las
enzimas tripsina y colagenasa se utilizan para eliminar los tejidos muertos de heridas y
gquemaduras, acelerar el crecimiento de nuevos tejidos e inhibir el crecimiento de
microorganismos contaminantes y con esta finalidad son inmovilizadas sobre celulosas
y fibras del tejido de apdsitos y vendas (Arroyo, 1998). La inmovilizacion de enzimas
también ha permitido grandes avances en otras areas relacionadas con el campo de la
medicina, tales como el diagnéstico clinico y la sintesis de determinados
medicamentos. Ademas, ha ayudado al andlisis de la estructura primaria de
biopolimeros como proteinas y acidos nucleicos y al estudio del mecanismo de accion

de enzimas, pudiendo comprender mejor ciertos procesos bioldgicos.

1.1.4.3. Aplicaciones industriales

La inmovilizacion consigue la estabilizacién de las enzimas y hace posible su

uso repetido, permitiendo el disefio de reactores enzimaticos aplicables a la industria.

Industria farmacéutica

En el sector farmacéutico las enzimas inmovilizadas han sido utilizadas
principalmente para la obtencion de antibidticos B-lactamicos y de farmacos
optimamente puros. En el primer caso, la enzima penicilina G-acilasa actta sobre la
penicilina G produciendo acido 6-amino penicilanico, precursor de dichos antibioticos
(lllanes et al., 2006; Cecchini et al., 2012). Mediante sintesis enantioselectiva se ha
llevado a cabo la obtencion de los antiinflamatorios no esteroideos ibuprofeno
(Marszall y Siédmiak, 2012), naproxeno (Erdemir y Yilmaz, 2012) y ketoprofeno
(Zhang y Liu, 2011), a partir de lipasa inmovilizada.
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Industria quimica

En el sector quimico se ha llevado a cabo el empleo de enzimas inmovilizadas
para la obtencién de perfumes, cosméticos, detergentes y pigmentos para tintas. La
inmovilizacién de la enzima lipasa se ha llevado a cabo para obtener fragancias y
aromas producidos por determinados ésteres obtenidos mediante transesterificacion
enantioselectiva (Tamalampudi et al., 2007). Se han preparado cosméticos para
acondicionar la piel y eliminar las células muertas superficiales que contienen
proteasas o B-glucosidasa inmovilizadas (Auriol et al., 1996). Las proteasas, lipasas,
amilasas y celulasas inmovilizadas pueden ser utilizadas en detergentes para eliminar
manchas (Pundir y Chaohuan, 2012). El acido gélico da lugar a un complejo ferroso
que se utiliza como pigmento de color negro y puede ser obtenido a través de la
hidrdlisis de los taninos a partir de una tanasa inmovilizada (Curiel et al., 2010).

Industria alimentaria

En la industria alimentaria se han empleado enzimas inmovilizadas en
procesos de hidrdlisis de proteinas e hidratos de carbono y en la mejora de las
propiedades organolépticas de ciertos alimentos (Arroyo, 1998). Se ha conseguido la
disminuciéon de lactoglobulina en la leche mediante la aplicaciébn de proteasas
inmovilizadas y la eliminaciéon de lactosa en la leche mediante el empleo de B-
galactosidasa inmovilizada (Bayramoglu et al., 2007; Ansari y Husain, 2012). La
degradacion de almidén se ha llevado a cabo mediante las enzimas amilasa (Sewhale
et al. 2007), glucoamilasa y glucoisomerasa inmovilizadas, obteniendo un jarabe
enriquecido en fructosa que sirve de edulcorante. El incremento del aroma de vinos y
zumos se ha conseguido mediante B-glucosidasa inmovilizada (Gonzalez-Pombo et
al., 2011) y la obtencién de suceddneo de manteca de cacao a partir de aceite de
palma mediante lipasa inmovilizada (Mojovic et al., 1993).

1.1.4.4. Aplicaciones medioambientales

Tal y como ya se ha comentado, las enzimas inmovilizadas pueden utilizarse
en la deteccion de ciertos contaminantes del medio natural. Ademas, se han aplicado

al tratamiento de aguas residuales y en la obtencién de biocombustibles y energia.

Tratamiento de aguas residuales

La eliminacion, en los procesos de descontaminacion de aguas, de fenoles y

pesticidas ha sido una de las importantes aplicaciones de las enzimas inmovilizadas.
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Los compuestos fendlicos, productos de considerable toxicidad y perjudiciales para la
salud, estdn presentes en las aguas residuales de muchas industrias: quimica
organica, colorantes, refinerias de petroleo, etc. La eliminacion de fenoles y derivados
fendlicos se ha conseguido mediante la utilizacion de tirosinasa (Chiacchierini et al.,
2004; Dinger et al.,, 2012), lacasa (Wang et al., 2012) y de diversos tipos de
peroxidasas (Duran y Esposito, 2000). Por otro lado, las enzimas cianuro hidratasa y
fosfotriesterasa son capaces de destruir respectivamente cianuro y compuestos

organofosforados, utilizados en pesticidas y herbicidas (Karam y Nicell, 1997).

Biocombustibles y células de combustible

Determinadas enzimas facilitan la obtencion de los llamados biocombustibles
(bioetanol y biodiesel) a partir de biomasa. Resulta muy util la inmovilizacién de dichas
enzimas para optimizar esta aplicacion. El bioetanol se puede obtener a partir de
sacarosa, almidén o lignocelulosa, mediante catdlisis enzimética con glucoamilasa y
celulasa (Fukuds et al., 2009). El biodiesel se obtiene a partir de aceites vegetales y
para ello puede utilizarse lipasa inmovilizada (Shieh et al., 2003; Ros et al., 2010;

Soumanou et al., 2012).

También se han empleado enzimas inmovilizadas para construir células de
combustible que convierten energia quimica en eléctrica (Ramanavicius et al., 2005;
Moehlenbrock y Minteer, 2008; Lee et al. 2009). El combustible de la célula es un
sustrato (metanol, etanol, glucosa o lactato), que es oxidado por una enzima apropiada
(alcohol deshidrogenada, glucosa oxidasa y lactato deshidrogenada, respectivamente).
Uno de los inconvenientes de este modo de obtencién de energia es la corta duracion

de estas células.
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2 POLIMEROS FOTOENTRECRUZADOS

La insolubilizacion de polimeros fotosensibles ha sido de gran relevancia a lo
largo de la historia. En la antigliedad, obtuvo una gran importancia el betdn de Judea,
una resina fotopolimerizable de origen mineral, que se utiliz6 como aislante del agua,
en la cementacion de casas y construccion de barcos. También fue utilizada esta
resina por los antiguos egipcios para el embalsamamiento de momias. Sin embargo, el
betin de Judea presentaba algunos inconvenientes como la necesidad de largos
tiempos de exposicién a la luz y que la diferencia de solubilidad entre regiones
expuestas y no expuestas no resultaba ser demasiado diferente. Louis Minsk fue el
primero en sintetizar un fotopolimero sintético, el cinamato de polivinilo (Minsk y Van-
Deusen, 1948), que al ser expuesto a la radiacion luminosa dio lugar a un polimero
fotoentrecruzado insoluble, con excelentes propiedades. Este material fue un éxito, ya
que super6 muchas de las desventajas de los fotopolimeros naturales. Desde
entonces, se ha desarrollado una larga lista de fotopolimeros sintéticos (Balaji et al.,
2003; Karagoz y Bicak, 2008).

Este tipo de compuestos puede dar lugar a la formacién de una imagen,
comportandose como resinas negativas. El proceso consiste en extender una capa de
resina sobre una placa, dejarla secar y posteriormente exponerla a la radiacién a
través de una fotomascara, que permite el paso de luz en determinadas areas pero no
en otras. Finalmente, la imagen aparece cuando se vierte sobre la placa un disolvente
o mezcla de disolventes (revelador) que disuelve la zona no irradiada. Esta
caracteristica ha dado lugar a la utilizacion de fotopolimeros sintéticos en modernas
aplicaciones como: circuitos integrados, fibras Opticas, prensas litograficas y memorias
hologréaficas (Neipp et al., 2003; Klein y Barsella, 2005; Kwan et al., 2009). También se
han aplicado los fotopolimeros en el desarrollo de biomateriales, especialmente en
odontologia (Baroli, 2006; Buruiana et al., 2012).

1.2.1. Reaccion de fotopolimerizacion

La reaccion de fotopolimerizaciobn consiste en la polimerizacion de un
mondmero o prepolimero mediante exposicion a la luz, obteniéndose asi polimeros de
mayor peso molecular que pueden tener una estructura lineal o entrecruzada. En
general, el efecto neto de la energia luminosa es la produccion de alguna especie que
actie como iniciador de la fotorreaccion. En el caso de las resinas o polimeros
fotoentrecruzables, esta reaccion da lugar a una disminucion de la solubilidad por la

formacion de una red tridimensional a partir de un conjunto de cadenas lineales.
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1.2.1.1. Tipos de fotoentrecruzamiento

La existencia de grupos fotorreactivos en monémeros y/o polimeros produce la
posibilidad de su fotoentrecruzamiento por medio de la luz. El grupo fotorreactivo
puede ser afiadido a un polimero ya formado, a través de grupos reactivos presentes
en este Ultimo que permitan su fijacion; o bien, puede formar parte inicialmente del

monomero dando lugar a un entrecruzamiento directo o tras ser polimerizado.

También se han obtenido polimeros entrecruzados mediante el empleo de un
fotoiniciador (especie activada por la luz y desencadenante de la polimerizacion) y/o
un agente entrecruzante (especie fotorreactiva que establece puentes entre cadenas).
Recientemente, se ha prestado especial atencion al entrecruzamiento mediante
fotoiniciadores catidnicos (Muller et al., 2001; Abdellah et al., 2003; Rosli et al., 2003).

Los polimeros fotoentrecruzables pueden dar lugar al entrecruzamiento
principalmente por dos vias: mediante la excitacion de croméforos o por
fotogeneracion de especies reactivas. El primer caso explica la ciclodimerizacién de
dobles enlaces (Bertmer et al., 2006) y sera tratado con profundidad en el siguiente
apartado. Mientras que el segundo caso, hace referencia a la fotogeneracién, a partir
de los precursores adecuados, de especies muy reactivas (nitrenos, carbenos o

radicales) que son las desencadenantes del entrecruzamiento.

. - hv
a) R—Ar—N=N=N —— > R—Ar—N:
-N, _
azida aromatica nitreno
) R+ - ho R
. 2
diazocompuesto carbeno
0]
) . hv HO
+ RVR — .
o fan
R" R" v
R" R"
benzofenona .
radicales

Figura 1.8. Fotogeneracion a partir del correspondiente precursor de diversas especies
reactivas (nitreno, carbeno y radical) capaces de producir reacciones de entrecruzamiento.
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Asi, existen resinas basadas en la descomposicion de azidas aromaticas,
donde se originan por accién de la luz nitrenos, especies deficientes en electrones
analogas a los carbenos (Reiser et al.,, 1966; Dongming et al., 2009). Las resinas
basadas en nitrenos se preparan uniendo grupos azida a la cadena de polimero
(Jameela et al.,, 2002; Nam et al., 2012). En lugar de enlazar grupos azida
directamente al polimero, puede emplearse también una bis-azida de bajo peso
molecular, que actuara como un reactivo bifuncional capaz de producir el
entrecruzamiento entre diferentes cadenas de polimero (Reiser, 1980; Young-Seok et
al., 2008). Algunos ejemplos de bisazidas son la 4-alquil-2,5-bis(p-azidobenzal)-
ciclohexanona y bis(4-azidobenzal)-ciclohexanona (Rojas-Melgarejo, 2002), que se

emplean generalmente con polidienos como el polibutadieno.

Nyjarmns N, _hv NN+ 2N,
bisazida

/ ) ~CH=CH—CHw + HyNwanNH,

" CH=CH—CHx»

i)~ CH=CH—CHw
~nr CH=CH—CH H

+ < :
NWN NH

|
WNCH—CH=CHww

iii) J‘N‘CHN—/CH—CHZM

§

N
/
\_ J\N‘CHZ—CH—\CH\N\A

Figura 1.9. Mecanismo de entrecruzamiento con la intervencion de nitrenos fotogenerados.
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Los acilsilanos y diazocompuestos son precursores de los carbenos. Aquellos
polimeros que contengan grupos acilsili o diazo pueden ser fotoentrecruzados
mediante la intervencion de estos intermedios (Yamashita et al., 1995). También se

han utilizado acilsilanos bifuncionales como reactivos entrecruzantes.

Los radicales intervienen en numerosas reacciones de polimerizacién y su
acoplamiento puede usarse también para originar entrecruzamiento. La abstraccion de
hidrégenos por cetonas triplete excitado (ej. benzofenona) y posterior acoplamiento
radicalario es uno de los procesos clasicos (Wang et al., 2005; Dongming et al., 2009).
Este proceso se ha utilizado por ejemplo para fotoentrecruzar copolimeros de
vinilbenzofenona y 4-dimetilaminoestireno (Reiser, 1989).

1.2.1.2. Ventajas sobre otros métodos de polimerizacion

Entre las ventajas del uso de la irradiacion respecto a otros métodos de
polimerizacibn se encuentra la rapidez con que transcurre la reaccion, siendo
suficiente tiempos de exposicién de solamente varios segundos para muchos de los
sistemas fotopoliméricos. Otras ventajas de la fotopolimerizacion son el bajo consumo
de energia que requiere y las bajas temperaturas de operacion, que evitan la
alteracion de grupos sensibles al calor. Ademas, en algunos casos resulta innecesario
el empleo de disolventes, con la correspondiente ventaja medioambiental. Por Gltimo,
una de las mayores ventajas es la posibilidad de entrecruzamiento selectivo, dando
lugar a una resina de tipo negativo, que permite la formacién de imagenes del modo

expuesto anteriormente (Fouassier et al., 2003).
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1.2.2. Ciclodimerizacion de dobles enlaces

1.2.2.1. Historia

Las fotorresinas naturales presentaban varios inconvenientes, entre ellos que
las imagenes formadas no eran muy resistentes al ataque acido durante el revelado y
gue también habia reaccién en la oscuridad. Surgié asi la necesidad de obtener un
fotopolimero hidrofébico que por su naturaleza resistiera los ataques en medio acuoso
acido. El camino de partida para resolver este problema consistié en la aplicacion de la
bien conocida fotodimerizacién del acido cinAmico en estado sélido (Minsk et al.,1959;
Tsuda, 1964). Esta reaccion da lugar a la ciclodimerizaciéon entre dos dobles enlaces
de dos moléculas de acido cinamico, por medio de la absorcion de energia luminosa,
obteniéndose dimeros menos solubles que el sustrato inicial (Bertmer et al., 2006).
Louis Minsk aplicé este principio a la fabricacion del primer fotopolimero sintético
(Minsk y Van Deusen, 1948; Minsk et al., 1959), el cinamato de polivinilo (PVCN).
Minsk asumi6 que al funcionalizar un polimero vinilico con grupos cinamoilo, se podria
conseguir la fotodimerizacion de dos grupos pertenecientes a distintas cadenas,
produciéndose asi un determinado numero de entrecruzamientos que daria lugar a la
insolubilizacion del polimero. El material obtenido fue un éxito, puesto que no ocurria
reaccion en la oscuridad, el material tenia un tiempo de vida largo, podia usarse en
fotografia ya que era resistente al revelado y tenia una resolucion excelente. Desde
entonces se han desarrollado una gran variedad de polimeros fotoentrecruzables
basados en la excitacion de cromoéforos, concretamente en la ciclodimerizacion de
dobles enlaces, con muy diversas aplicaciones (Rojas-Melgarejo et al., 2004c; Selvam
y Najundam, 2005; Marin-Zamora et al., 2007a; Kurioz et al., 2008; Nechifor, 2009)

HOOC
HOOC—CH=—CH AN
hv H H

—C
— |
H—CH
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<C::>~—CH::CH——COOH COOH

acido cindmico acido truxilico

Figura 1.10. Esquema de la fotodimerizacion del acido cinamico.
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1.2.2.2. Fotopolimerizacion de cuatro centros

La fotopolimerizacion de “cuatro centros” es un método relacionado con la
fotopolimerizacion de dobles enlaces. Este tipo de fotopolimerizaciébn ha sido
estudiada para 2,5-diestirilpirazina y también para 1,4-bis(B-piridil-2-vinil) benceno,
entre otros muchos (Wendell, 1983; Ebei, 1986; Dobrodumov et al., 1997). Estos
compuestos polimerizan gracias a la interaccion entre dos dobles enlaces
pertenecientes a moléculas de mondmero distintas, que dan lugar a la formacion de
unidades de ciclobutano que actian como eslabones de la cadena polimérica. Este
tipo de fotopolimerizacion tiene lugar en estado cristalino pero no en disolucion.
Ademas, la distribucién topoquimica de los dobles enlaces tiene una gran importancia,
como lo demuestra el hecho de que los compuestos isémeros 1,4-bis(B-piridil-3-vinil)
benceno y el 1,4-bis(B-piridil-4-vinil) benceno no sufran la fotopolimerizacién bajo las

mismas condiciones.
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Figura 1.11. Reaccion de fotopolimerizacion de “cuatro centros” de 2,5-diestirilpirazina (A) y de
1,4-bis(B-piridil-2-vinil) benceno (B)
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1.2.2.3. Grupos fotodimerizables

Existen diversas especies que contienen dobles enlaces y que pueden dar
lugar a reacciones de dimerizacion por accion de la luz en base al mismo principio que
rige la fotopolimerizacion de “cuatro centros”. En realidad, la reaccion de
fotodimerizacibn se puede interpretar como un solo paso o0 etapa de la
fotopolimerizacion de cuatro centros. De este modo, puede conseguirse también el
fotoentrecruzamiento de polimeros que contengan grupos laterales susceptibles de

sufrir fotodimerizacion.

La ciclodimerizacion de dos dobles enlaces mediante la absorcion de energia
luminosa tiene lugar por medio de la formacién de una unidad de ciclobutano. Se trata
de una cicloadicién [2+2] y para que ocurra es necesario que los 2 dobles enlaces se
sitien de manera paralela el uno respecto del otro (Bertmer et al., 2006). Aunque en el
“‘estado fundamental” la cicloadiciéon supra-supra [2+2] de los dos dobles enlaces
carbono-carbono estd prohibida por la simetria orbital segiin Woodward-Hoffman, si
que esta permitida si uno de los dos reactivos ha alcanzado el “estado excitado”
(Hasegawa, 1995), situacion promovida es este caso por la accién de la radiacion

luminosa.

N/
/C_C\ hv \(‘:H_CH/
\ . / /CH—(‘:H

Figura 1.12. Reaccion de ciclodimerizacion de dobles enlaces por accion de la luz.

Este tipo de cicloadicién [2+2] por medio de energia luminosa se da, ademas
de en las olefinas, en especies como cetonas a,B-insaturadas, ésteres a,B-insaturados
y polidienos conjugados (Ranby, 1998; Balaji et al., 2003), donde la reactividad del
doble enlace esta potenciada. Los dobles enlaces son mas reactivos en el caso de
disponer de un grupo carbonilo conjugado capaz de conferir al doble enlace la
polarizacion deseada. Ademas, en el caso de los cinamatos y similares, el grupo fenilo
aumenta la polarizabilidad y el poder de absorcion de luz del croméforo favoreciendo
la cicloadicién (Rojas-Melgarejo et al., 2007). A continuacién, en la Figura 1.13, se
muestran algunos ejemplos de grupos dimerizables que pueden unirse a un

determinado mondmero y/o polimero.
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Figura 1.13. Algunos grupos que dan lugar a fotoentrecruzamientos por cicloadicion [2+2]

Todos estas grupos (cinamato, chalcona, cumarina, etc.) aparecen una y otra
vez incorporados en las estructuras de un amplio rango de fotopolimeros sintéticos y
son los responsables de los entrecruzamientos que dan lugar a redes bi y
tridimensionales cuando éstos son sometidos a irradiacién, pudiendo ser utilizados en
numerosas aplicaciones (microlitografia, circuitos integrados, fotoconductores,

tecnologia de impresion o pantallas de cristal liquido).
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1.2.2.4. Fotoentrecruzamiento por excitacion de cromoforos

Uno de los cromoforos fotoentrecruzables méas empleados es el grupo
cinamoilo, que puede ser introducido en un compuesto de partida que contenga
grupos hidroxilo mediante reaccion con cloruro de cinamoilo (Rojas-Melgarejo et al.,
2004c; Marin-Zamora et al. 2007a). Esta reaccion se utilizd por primera vez para
sintetizar el ya mencionado cinamato de polivinilo (PVCN). Cuando se irradia con luz
este polimero, ocurren una serie de entrecruzamientos por fotoadicion entre un grupo
cinamoilo excitado (*) de una cadena con otro en su estado fundamental perteneciente

a otra cadena diferente (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Entrecruzamiento entre dos cadenas de un polimero fotoentrecruzable con grupos
cinamoilo (PVCN).

El cinamato de polivinilo es el polimero fotoentreruzable mas estudiado (Minsk
et al.,1959; Tsuda, 1964; Reiser, 1980; Egerton et al., 1981). Se ha comprobado que al
ser sometido a irradiacién con luz ultravioleta (a baja temperatura), mas del 80 % de
los productos de reaccion son ciclobutanos, el resto son el resultado de reacciones
laterales via radical. La reaccion de fotoisomerizacion (cis/trans) del grupo cinamoilo
puede competir poco o0 nada con la reaccion de fotodimerizacién. Cuando ocurre el
entrecruzamiento, se obtiene el éster derivado del &cido a-truxilico y no de otros
isdbmeros tales como el acido B-truxinico, de igual composicién quimica pero diferente
ordenacion espacial de los grupos Ar- y COOR. Este hecho ha argumentado la
necesidad de una determinada ordenacion espacial de los grupos cinamoilo para que

se produzca el entrecruzamiento.
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La participacion del estado excitado triplete del grupo cinamoilo en la reaccion
de fotoentrecruzamiento ha sido claramente demostrada. Este particular estado
excitado puede producirse por una irradiacién directa seguida de un cruce intersistema
del singlete al triplete, o por transferencia de energia del triplete de una determinada
substancia (sensibilizador) al triplete del grupo cinamico. La presencia de oxigeno
merma considerablemente el rendimiento de la reaccion fotoquimica (Buettner, 1964),
ya que éste es un eficiente bloqueador de tripletes.

También se han obtenido polimeros fotoentrecruzables con otros grupos
fotodimerizables. Por ejemplo, se ha sintetizado el estiril-acrilato de polivinilo (Leubner
y Unruh, 1966), cuya rapidez fotogréfica es 200 veces mayor que la del PVCN. Otros
cromoforos fotorreactivos de interés son las chalconas y los fenilén-diacrilatos. Se han
sintetizado polimeros que contienen grupos chalcona laterales (Rehab y Salahuddin,
1999; Selvam y Najundam, 2005) y otros donde las chalconas forman parte de la
estructura base de los mismos, como por ejemplo el obtenido mediante
copolimerizacién de 4,4’-dihidroxichalcona y epiclorhidrina (Dong et al. 2001) o el
obtenido mediante copolimerizacién de 4,4’-dihidroxichalcona, bisfenol A y 4,4'-
difluorodifenilsulfona (Wen et al.,, 2011). Los grupos chalcona tienen elevados
coeficientes de absorbancia por lo que la reaccion de fotoentrecruzamiento es
relativamente mas rapida que la que tiene lugar entre grupos cinamoilo, lo que
confiere a los derivados de chalcona una mayor resistencia y estabilidad térmica (Si et
al., 2011). Los fenilén-diacrilatos se pueden unir a un polimero con grupos hidroxi
mediante una union éster; o bien formar parte de la estructura base de un poliéster
(Aert et al., 1998), que puede obtenerse por ejemplo mediante condensacion del acido
p-fenilén-diacrilico con un glicol (Schellenberg y Bayer, 1962). Se han descrito
poliésteres basados en estirilpiridina, que son térmicamente estables por encima de
450°C (Montesinos, 1996). También se han usado cadenas laterales de estirilpiridinio
y estirilquinolinio como cromdéforos fotorreactivos (Ichimura et al., 1979, 1986 y 1988).
Ademas de poliésteres que contengan en su estructura grupos fotorreactivos
dimerizables como mondémeros constituyentes, se ha llevado a cabo la sintesis de
policarbonatos de similares caracteristicas (Hu et al., 2009). La mayoria de los
policarbonatos se basan en la presencia en su estructura de bisfenol A. La
introduccion de este glicol rigido conduce a materiales resistentes al calor. La reaccion
se puede llevar a cabo con fosgeno, el cual formara la unién carbonato entre el —OH
del bisfenol A 'y el —OH del diol que se desea polimerizar. Este diol puede ser el mismo
grupo fotoentrecruzable o bien poseer una funcién a la cual posteriormente pueda

unirse un grupo fotodimerizable.

Maria Elisa Marin Zamora 49



Tesis Doctoral Introduccién

Existen otros croméforos de interés, como son la dimetilmaleimida (Reiser,
1989; Seiffer et al., 2007), difenilciclopropeno (DeBoer 1973; Deboer et al., 1973) y
cumarina (Yoshiki et al. 1990; Nechifor, 2009; Ling et al., 2011), que conducen a la
formacion de dimeros policiclicos. Asi, por ejemplo, se ha incorporado
dimetilmaleimida en varios copolimeros acrilicos. Otro fotopolimero de interés se
obtuvo al introducir difenilciclopropeno en alcohol polivinilico. El tiempo de vida media
del estado triplete excitado del difenilciclopropeno es superior al de cualquier otro
croméforo que dimerice, por lo que las resinas basadas en difenilciclopropeno poseen
una elevada rapidez fotogréafica. Por ultimo, se ha utilizado también la cumarina para
originar entrecruzamientos entre cadenas poliméricas; este grupo se encuentra

normalmente anclado lateralmente a la estructura base del polimero.

1.2.2.5. Polimeros por entrecruzamiento derivados de esteres cindmicos

Los mondémeros o polimeros que incorporan grupos cinamoilo en su estructura
pueden dar lugar a polimeros entrecruzados cuando se someten a irradiacion con luz
UV, mediante reacciones de fotodimerizacion. Los dobles enlaces de dos grupos
cinamoilo de distintas cadenas dan lugar a cicloadiciones [2+2], formandose
fotoentrecruzamientos basados en unidades de ciclobutano (Balaji et al., 2003; Kumar
et al., 2007; Rojas-Melgarejo et al., 2007), tal y como se ha explicado anteriormente.
Se ha descrito en la literatura la existencia de algunos polimeros cinamoilados que
también pueden ser entrecruzados térmicamente, pero en este caso el
entrecruzamiento se llevaria a cabo presumiblemente mediante un mecanismo
radicalario (Sung et al., 2006). Ademas del cinamato de polivinilo, se ha preparado
recientemente una larga lista de sustancias fotorreactivas analogas a éste. Algunos
ejemplos de sustancias fotoentrecruzables sintéticas basadas en grupos cinamoilo
son: 4-metoxicinamato de polivinilo (Rajesh et al., 1998), poli[4-(2’-bromocinamoil)fenil
metacrilato] (Balaji et al., 2003), poli[4-bromocinamoilfenil acrilamida] (Selvan et al.,
2005), poli[etil a-ciano-(metacriloxi) cinamato] (Mahy et al., 2006), poli[fenil-4’-(m-
metacriloiloxialquiloxi) cinamato] (Kumar et al., 2007), polilactidas con grupos
cinamoilo anclados (Nagata e Inaki, 2009), copolimero formado por 5-metil-5-
cinamoiloximetil-1,3-dioxan-2-ona y L-lactida (Hu et al., 2009) y cinamato de
polimetilestireno, obtenido mediante reaccion de &cido cinamico con poliestireno
previamente clorometilado (Yi et al., 2011). Cabe destacar que la sintesis de los
ésteres cindmicos de una gran variedad de carbohidratos (Rojas-Melgarejo et al.,
2004a, 2004b, 2004c, 2006; Marin-Zamora et al., 2005, 2007a) ha sido llevada a cabo

por parte de nuestro grupo de investigacion.
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Este tipo de compuestos, ademas de ser utilizados para cualquiera de las
aplicaciones generales de los fotopolimeros entrecruzables expuestas en el siguiente
apartado, tienen una gran utilidad en la fabricacibn de materiales fotoalineados. Es
decir, se han obtenido cristales liquidos basados en polimeros con grupos cinamoilo,
donde la dimerizacion de los dobles enlaces, producida por irradiacion con luz
ultravioleta polarizada, confiere una orientacion y ordenacién molecular que da lugar a
un material anisétropo (Rajesh et al., 1998; Kumar et al., 2007; Zhang et al., 2007;
Kurioz et al., 2008). La anisotropia consiste en la dependencia de las propiedades de
un material segun la direccién que en ellos se considere y afecta a propiedades

mecanicas, eléctricas y opticas.

1.2.3. Aplicaciones generales

Entre las aplicaciones industriales y cientificas mas importantes de los

polimeros fotosensibles cabe mencionar las siguientes:

Aplicaciones médicas

Estos materiales se han utilizado para la fabricacion de empastes en
odontologia y de prétesis 6seas, en la obtencion de hidrogeles que pueden actuar
como lentes intraoculares, como materiales adhesivos capaces de unir tejidos y para
el encapsulamiento de especies de interés y posterior liberacién controlada (Peiffer,
1997; Ishihara et al. 2001; Baroli, 2006; Seppala et al., 2011; Buruiana et al., 2012).

Recubrimiento de superficies

Los fotopolimeros han sido utilizados ampliamente en el revestimiento de
superficies con fines decorativos y/o protectores (Peiffer, 1997). Por ejemplo, se han
utilizado soluciones de poliésteres insaturados y estireno para recubrir superficies de
madera, de modo que cuando ocurre la irradiacion se forma una capa protectora
(Garcia-Ruiz, 2002). También se emplean este tipo de compuestos para otros usos
como el tratamiento de las imperfecciones observadas en las planchas de marmol, el
recubrimiento de laminas de papel, el acabado de suelos, el recubrimiento de fibras

Opticas o de electrodos.

Aparatos electrénicos

Las fotorresinas tienen una gran importancia en la elaboracion de circuitos
impresos y/o circuitos integrados que forman parte de los aparatos electrénicos
(Peiffer, 1997).
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Artes graficas

Esta es una de las primeras y mas extendidas aplicaciones de las fotorresinas.
Dentro del campo de las artes gréficas se han utilizado estos materiales en la
elaboracion de placas litograficas, placas de texto impreso y placas flexograficas
(Cusdin, 1995; Toyama y Sakamoto, 1994, Peiffer, 1997). Ademas, se han aplicado en
la fabricacion de tintas de impresion UV (Granat et al., 2004).

Materiales 6pticos y electro-6pticos

Estos materiales juegan un importante papel en la obtencion de pantallas de
cristal liquido, inicialmente utilizadas en pequefios aparatos como calculadoras, pero
hoy dia ampliado su uso a la construccion de televisores o monitores de ordenador
(Peiffer, 1997; Seo et al., 2007; Zhang et al., 2007; Kurioz et al., 2008). Estos
materiales son también de gran importancia en holografia, haciendo posible la
reconstruccion de imagenes en tres dimensiones (Banyasz, 2000; Lawrence et al.,
2001; Neipp et al., 2003; Kwan et al., 2009; Breemen et al., 2011).

1.2.4. Esteres cinamicos de carbohidratos

Nuestro grupo de investigacion, “Quimica de carbohidratos, polimeros vy
aditivos industriales” (QCPAI), ha sido pionero en la sintesis de una gran variedad de
cinamatos de hidratos de carbono (Moliner-Mallén, 1986; Rojas-Melgarejo, 2002).
Concretamente, hemos llevado a cabo la obtencién y caracterizacién de los ésteres
cinamicos de: glicerina, D-sorbitol, D-manitol, D-arabinosa, D-fructosa, D-glucosa, acido
D-gulénico, acido D-glucurdnico, D-glucosona, 1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa,
etil-D-glucopirandsido, sacarosa, maltosa, inulina, dextrano, dextrina, almidén; y el
derivado  parcialmente  cinamoilado  3,5,6-tricinamoil-D-glucofuranosa.  Estos
compuestos, tal y como se ha explicado anteriormente, tienen la caracteristica de
experimentar reacciones de fotoentrecruzamiento por irradiacion con luz UV, dando
lugar a redes tridimensionales con un caracter mas insoluble. La utilizacion para
inmovilizacién de estos soportes ha sido ampliamente desarrollada por el grupo de
investigacion, tanto como método general (Garcia-Ruiz, 2004) como para la
inmovilizacién de las enzimas peroxidasa y B-galactosidasa (Rojas-Melgarejo et al.,
2004a, 2004b, 200c, 2006), tirosinasa (Marin-Zamora et al., 2005, 2006, 2007a,
2007b, 2009) e invertasa recombinante (Vallejo-Becerra et al., 2008). Recientemente,
se ha publicado un articulo donde otros autores (que nos citan en su trabajo) han
sintetizado el éster cinamico de la trehalosa (un disacarido) y llevado a cabo el estudio

de su fotoentrecruzamiento (Teramoto y Shibata, 2007).
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1.2.4.1. Obtencion y caracterizacion

Los derivados cinamoilados de los monosacaridos, disacaridos y polisacéridos
estudiados han sido preparados siguiendo una variante del método propuesto por Van
Cleve (Van Cleve, 1963), que consiste en hacer reaccionar el carbohidrato deseado

con el reactivo cloruro de cinamoilo, ambos disueltos normalmente en piridina.

CH,OH CH,00C-CH=CH-Ph
H——OH H——00C-CH=CH-Ph
OH—r—H Ph-HC=HC-COO——H
+ 6Ph-CH=CH-COCI] ——
H——OH H——00C-CH=CH-Ph
cloruro de cinamoilo
H——0OH H——00C-CH=CH-Ph
CH,OH CH,00C-CH=CH-Ph
D-sorbitol cinamato de D-sorbitol

Figura 1.15. Esquema de la reaccion de sintesis del éster cinamico de D-sorbitol.

Los ésteres cinamicos de carbohidratos obtenidos han sido caracterizados
mediante la realizacion de andlisis elementales, andlisis de resonancia magnética
nuclear (RMN), espectrofotometria visible-UV, espectroscopia de infrarrojo (IR) y

analisis térmicos (Moliner-Mallén, 1986; Rojas-Melgarejo, 2002).

Los espectros de RMN de protén muestran generalmente sefiales a: 6 =~ 4.4-4.9
ppmy d = 5.3-6.1 ppm debidas a los protones del carbohidrato; 6 =~ 6.4-6.6 ppmy 6 =
7.7-7.9 ppm debidas a los protones vinilicos; y & = 7.4 ppm debida a los protones
aromaticos. La relacién entre los resultados de la integracién de las diferentes sefiales
da informacién sobre el grado de esterificacion, que para nuestros soportes se
pretende que sea del 100%. La ausencia de la banda de OH en espectros de RMN-
'H indica cinamoilacion completa, que puede confirmarse cuando no desaparece

ninguna banda de ese espectro al realizarlo afiadiendo agua deuterada.

Los espectros de UV-visible muestran maximos de absorciéon a longitudes de
onda de 278-280 nm, correspondientes a la banda tipica de absorcién del doble enlace

del grupo cinamoilo.
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En los espectros de IR se pueden distinguir las bandas tipicas de los ésteres
a,p-insaturados a 1720, 1312 y 1160 cm™; las debidas al doble enlace carbono-
carbono (trans) conjugado a 1637, 1285, 980 y 865 cm™; las correspondientes al
ndcleo aromatico a 1600, 1500 y 1450 cm™ y por Gltimo; las caracteristicas del
benceno monosustituido a 770 y 685 cm™. Aparecen también las bandas
correspondientes al polisacarido, tales como las de 1331, 1100, 1072 y 960 cm-*, por
ejemplo. La ausencia de la banda caracteristica del grupo hidroxilo (-OH) entre los
3200-3600 cm™, prueba que se trata de un compuesto totalmente cinamoilado.

El analisis térmico diferencial muestra en el caso de los derivados totalmente
cinamoilados de polisacéaridos y oligosacaridos, pequefios picos de absorcién de calor
en la primera rampa térmica, mientras que en la segunda rampa no se observan
puntos de fusién ni de transicion vitrea en el intervalo entre 0 y 300°C. Por lo tanto,
todos estos soportes de inmovilizacion serdn muy estables a las temperaturas de

trabajo habituales, incluso sin necesidad de ser entrecruzados.

Sin embargo, los compuestos polihidroxilicos muestran picos agudos de
absorcion de calor mientras que en la segunda rampa ya no se detectan pues las
muestras han oligomerizado. Por lo tanto, estos soportes, al igual que los
anteriormente citados, serdn muy estables a la temperatura, pero serd necesario su
entrecruzamiento previo a su utilizaciébn. Un comportamiento similar muestran los

derivados de D-fructosa, D-glucosa y D-glucosona.

Por ultimo, dentro del grupo de derivados cinamoilados de monosacéridos, los
de D-arabinosa y 1,2-O-isopropilidén-a-D-glucofuranosa presentan puntos de fusion
definidos a temperatura relativamente bajas tal que aun en la segunda rampa de
calentamiento aparecen picos de absorcion de calor debido a la presencia de
moléculas que no han oligomerizado tras calentar inicialmente a 300°C. Estos
compuestos deberan ser altamente entrecruzados para obtener soportes que no

sufran alteraciones térmicas.
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Figura 1.16. Espectro RMN-'H (A), espectro IR (B) y andlisis térmico diferencial (C) de
hexacinamato de D-sorbitol.
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1.2.4.2. Fotoentrecruzamiento

Estos prepolimeros contienen varios grupos cinamoilo en su estructura, lo que
permite que al ser irradiados con luz UV se produzca la formacién de un polimero
entrecruzado, obtenido por el entrecruzamiento de grupos cinamoilo pertenecientes a
distintas moléculas mediante cicloadicion [2+2]. El procedimiento para llevar a cabo el
fotoentrecruzamiento consiste en extender una pelicula del prepolimero sobre una
superficie, dejar evaporar el disolvente y posteriormente irradiar con luz UV. Conforme
aumenta el tiempo de exposicién a la luz UV (tiempo de irradiacion) va aumentando
también el grado de entrecruzamiento, hasta que llega un momento en que la
fotopolimerizacion se ha completado. El seguimiento del grado de entrecruzamiento
puede llevarse a cabo mediante un espectrofotometro de UV-visible o analisis de
RMN-'H (Rojas-Melgarejo et al., 2007). En el primer caso (el méas sencillo), se miden
los cambios de absorcion a la longitud de onda de 280 nm, correspondiente a la
absorcion del doble enlace del grupo cinamoilo (croméforo). Conforme aumenta el
tiempo de irradiacion se puede observar que disminuye la intensidad de la absorcién
del doble enlace, ya que éste va desapareciendo al dar lugar a la formacién de
unidades de ciclobutano. Por otro lado, en los espectros de RMN de protdn se toma
como referencia las sefiales pertenecientes al anillo aromético y se puede observar
como las pertenecientes a los protones vinilicos van disminuyendo respecto a éstas

conforme aumenta el tiempo de irradiacion.
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Figura 1.17. Cambios en el espectro UV del hexacinamato de D-manitol durante la irradiacion.
De arriba a abajo, tiempos de irradiacioén: 0, 10, 20, 30, 45, 60, 120, 240, 300, 450 y 600 s.
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En un estudio reciente de este grupo de investigacion (Rojas-Melgarejo et al.,
2007) se ha comprobado que se puede controlar el grado de entrecruzamiento entre
mondémeros de cinamato de D-manitol afiadiendo como bloqueador de cadena un
cinamato monofuncional (cinamato de p-nitrofenol). ElI cinamato monofuncional actlda
como bloqueador de cadena (tapén de cadena), ya que al contar este reactivo con un

solo grupo cinamoilo no permite que la cadena polimérica siga creciendo.

1.2.4.3. Ventajas en la inmovilizacion

La inmovilizacion de enzimas mediante la utilizacion de estos monomeros o
polimeros fotoentrecruzados presenta numerosas ventajas. En primer lugar cabe
mencionar la facil preparacion del soporte de inmovilizacién, que se obtiene
simplemente por formacién de una pelicula del derivado cinamoilado y posterior
irradiacién con una fuente luminosa adecuada. Tras la irradiacion ningin disolvente
organico serd requerido, viéndose favorecida la actuacion de las enzimas que
normalmente sufren desnaturalizacion en estos medios. Ademas, en caso de querer
utilizar un medio organico también seria posible, ya que la insolubilizacién que produce
el entrecruzamiento lo permitiria. La inmovilizacion de la enzima es posible de manera
muy sencilla, simplemente poniendo en contacto el soporte con una disolucién acuosa
de ésta, la enzima se inmoviliza por adsorcion hidréfoba en los soportes totalmente
cinamoilados y entrecruzados. La naturaleza del monémero, asi como el grado de
cinamoilacion y de entrecruzamiento, pueden afectar a aspectos tan importantes como
el tamafio molecular, grado de hidrofobia/hidrofilia del soporte y su porosidad, lo que
permitiria disefiar el soporte de inmovilizacion mas adecuado segun la naturaleza de la
enzima y de la reaccion catalitica. Por ultimo, otros métodos de inmovilizacion también
serian posibles eligiendo el mondémero adecuado e introduciendo los grupos

funcionales necesarios.
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8 TIROSINASA

La investigacion sobre tirosinasa tiene ya una larga historia, pues los primeros
trabajos se remontan a alrededor de un siglo atrés. Su estudio ha sido abordado desde
diversas disciplinas, incluyendo la biofisica, genética, quimica tedrica, bioquimica,
espectroscopia, quimica aplicada y medicina. Sin embargo y a pesar de su larga
andadura, cabe decir que aun siguen sin conocerse completamente algunos aspectos
de su estructura y mecanismo. Ademas, actualmente siguen siendo objeto de estudio

sus posibles aplicaciones, especialmente tras la inmovilizacion.

En los siguientes apartados se tratardn las principales caracteristicas de las
tirosinasas de diversos organismos, entre ellas sus funciones fisiologicas y
propiedades generales, asi como los aspectos fundamentales de su sitio activo y su
mecanismo de reaccion. También se hard referencia a los diversos estudios de

inmovilizacion realizados sobre dicha enzima y las aplicaciones de los mismos.

1.3.1. Caracteristicas generales

La enzima tirosinasa o polifenol oxidasa (PPO) (monofenol, o-difenol: oxigeno
oxido-reductasa, EC 1.14.18.) es una cuproproteina de tipo 3 que cataliza dos tipos de
reacciones acopladas en las que interviene oxigeno molecular, (a) la hidroxilacion de
monofenoles a o-difenoles (actividad monofenolasa) y (b) la oxidacién de o-difenoles a

0-quinonas (actividad difenolasa).

En los organismos aerobios la mayor parte del oxigeno consumido es reducido
a agua en la oxidasa terminal de la cadena respiratoria. Sin embargo, también se
utiliza una cantidad significativa del mismo en reacciones catalizadas por una clase de
enzimas denominadas oxigenasas. Estas enzimas incorporan uno o dos atomos de
oxigeno por mol de sustrato, por lo que se dividen respectivamente en
monooxigenasas Yy dioxigenasas. Las monooxigenasas, llamadas oxidasas de funcién
mixta, catalizan la reduccion de un atomo de oxigeno a agua, mientras el otro es
transferido al sustrato. Estas enzimas pueden presentar cuatro tipos distintos de
grupos prostéticos: cobre, hierro no “hemo”, hierro “hemo” y flavinas. Las
monooxigenasas que contienen cobre como grupo prostético representan un grupo
bastante reducido en comparacién con las otras tres clases, y a este reducido grupo

pertenece la enzima tirosinasa (Pefalver-Jara, 2006).
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1.3.1.1. Funciones fisioldgicas

La enzima tirosinasa es una enzima ampliamente distribuida en toda la escala
filogenética, que ha sido aislada a partir de un gran nimero de especies. La gran
variedad de posibles sustratos y la elevada reactividad de las o-quinonas generadas
determinan la participacion de esta enzima en procesos fisiologicos tan diversos como
la biosintesis de ligninas, la esclerotizacion de la cuticula de los artropodos y la
biosintesis de melaninas (Lozano y Solano, 1989; Sugumaran, 2001; Nagai et al.,
2007).

Las melaninas son polimeros heterogéneos de caracter polifendlico y
estructura poco definida, con coloracién variable desde el amarillo hasta el negro
(Rosas et al., 2000). La melanogénesis lleva a cabo numerosas funciones fisiolégicas

en distintos organismos, tal y como se describe a continuacién (Halaouli et al., 2006).

En las frutas, hortalizas y hongos, las melaninas son las responsables del
pardeamiento que aparece en tejidos que han sufrido algun tipo de dafio, corte o
infeccion, expuestos al aire y que ocurre con frecuencia en el almacenamiento post-
cosecha, lo que supone un importante problema para el consumo en fresco y la
transformacion industrial de frutas y hortalizas (Seo et al., 2003). La implicacién de la
enzima tirosinasa en este proceso ha sido claramente demostrada (Halaouli et al.,
2006; Mayer, 2006). Es posible que las melaninas y sus diversos metabolitos
precursores (melandgenos) constituyan un mecanismo de defensa de las plantas,
debido a sus propiedades bacteriostaticas e inhibidoras de proteasas de insectos
(Mayer, 2006; Thipyapong, 2007). En los hongos, se ha establecido que las melaninas
estdn conectadas con la formacion de los drganos reproductores y las esporas, la
virulencia de los hongos patdgenos y la proteccién de tejidos después de resultar
danados (Halaouli et al., 2006).

En los invertebrados, la melanina aparte de dar pigmentacion, esta envuelta en
otros importantes procesos fisioldgicos, como mecanismos de defensa o inmunidad,
para protegerse de la invasion de microorganismos y otros parasitos (Nappi et al.,
2005). En algunos insectos y artropodos, la produccion de melanina es utilizada para
encapsularse ante organismos extrafios o para llevar a cabo el proceso de
esclerotizacion, favoreciendo el endurecimiento de la cuticula (Parkinson et al., 2001,
Nagai et al., 2007). Ademas, la formacion de melanina en sitios dafiados previene la
pérdida de sangre, mientras que los precursores de quinonas melanogénicas

citotdxicas podrian actuar atacando microorganismos en el sitio herido.
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En los cefalépodos, la accion de las melaninas también es de defensa. Al ser
atacados expulsan tinta, una sustancia de naturaleza melénica, que les permite

ocultarse y bloquear el olfato de sus depredadores (Russo et al., 2003).

Dentro del grupo de los vertebrados, los peces, anfibios y reptiles llevan a cabo
rapidos cambios de coloracion, con fines de camuflaje, provocados por la
reorganizacion de granulos de pigmentos en la epidermis (Caliman et al., 2005).

Sin embargo, el sistema melanico méas conocido es el de los mamiferos cuya
piel, cabello y ojos muestran variaciones debidas a numerosos factores, siendo el mas
determinante de ellos el grado y la distribucion de los pigmentos de melanina. Los
pigmentos de melanina participan en procesos de reconocimiento y atraccion sexual,
camuflaje, termorregulacion y proteccion frente a radiaciones solares (Chi et al., 2006;
Herrling et al., 2008). También se han atribuido a las melaninas acciones protectoras
frente a diversos agentes téxicos naturales y algunos farmacos. En los humanos, la
principal funcién de las melaninas es la fotoproteccion de la piel mediante la absorciéon
de radiaciones UV, pues de no ser absorbidas estas radiaciones por estos pigmentos,
el ADN podria resultar dafiado a través de la formacién de especies reactivas de
oxigeno. La deficiencia humana en melaninas provoca el albinismo y el vitiligo, que
son dos enfermedades caracterizadas por la aparicibn en la piel de zonas sin
pigmentar (Spritz et al.,, 2003). La produccién anormal de melanina puede
manifestarse en forma de pecas, melasmas (grandes manchas oscuras en la piel) y
lunares (manchas de sol). Actualmente, existe un gran interés hacia la implicacion de
las melaninas en los melanomas malignos, tumores cancerosos de la piel cuya
incidencia estd aumentando entre la poblacion, probablemente debido a una mayor
exposicion a las radiaciones solares y a la disminucién de la capa de ozono sobre la
Tierra (Kaur y Hill, 2001; Godbole et al., 2006). Por otra parte, se ha comprobado la
existencia de melaninas en diversos tipos de neuronas. Se estan estudiando las
posibles relaciones de las neuromelaninas con lesiones neuronales y con el aumento
de la vulnerabilidad selectiva de estas células en la enfermedad de Parkinson
(Kulisevsky et al., 2001; Fedorow et al., 2005).

1.3.1.2. Tirosinasa de hongos y plantas

La enzima tirosinasa del champifion comun, Agaricus bisporus, y la del
ascomiceto, Neurospora crassa, son las mas conocidas desde el punto de vista
molecular, estructural y cinético (Fan y Flurkey, 2004; Fenoll et al., 2004b; Lerch, 1983;
Sanchez-Ferrer et al., 1995; Pefalver et al., 2005; Selinheimo et al., 2007).
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Esta enzima, ha sido extraida y purificada también de muchos tejidos
vegetales, entre ellos: manzana (Espin et al., 1995), alcachofa (Espin et al., 1997),
aguacate (Gémez-Lbépez, 2002), pera (Espin et al., 1996), menta (Kavrayan y Aydemir,
2001), tabaco (Shi et al., 2001), tomate (Newman et al., 1993), latex (Wititsuwannakul
et al., 2002), patata (Marri et al., 2003), café (Pereira-Goulart et al., 2003), alamo
(Wang y Constabel, 2003), caqui (Nufiez-Delicado et al., 2003), mora (Arslan et al.,
2004), remolacha (Gandia-Herrero et al., 2004) y melocoton (Cabanes et al., 2007).

La funcion de la enzima tirosinasa sigue siendo confusa y objeto de
controversia (Onsa et al., 2000; Mayer, 2006). A este hecho se atribuyen varias
caracteristicas propias del sistema enzimatico, como pueden ser su doble actividad
(monofenolasa y difenolasa) y la complejidad en su extraccion y purificacion (Nagai y
Suzuki, 2001; Halaouili et al., 2006). Aun asi, se han sugerido para ella diversas
funciones, basadas casi todas ellas en su capacidad generadora de quinonas, tal y

como se describe a continuacion.

Participacion en procesos biosintéticos

Se ha relacionado la enzima tirosinasa con la obtencién de o-difenoles y la
biosintesis de fenilpropanoides y betalainas (Azcon-Bieto et al., 1993; Strack et al.,
2003; Gandia-Herrero et al., 2005a). Sin embargo, adn no se han obtenido resultados

concluyentes al respecto (Mayer, 2006).

Actuacién como transportador electréonico

Se ha sugerido la actuacién de tirosinasa como transportador electrénico, ya
que las o-quinonas que produce poseen un alto poder oxidante (Mayer y Harel, 1979;
Mayer, 2006). Ha sido postulada su intervencion en la “Reaccion de Mehler”, un
sistema de transporte electrénico no ciclico que incluye oxigeno como aceptor terminal
(Tolbert, 1973). También se cree que esta enzima esta asociada con los fotosistemas |
y Il 'y se especula con su posible participacion en la produccién de ATP y la regulacion
de O, (Lax y Vaughn, 1991). Recientemente, se ha demostrado que la tirosinasa melB

de Aspergillus oryzae funciona como transportador de oxigeno (Fujieda et al., 2012).

Intervencion en la requlacion del crecimiento de las plantas

A este respecto, se ha observado que los niveles de tirosinasa en tejidos de
zanahoria mantenidos en cultivo aumentan en la etapa de crecimiento de la raiz.
También se ha comprobado que durante la fase de maduracion de ciertas frutas

resulta inducida la produccion de tirosinasa (Joy et al., 1995).
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Accion de defensa

Frecuentemente se asocia a la actuacién de tirosinasa en hongos y plantas una
funcién de defensa (Mayer, 2006; Thipyapong et al., 2007). Asi, un corte, dafio o
infeccion en un tejido produce la mezcla de la enzima con sus sustratos, que hasta el
momento han estado confinados en otros compartimentos celulares, dando lugar a la
formacion de o-quinonas. Estas pueden unirse a proteinas, inactivandolas, o
polimerizar dando lugar a melaninas. Tanto las melaninas como las o-quinonas tienen
un gran poder bacteriostéatico e incluso se ha comprobado su capacidad para inactivar
parcialmente un tipo de virus de la patata (Pierpoint et al., 1977). En este sentido, se
conoce desde hace tiempo que la produccion de quinonas es esencial en la resistencia
de la manzana a la infeccion por Venturia inequalis y que ayudan también a prevenir la
extension de la infecciobn por Botrytis cinerea en haba (Deverall, 1961). Estudios
realizados recientemente sobre plantas de tomate transgénicas han demostrado que
un mayor nivel de tirosinasa provoca un aumento de la resistencia de la planta frente a
la bacteria Pseudomonas Syringae, asi como a diversos insectos (Thipyapong et al.,
2007). También se ha establecido una posible correlacion entre los niveles de
tirosinasa en la planta y su grado de resistencia al estrés hidrico, sugiriéndose que
niveles bajos de tirosinasa ocasionan una mejor resistencia a la sequia (Thipyapong et
al., 2004; Mayer, 2006). En hongos parece claro que la funcion de la enzima tirosinasa
radica en la formaciéon de melaninas durante el desarrollo de los cuerpos fructiferos y
esporas (Bell y Wheeler, 1986), incrementando asi la resistencia de las paredes
celulares de las esporas a las enzimas hidroliticas originadas por bacterias, tales como

glucanasa y quitinasa (Halaouli et al., 2006).

Intervencion en el proceso de pardeamiento de frutas y hortalizas

Un gran numero de estudios ha relacionado la enzima tirosinasa con el proceso
de pardeamiento que tiene lugar en frutas y hortalizas (Mayer, 2006; Vitti et al., 2011,
Loizzo et al., 2012). El proceso de pardeamiento de los alimentos abarca reacciones
de aminoacidos, proteinas, glucidos, lipidos y fenoles que causan el deterioro de
champifiones, frutas y hortalizas durante su almacenamiento y su procesamiento
doméstico, comercial e industrial. La pérdida en calidad nutritiva y potencialmente en
seguridad se atribuye a la destruccion de aminoacidos esenciales, descenso en
digestibilidad, inhibicion de enzimas proteoliticas y glucoliticas, interaccion con
cationes metdlicos y formacién de sustancias antinutritivas y toxicas (Kim y Uyama,
2005). Este pardeamiento puede ser de dos tipos: enzimatico y no enzimético (Rocha
y Morais, 2002; Billaud et al., 2005).
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a) Pardeamiento no enzimético

El pardeamiento no enzimatico se debe a una serie de reacciones quimicas,
que se dan principalmente al calentar los alimentos, denominadas reacciones de
Maillard (Hidalgo y Zamora, 2000; Finot, 2005; Welner et al., 2011). Se trata de
reacciones entre aminas, aminoacidos, péptidos o proteinas (compuestos con un
grupo amino libre) con azucares reductores u otros compuestos, como acido ascorbico

0 &cidos grasos oxidados (que contienen un grupo carbonilo libre).

Amino
Compuestos 'T
c=o0
+ —— Glucosaminas —__y COMpuestos I Melanoidinas
de Amadori c=07>
Azlcares I‘? Grupos amino
Reductores

Desoxiglicosulosas

Figura 1.18. Esquema del transcurso del proceso de pardeamiento no enzimatico.

b) Pardeamiento enzimatico

El pardeamiento enziméatico es el principal causante del oscurecimiento de los
tejidos vegetales. Este proceso ocurre debido a alteraciones celulares, originadas por
lesiones mecanicas o cambios de temperatura, que dan lugar a la
descompartimentacion de sustratos y enzimas. La enzima tirosinasa es la responsable
en mayor medida del proceso de pardeamiento enzimatico en frutas y hortalizas
(Rodriguez-Lépez et al.,, 1999; Rocha y Morais, 2002; Mayer, 2006), aunque otras
enzimas como las lacasas y peroxidasas también pueden contribuir al mismo (Chilaka
et al., 2002; Nagai, 2003).

R
0 Grupos
2 amino, tiol, OH, etc
N\ 5 ¥_> Melaninas
OH Tirosinasa (0]

(OH 0

Figura 1.19. Esquema del transcurso del proceso de pardeamiento enzimatico.
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La actuacion de tirosinasa sobre monofenoles y o-difenoles da lugar a la
formacion de o-quinonas, que a su vez experimentan reacciones de polimerizacion
generandose los indeseados productos de naturaleza melanica, de color pardo/
marron, que originan ademas del cambio de color, alteraciones en el aroma y sabor,
en la textura y propiedades nutritivas de estos alimentos (Kim y Uyama, 2005; Mufioz-
Mufioz et al., 2009).

Otras enzimas como las lacasas y peroxidasas pueden también contribuir al
proceso de pardeamiento. Las frutas y hortalizas parecen estar casi desprovistas de
lacasa (Billaud et al., 2003), por lo que su influencia en el oscurecimiento se considera
minima. Las peroxidasas, mucho mas difundidas en el reino vegetal, no suelen
intervenir de forma decisiva en el proceso de oscurecimiento debido al bajo contenido
de perdxido de hidrogeno existente en los tejidos vegetales (Billaud et al., 2003;
Toivonen y Brummell, 2008). Aun asi, se han descrito determinados casos en los que
se reconoce que la enzima peroxidasa juega un papel de cierta relevancia en dicho
proceso (Gandia-Herrero et al., 2003; Chisari et al., 2007), debido posiblemente a una
actuacion sinérgica peroxidasa—tirosinasa, donde la primera utiliza el perdxido de
hidrégeno e intermedios oxidables originados por la actuacién de la segunda (Chisari
et al., 2008).

El pardeamiento enzimatico es caracteristico del champifion, en el cual
predomina sobre el pardeamiento no enzimatico. El champifién recolectado sufre un
oscurecimiento que se incrementa con el tiempo post-cosecha, asi como con la
iluminacion, la ventilacion y el calentamiento ambiental, especialmente cuando los
carpoforos sufren golpes, cortes o rasgaduras. La enzima tirosinasa es, sin lugar a
dudas, la principal responsable del pardeamiento en el champifion (Jolivet et al.,
1998). Este fendbmeno supone un grave problema a nivel industrial y provoca grandes
pérdidas econdémicas en el sector del champifién, al reducir la vida util del producto
(Seo et al., 2003). Por esta razon, se han desarrollado numerosas estrategias con la
finalidad de atenuar o eliminar el proceso de pardeamiento enzimatico. Estas técnicas
consisten en la inactivacion de la enzima por altas temperaturas, acidos, inhibidores,
eliminacion del medio de alguno de los sustratos de la reaccion o reduccion de los
productos quinénicos (Kim y Uyama, 2005). Estos procedimientos se comentan
detalladamente en el apartado 1.3.4.3 de la presente Memoaoria, referido a las

aplicaciones de la regulacion enzimética de tirosinasa.
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1.3.2. Estructura

1.3.2.1. Propiedades moleculares

El nivel y localizacion predominante de tirosinasa en la célula depende de la
especie, variedad, madurez y edad (Vamos-Vigyazo, 1981). Se trata de una enzima
intracelular que en las plantas mas evolucionadas se localiza principalmente en la
membrana tilacoidal del cloroplasto, pero también puede encontrarse en la
mitocondria, microsoma, peroxisoma y citoplasma (Mayer, 2006; Zawistowski et al.,
1991). En hongos Yy frutos se suele considerar como una enzima citosolica (Mayer,
2006; Halaouli et al., 2006). En mamiferos, se encuentra ligada a la membrana de los
melanosomas y en la especie bacteriana Streptomices, la enzima es secretada fuera

de la célula.

Se ha encontrado una gran variedad de formas multiples de tirosinasa, la
mayoria originadas por artificios de la extraccion (Vamos-Vigyazo, 1981; Halaouli et
al., 2006). A pesar de ello el empleo de nuevas técnicas de cromatografia y de
purificacién con adsorbentes especificos ha permitido la eliminacion de algunos de
estos isomorfos (Halaouli et al., 2006). Dependiendo de su origen la enzima estara
constituida por una o varias cadenas poliméricas. En Agaricus bisporus se ha
caracterizado como una proteina tetramérica (H,L,) con una masa molecular de 120
kDa, compuesta de dos subunidades pesadas (H) de aproximadamente 43 kDa y 392
residuos y dos subunidades ligeras (L) de aproximadamente 14 kDa y 150 residuos
(Strothkamp et al., 1976; Ismaya et al., 2011a, 2011b). El aislamiento de una forma de
tirosinasa monomeérica activa de 43 kDa sugiere que la subunidad H de la proteina
tetramérica H,L, es tirosinasa, mientras que la funcién de la subunidad L se
desconoce (Ismaya et al., 2011a, 2011b). Tirosinasa de Aspergillus oryzae es también
una proteina tetramérica, pero formada por subunidades de 67 kDa (Ichishima et al.,
1984), mientras que tirosinasa de Neurospora Crassa es considerada como un
mondmero de 46 kDa, formado por protedlisis a partir de un precursor de 75 kDa
(Halaouli, 2006). De los frutos de Lentinula edodes se han aislado seis isomorfos de
tirosinasa, formados por una subunidad con actividad catalitica (54 a 55 kDa) y una
subunidad hipotéticamente reguladora (15 6 50 kDa) (Kanda el al., 1996). La tirosinasa
de la bacteria Bacillus megaterium puede aparecer en disolucibn como un monémero
de 35 kDa o un dimero de 70 kDa, en un equilibrio que depende de la concentracion

de enzima (Sendovski et al., 2011).
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Tanto en plantas, hongos como en invertebrados existen tirosinasas en forma
latente que tienen que ser activadas. La pro-enzima en forma latente parece ser muy
estable y en algunos casos ha sido extraida y purificada parcialmente (Gandia-Herrero
et al., 2004; Cabanes et al., 2007). En Agaricus bisporus se ha determinado que
aproximadamente entre el 98-99% de la tirosinasa de champifion esta en forma latente
(Espin y Wichers, 1999a, 1999b; Espin et al., 1999). En el mecanismo de activacion In
vivo se ha sugerido la intervencién de una proteasa enddgena cortando un péptido
protector. En cambio, In vitro, la pro-enzima puede ser activada mediante una gran
variedad de métodos. Se ha descrito la activacion de la enzima latente, In vitro,
mediante choque acido (Cabanes et al., 2007, Yota et al., 2008) o por tratamiento con
detergentes, alcoholes y proteasas. Uno de los detergentes mas utilizados con esta
finalidad ha sido el dodecil sulfato sédico (Espin y Wichers, 1999a; Gandia-Herrero et
al., 2005b, 2005c). También se ha logrado la activacion de tirosinasa con alcohol
bencilico (Espin y Wichers, 1999b) y proteasas como la tripsina (Gandia-Herrero et al.,

2005c) o serin proteasa (Espin et al., 1999).

La secuencia de aminoacidos de diversas tirosinasas pertenecientes a un
considerable nimero de organismos, incluyendo desde procariotas hasta humanos, ha
sido estudiada y convenientemente descrita (Gelder et al., 1997; Halaouli et al., 2006;
Mayer, 2006; Ismaya et al., 2011b). A pesar de las diferencias taxonémicas, la
homologia secuencial entre estas proteinas es alta y se han identificado tres dominios

que se repiten (Gerdemann et al., 2002).

El dominio central corresponde a la secuencia primaria entre los dos sitios de
union al i6n cobre A, CuA, e i6n cobre B, CuB. El sitio de uniébn a CuA y CuB de
tirosinasa de bacterias y humana muestra un 42% de aminoacidos idénticos. Para las
enzimas de Neurospora crassa y Agaricus bisporus la homologia con humanos es del
44% y 49% respectivamente. En la Figura 1.20, se puede observar la homologia
secuencial entre distintas proteinas con cobre tipo 3. La zona mas conservada en
todos los casos se corresponde con las regiones de unién a los iones cobre, ricas en
histidinas (His), pues cada i6n cobre esta enlazado a tres residuos His.
Concretamente, la regién de union a CuB es la mas conservada, mientras que la
region de unién a CuA, presenta algunas diferencias en la secuencia que se
consideran responsables de la diferente funcion asociada a tirosinasas, catecol

oxidasas y hemocianinas (Gerdemann et al., 2002).
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Figura 1.20. Estructura primaria de proteinas con cobre tipo 3.

Las longitudes de los segmentos son proporcionales al nUmero de residuos de aminoacidos. Regiones
ricas en histidinas de las uniones a cobre se muestran en negro, regiones ricas en cisteina en color gris
(Gerdemann et al., 2002). (TIR: tirosinasa; CO: catecol oxidasa; HC: Hemocianina)

Ademas de las histidinas caracteristicas, en tirosinasa de Agaricus bisporus, se
ha demostrado la presencia de un enlace tioéter entre los residuos cisteina Cys83 e
histidina His85 coordinada a CuA, fijando la orientaciéon de esta ultima (Ismaya et al.,
2011b). Este enlace tioéter se mantiene en tirosinasa de Neurospora crassa, entre el
segundo residuo de histidina en el CuA y una cisteina localizada dos aminoéacidos
hacia el N-terminal (Lerch, 1982). En hemocianina de molusco y catecol oxidasa
también esta presente un enlace tioéter (Ling et al., 1994; Decker et al., 2006), pero no
en tirosinasa de bacterias (Matoba et al., 2006). El papel de este enlace tioéter no esta
claro, aunque se especula que imponga restricciones estructurales en la zona de union
a los dos cobre para optimizar el potencial redox y permitir un rapida transferencia

electronica (Ismaya et al., 2011b)

En el dominio N-terminal de tirosinasa de plantas y mamiferos se ha
identificado un péptido sefal, que seria responsable de dirigir la enzima para ser
transportada y procesada en el cloroplasto y melanosoma, respectivamente. Este
péptido sefial no esta presente en la tirosinasa de hongos (Gelder et al., 1997),

insectos, ni en el género de bacterias Streptomyces.
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El tercer dominio presente en algunas tirosinasas es el dominio transmembrana
(Garcia-Molina, 2011). En las enzimas de hongos como Agaricus bisporus y
Neurospora crassa, al estar presentes en el citosol no hay evidencia de regiones
transmembrana. En plantas superiores y en mamiferos la enzima esta insertada en
membranas. En el caso de plantas la enzima tiene el cuerpo de la proteina en el
lumen, mientras que la parte C-terminal esta hacia el estroma. En los melanosomas
ocurre algo parecido con el resto C-terminal dirigido al citosol y el resto de la proteina

hacia el lumen del melanosoma.

1.3.2.2. Estructura tridimensional

La enzima tirosinasa pertenece al conjunto de proteinas con cobre tipo 3, junto
a las enzimas hemocianina y catecol oxidasa. Estas proteinas presentan similitudes en
su centro activo, pero cada una tiene una funcién, que viene determinada por su
particular estructura. Para determinar la estructura de una enzima es indispensable
lograr su cristalizacion y realizar un analisis posterior mediante difraccién de rayos X.
En primer lugar se logré la cristalizacién de las hemocianinas de Panulirus interruptus
(Volbeda et al., 1984), Limulus polyphemus (Hazes et al., 1993) y Octopus dofleini
(Cuff et al.,, 1998). La enzima catecol oxidasa de Ipomea batatas también fue
cristalizada y analizada (Klabunde et al., 1998). Posteriormente se llevé a cabo la
cristalizacion de una pro-fenoloxidasa de artropodo, Manduca Sexta (Li et al., 2009) y
de la polifenol oxidasa de uva, Vitis vinifera (Virador et al., 2010a, 2010b). La primera
tirosinasa cristalizada fue de origen bacteriano, tirosinasa de Streptomyces
castaneoglobisporus y se cristalizé formando un complejo con una proteina expresada
como ORF 378 (Matoba et al.,, 2006). También se ha cristalizado una tirosinasa
procedente de otra bacteria, Bacillus megaterium (Sendovski et al., 2010, 2011).
Recientemente, se ha logrado por fin, la cristalizacion de tirosinasa de champifién del
género Agaricus bisporus (nuestra enzima objeto de estudio en esta Memoria) y ha

sido descrita su estructura tridimensional (Ismaya et al., 2011a, 2011b).

Tirosinasa de Agaricus bisporus

Los cristales de tirosinasa de Agaricus bisporus (Ismaya et al., 2011b) se han
resuelto a 2.03 A. Se trata de una proteina que cristaliza con uno o dos tetrameros
H.L, en la unidad asimétrica. En la Figura 1.21 se puede ver la estructura cuaternaria
de la enzima vista desde arriba y lateralmente. El tetramero esta estabilizado por dos
iones holmio (Ho®") presentes en la interfase de las subunidades H-H. El holmio es un

aditivo analogo al calcio empleado en los experimentos de cristalizacion.
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La interfase H-L de tirosinasa de Agaricus Bisporus, representada en la Figura
1.22, cubre un area de aproximadamente 800 A% La asociacion de las subunidades H
y L queda estabilizada tanto por interacciones polares como hidrofobicas. La
subunidad H contiene 13 hélices o, 8 hebras § en su mayoria cortas y varios bucles.
Un haz de 4 hélices a (a3, a4, al0 y all) en el centro del dominio da lugar al sitio
activo bicuprico de la enzima. La subunidad L contiene un plegamiento tipo lectina,
adoptando un pliegue trébol B, que consiste en 12 hebras 3 antiparalelas ensambladas
en un barril cilindrico de 6 laminas de 2 hebras cada una. Las subunidades H y L

aparecen representadas de forma individual en la Figura 1.23.

Figura 1.21. Estructura del tetrAmero H,L, de tirosinasa de Agaricus bisporus.

a) Vista superior. b) Vista lateral. Pueden apreciarse la subunidad H1 (verde), L1 (cian), H2 (rojo) y L2
(magenta); los iones cobre (esferas marrones) e iones holmio (esferas negras), la tropolona (amarillo) y
las 4 hélices a que conforman el sitio activo (azul). (Ismaya et al., 2011b)

Ser337(H)
* QVal150(L)

Figura 1.22. Regién de contacto entre las subunidades H y L de tirosinasa de A. bisporus.
Aparecen en verde los atomos de carbono de la subunidad H y en cian los de la subunidad L. Los atomos
de nitrégeno, oxigeno y azufre aparecen en azul, rojo y amarillo, respectivamente. Los enlaces de
hidrégeno aparecen como lineas negras discontinuas. (Ismaya et al., 2011b)
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Figura 1.23. Representacién de las subunidades H (a) y L (b) de tirosinasa de A. bisporus.
La subunidad H sigue el codigo de colores de la Figura 1.21. La subunidad L sigue el rango de colores del
arco iris desde el azul (N-terminal) al rojo (C-terminal) (Ismaya et al., 2011b).

Recientemente, se ha predicho la estructura de cuatro isoenzimas de tirosinasa
de Agaricus bisporus mediante la utilizaciéon de un programa de modelado molecular
(Inlow, 2012).

Otras proteinas con cobre tipo 3

Podemos comparar la estructura de tirosinasa de Agaricus bisporus con otras
estructuras como la de tirosinasa de Bacillus megaterium (Sendovski et al., 2011) o

polifenol oxidasa de Vitis vinifera (Virador et al., 2010a, 2010b).

Los cristales de tirosinasa de Bacillus megaterium se han resuelto a 2.0-2.3 Ay
en la Figura 1.24 se puede ver que la estructura es un dimero de la enzima. Se
asocian dos monémeros en una estructura homodimérica que tiene forma de elipse
con dimensiones de 45 A x 25 A x 80 A. La hélice a es la principal estructura
secundaria. El sitio activo esta formado por una haz de 4 hélices o (o, oz, o7 y og) Yy
cada i6n Cu esta coordinado por tres residuos de histidina, al igual que ocurre en el

resto de proteinas con cobre tipo 3.

Los cristales de polifenol oxidasa de Vitis vinifera se han resuelto a 2.2 A. La
estructura es un mondmero de 38.4 KDa con forma elipsoidal (Figura 1.25) y con unas
dimensiones de 56.7 x 48.0 x 48.3 A. Al igual que el resto de tirosinasas descritas
hasta ahora, el sitio activo estd formado por un haz de cuatro hélices a (o4, as, 012 Y

0u4) Y cada ion Cu esté coordinado por tres residuos de histidina.
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Subunit 2 Subunit 1

Figura 1.24. Estructura del dimero de tirosinasa de Bacillus megaterium.

Se representa la subunidad uno (derecha) y la dos (izquierda) en un espectro N-terminal a C-terminal. Los
iones de Cu se representan en marron. Los contactos entre las dos subunidades Trp41-Tyr267 y Arg37-
Asn270 se muestran en negro. Las cuatro hélices desde donde se proyectan los residuos de His que
coordinan los iones de cobre se destacan en la subunidad 1 como: a2 en azul fuerte, a3 en azul claro, a7
en amarillo oscuro, y a8 en naranja (Sendovski et al., 2011).

Figura 1.25. Estructura tridimensional de la polifenol oxidasa de Vitis vinifera vista en el modelo
estructural de cintas (Virador et al., 2010a).
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1.3.2.3. Sitio activo

Tirosinasa de Agaricus bisporus

Tirosinasa de Agaricus bisporus (Ismaya et al., 2011b) dispone de dos sitios
activos situados en las subunidades H del tetramero. En cada sitio activo se
encuentran dos iones cobre, CuA y CuB, coordinados cada uno de ellos a tres
residuos histidina. El sitio activo se encuentra en el centro de dos pares de hélices a
antiparalelas (a3/a4 y a10/al11) que forman un angulo entre si de aproximadamente
90°, tal y como se puede observar en la Figura 1.23a. El primer i6n cobre, CuA, esta
coordinado a los &tomos Ne2 de His61 (situada al final de la hélice a3), His 85 (situada
en el bucle entre a3 y a4) y His94 (situada al principio de o4). El segundo i6n cobre,
CuB, posee como ligandos los atomos Neg2 de His259, His263 («10) y His296 (al1l).
Cuatro de estos residuos (His61, His94, His59 y His263) forman enlaces de hidrégeno
entre sus atomos N&1 y un atomo de oxigeno de un grupo carbonilo del péptido. Un
enlace tioéter con Cys83 fija la orientacion de His85. El Unico residuo coordinado a
cobre cuya cadena lateral no presenta interacciones directas con otros residuos de la
proteina es His296. Sin embargo, la cadena lateral de His296 mantiene su posicién
gracias a un enlace de hidrégeno con una molécula interna de agua, que a su vez
establece un enlace de hidrégeno con el atomo de oxigeno del grupo carbonilo de
His296 y otro enlace de hidrégeno con otra molécula de agua enlazada del mismo
modo a 031 de Asp300 y O de Pro9l. Por lo tanto, estas interacciones limitan la
libertad rotacional de todos los residuos histidina que coordinan a los iones cobre.
Ademas, Phe90 esta incrustada entre His94, His259, y His 296, mientras que Phe292
se encuentra entre His61, His263 y His 296, lo que también contribuye a restringir las
conformaciones de las cadenas laterales de estas histidinas y ayuda a mantener la

integridad de los sitios de unién al cobre.

La geometria de ambos sitios activos de tirosinasa de Agaricus bisporus
(Ismaya et al. 2011b) es muy cercana a una geometria plana trigonal. Los iones cobre
estan ligeramente (0.5 + 0.1 A) fuera del plano definido por los atomos Ne2 de los
ligandos. La distancia entre los iones CuA y CuB es de 45 + 0.2 A, similar a la
determinada para las formas desoxi de otras proteinas con cobre tipo 3 (Klabunde et
al., 1998; Matoba et al., 2006; Yoon et al., 2009; Li et al., 2009), sugiriendo esto que
los cristales obtenidos y estudiados son de desoxitirosinasa. Una molécula de agua o
ion hidroxilo establece un puente entre los dos iones cobre del sitio activo y contribuye

a la obtencion de una esfera de coordinacién piramidal trigonal para cada ion cobre.
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El sitio activo de tirosinasa de Agaricus bisporus (Ismaya et al., 2011b) se
encuentra en el fondo de una cavidad espaciosa situada en la superficie de la
subunidad H de la proteina. Esta cavidad es muy accesible ya que no esta obstruida ni
por la subunidad L ni por bucles de la subunidad H. La tropolona, un inhibidor
reversible, se une débilmente sin provocar cambios conformacionales en la proteina
formando un complejo pre-Michaelis con la enzima. El detalle del sitio activo se puede
observar en la Figura 1.25.

Phe264

H \ :
PheM

Figura 1.26. Sitio activo de tirosinasa de Agaricus bisporus (Ismaya et al., 2011b).

a) Geometria del sitio activo. Los atomos de C, N, O y S han sido coloreados de verde, azul,
rojo y amarillo, respectivamente. Los atomos de cobre estan coloreados en marrén.

b) Geometria del sitio activo unido a tropolona (amarillo) en una representacién superficial.

282

Val283

Otras proteinas con cobre tipo 3

Si comparamos tirosinasa con el del resto de proteinas con cobre tipo 3, se
puede ver que el sitio activo es practicamente idéntico, pero su funcién varia
(Sendovski et al., 2011). En hemocianinas no se ha detectado actividad enzimatica
alguna, el acceso al sitio activo esta bloqueado por la propia proteina, siendo su papel
fisiolégico Unicamente de enlace y transporte de oxigeno (Decker et al., 2006). El
residuo Leu2830 o Phe49 se extiende en el sitio de unidn al sustrato y éste no puede
acceder al centro activo (Hazes et al., 1993; Cuff et al. 1998). Sin embargo, si se logra
desplazar estos residuos, se puede obtener actividad fenoloxidasa a partir de una
hemaocianina (Decker y Rimke, 1998; Cong et al., 2009).
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El sitio activo en tirosinasa y en catecol oxidasa esta cerca de la superficie de
la proteina permitiendo a los sustratos acceder al mismo (Sendovski et al., 2011). El
sitio de CuB est4 muy conservado para catecol oxidasa y tirosinasa, sin embargo hay
variaciones en el sitio de CuA, lo que hace que cada enzima tenga una funcién
especifica (Eicken et al., 1999). Catecol oxidasa Unicamente cataliza la oxidacion de
difenoles a quinonas, mientras que tirosinasa lleva a cabo ademéas la orto-hidroxilacion
de monofenoles. En catecol oxidasa de Ipomea batatas aparece un puente tioéter
entre los residuos His109 y Cys92 en el CuA y la falta de actividad monofenolasa se
atribuye a la presencia de Phe261 cerca del ion CuA (Klabunde et al., 1998), que es
capaz de rotar su cadena lateral permitiendo la entrada del o-difenol al sitio activo pero
no del monofenol. En polifenol oxidasa de Vitis vinifera existe un puente tioéter entre
Cys91 y His108, que provoca que el CuA tenga muchos impedimentos estéricos, no
presentando actividad monofenolasa esta enzima, probablemente debido a que el CuA
tiene el acceso al monofenol bloqueado (Virador et al., 2010a). En la fenoloxidasa de
Manduca sexta, existe un residuo de acido glutdmico (Glu395), que se encuentra libre
y proximo al CuA, y que podria ser el encargado de aceptar el protén proveniente del
sustrato fendlico y coordinar la union del fenolato al CuA, lo cual es fundamental para
la orto-hidroxilacién (Li et al., 2009). En tirosinasa de bacterias se ha comprobado que
el sitio activo con los iones de cobre muestra flexibilidad durante la catalisis (Matoba et
al., 2006; Sendovski et al. 2011), esto seria debido a una arginina Arg209 que esta
préxima al CuB y ademas, se ha propuesto que el monofenol es orientado hacia el
CuA, mientras que el o-difenol se une al CuB. No existe un analisis estructural de
tirosinasa de mamiferos, pero si que se ha propuesto un modelo para su sitio activo,
basandose en las similitudes entre las secuencias de aminodcidos de distintas
tirosinasas (Garcia-Borrén y Solano, 2002).

Formas del sitio activo de tirosinasa

Existen varias formas diferentes del sitio activo de tirosinasa, dependiendo del
estado de oxidacion de los iones de cobre y de la unién o no de un grupo peroxido a

éstos (Sanchez-Ferrer et al., 1995). La enzima nativa normalmente es una mezcla de

metatirosinasa ( E,, ), con los iones de cobre en estado Cu (ll), y de oxitirosinasa (E,, ),

con un grupo peréxido unido a los iones de cobre en estado de oxidacion (Il). La forma

enzimatica con los iones de cobre reducidos, Cu (1), es la desoxitirosinasa (E, ). Estas

tres formas de la enzima tirosinasa intervienen en su ciclo catalitico y estan

relacionadas segun se muestra en la Figura 1.27 (Jackman et al., 1992).
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Oxi
Cu(Il),0

OE/
2e'
Cu(ll); =—= cu(1),
Meta Desoxi

Figura 1.27. Equilibrio entre las especies enzimaticas Meta, Desoxi y Oxi de tirosinasa
(Jackman et al., 1992).

a) Metatirosinasa

La forma meta de tirosinasa es el componente principal de la enzima nativa
(Lerch, 1981). El término metatirosinasa indica la forma bicUprica de la enzima
completamente libre de oxigeno, donde cada uno de los iones Cu(ll) esta coordinado
por tres residuos de histidina y ambos estan unidos a un hidroxilo. Las distancias entre
los iones cobre en metatirosinasa de Bacillus megaterium y Streptomyces
castaneoglobisporus es de 3,6 y 3.9 A, respectivamente (Matoba et al., 2006;
Sendovski et al., 2011). El Cu(ll) del sitio activo no es detectable por resonancia de
espin electrénico y es diamagnético (Makino et al., 1974; Deinum et al., 1976). Esta
forma de la enzima no presenta bandas de absorcién caracteristicas en los espectros
de UV/VIS. La metatirosinasa es activa cataliticamente sobre o-difenoles. Sin
embargo, los sustratos monofendlicos se unen a metatirosinasa pero no son
transformados (Fenoll et al., 2001). En la Figura 1.28ab, se pone de manifiesto la
similitud entre las estructuras de la forma meta de tirosinasa de Bacillus megaterium y

de catecol oxidasa de Ipomea batatas.

a)

His42 His208 ﬁi5244

,HI5274

His60 g His204

His69 His231

Figura 1.28. Sitio activo en la forma meta de tirosinasa de Bacillus megaterium (a) y de catecol
oxidasa de Ipomea batatas (b) (Sendovski et al., 2011; Gerdemann et al., 2002).
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b) Oxitirosinasa

La forma enzimatica oxitirosinasa es un intermedio del ciclo catalitico (Makino y
Mason, 1973; Rodriguez-Lopez et al., 2000), aunque también puede encontrarse (pero
en menor medida que metatirosinasa) como componente de la enzima nativa. El
oxigeno esta enlazado en forma de peréxido a los dos iones Cu(ll) incluyéndose en el
mismo plano. La distancia entre los iones cobre en oxitirosinasa de Streptomyces
castaneoglobisporus es de 3,4 A (Matoba et al., 2006). Esta forma de la enzima actda
tanto sobre sustratos monofendlicos como difendlicos (Sanchez-Ferrer et al., 1995). La
oxitirosinasa se puede obtener mediante la adiciobn de perdoxido de hidrogeno a
metatirosinasa 0 mediante la unién reversible de una molécula de oxigeno a
desoxitirosinasa (Halaouli et al., 2006). El espectro de absorcion UV/VIS de
oxitirosinasa presenta un maximo de absorcién a 345 nm y una banda ancha mas
débil a 640 nm (Makino et al., 1974).

c) Desoxitirosinasa

La forma enzimatica reducida cuyo sitio activo consta de dos iones Cu(l) es la
desoxitirosinasa (Sanchez-Ferrer et al., 1995). Esta forma enzimatica es un intermedio
del ciclo catalitico y no actia sobre monofenoles u o-difenoles. Para poder llevar a
cabo la oxidacién de los sustratos es necesario que previamente desoxitirosinasa se
una a oxigeno transformandose en oxitirosinasa, con los dos iones de cobre oxidados
a Cu(ll). La distancia entre los dos iones de cobre en desoxitirosinasa de
Streptomyces castaneoglobisporus es de 4.1 A, similar a la distancia observada en
desoxihemocianina que es de 4.2 A (Matoba et al., 2006; Yoon et al., 2009). Los iones
de cobre son diamagnéticos (Solomon et al., 1996) y no detectables por resonancia de
espin electronico. Esta forma enzimatica no posee rasgos caracteristicos en sus
espectros UV/VIS.

El enlace de oxigeno ha sido estudiado en desoxihemocianina (Chen y
Solomon, 2004; Ronda et al., 2007; Erker et al., 2008) y se han estudiado algunas
propiedades de la forma desoxi de tirosinasa de Streptomyces glaucescens y de

Neurospora crassa (Sorrell et al., 1998).

En un estudio reciente (Mufioz-Mufioz et al., 2010b), se puso de manifiesto
mediante estudios cinéticos con desoxitirosinasa de Agaricus bisporus obtenida en
condiciones anaerobias, la existencia de una transicion lenta entre una forma desoxi
relajada y otra forma desoxi tensa, que llevaria consigo la separacion de los iones de

cobre al pasar a la forma tensa, probablemente debido a la repulsion de cargas.
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1.3.3. Actividad catalitica

La actividad catalitica de tirosinasa ha sido calificada como EC 1.14.18.1. Se
trata de una enzima que cataliza, con la intervencion de oxigeno molecular, la
hidroxilacién de monofenoles a o-difenoles (actividad monofenolasa) y la oxidacién de
o-difenoles a o-quinonas (actividad difenolasa) (Sanchez-Ferrer et al., 1995). Estas o-
quinonas posteriormente sufren un proceso de polimerizacion dando lugar a pigmentos
amarillos, rojos o negros (Halouili et al., 2006). Se trata de una enzima bastante
inespecifica ya que puede actuar sobre un amplio nimero de sustratos naturales y
sintéticos, presentando una menor eficacia catalitica sobre monofenoles que sobre o-
difenoles (Fenoll et al., 2004b).

Al ser el producto de la reaccién enzimatica de naturaleza quinénica y por tanto
inestable, puede resultar dificultosa la caracterizacion cinética de los sustratos sobre
los que actla tirosinasa. No obstante, diferentes métodos de medida de la actividad
enzimatica han sido desarrollados (Mufioz-Mufioz et al., 2006; Garcia-Molina et al.,
2007a), siendo los mas empleados los métodos espectrofotométricos. Algunos de ellos
consisten en: el seguimiento espectrofotométrico durante la reaccién enzimatica de la
o-quinona generada cuando ésta es suficientemente estable (valido para el sustrato 4-
tert-butilcatecol), el seguimiento del aminocromo obtenido por evolucion de la o-
gquinona generada inicialmente (en sustratos como dopamina o dopa), la medida de la
formacion del correspondiente aducto obtenido al afiadir MBTH o cisteina al medio de
reaccion o el seguimiento de la desaparicion de acido ascorbico al llevar a cabo la
reduccion de la o-quinona (Garcia-Molina et al., 2007a). La deteccion y caracterizacion
de la actividad monofenolasa de tirosinasa requiere ademas una profunda
comprension de su complejo mecanismo de reaccion. En un principio se confundieron
auténticas polifenol oxidasas como simples catecol oxidasas en varias frutas y
hortalizas, en las que posteriormente si se logr6 identificar y caracterizar la actividad
monofenolasa de tirosinasa (Espin et al., 1995, 1996, 1997, 1998a, 1998b).

Los sustratos fisioldgicos mas importantes encontrados en frutas y hortalizas
son: las catequinas, derivados del &cido cinamico, catecoles y derivados, derivados del
acido benzoico, flavonoles, flavonas, flavanonas, chalconas, dihidrochalconas,
antocianidinas y leucoantocianidinas (Vamos-Vigyazo, 1981). También puede actuar
esta enzima sobre otros sustratos sintéticos cuya estructura posea un anillo bencénico
con un sustituyente en posicién 1 y con un grupo hidroxilo en posicion 4 (monofenol) o
en 3y 4 (o-difenol). Ademas, se ha visto que tirosinasa presenta actividad enzimatica

sobre sustratos con estructura quimica distinta a monofenoles y o-difenoles.
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Se ha descrito para tirosinasa actividades ascorbato oxidasa (Mufioz-Mufioz et
al., 2009), catalasa (Garcia-Molina et al., 2005), tetrahidropterina oxidasa (Garcia-
Molina et al.,, 2009), nicotinamin adenin dinucleotido oxidasa (Garcia-Molina et al.,
2010a) y tetrahidrofdlico oxidasa (Garcia-Molina et al., 2011). Se ha demostrado su
accion sobre monoaminas y diaminas aromaticas, asi como sobre o-aminofenoles
(Gasowska et al., 2004; Mufioz-Muiioz et al., 2011b; Rescigno et al., 2011a).

1.3.3.1. Mecanismo de reacciéon

El estudio de las actividades monofenolasa y difenolasa de tirosinasa ha dado
lugar a la propuesta de distintos mecanismos de reaccion para la enzima (Duckworth y
Coleman, 1970; Hearing y Ekel, 1976; Riley, 2000, Sanchez-Ferrer et al., 1995). Si
bien actualmente se acepta que ambas actividades son catalizadas en el mismo sitio
activo de la enzima, otros mecanismos propuestos inicialmente sugirieron la
participacion de dos sitios activos en la misma molécula (Laskin y Piccinini, 1986) e
incluso en diferentes moléculas (Macrae y Duggleby, 1968). El Grupo de investigacion
en Enzimologia, GENZ, de la Universidad de Murcia, con el que colabora
habitualmente el director de la presente tesis doctoral, D. Pedro Antonio Garcia Ruiz,
ha propuesto un mecanismo de reaccion para las actividades monofenolasa y
difenolasa de tirosinasa, ampliamente avalado por numerosos trabajos de
investigacion (Rodriguez-Lopez et al., 2000, 2001; Fenoll et al., 2001, 2002, 2004a,
2004b; Pefalver et al., 2002, 2003, 2005; Garcia-Molina et al., 2007b; Mufioz-Mufioz
et al., 2011b). Este mecanismo de reaccién se muestra en la Figura 1.29.

Referido a la actividad difenolasa, se conoce desde hace tiempo que tirosinasa
oxida L-dopa a o-dopaquinona, esta quinona es inestable, cicla a leucodopacromo y
esta molécula es oxidada por otra de o-dopaquinona originando dopacromo y
regenerando o-difenol en el medio (Garcia-Carmona et al., 1982). Esto permitid
proponer para la actividad difenolasa de tirosinasa un mecanismo EzCC (enzimatico-
quimico-quimico con regeneracion de sustrato), que predecia que la velocidad de
consumo de oxigeno debia ser la mitad de la velocidad de formacién de o-quinona y
por otra parte igual a la velocidad de formacion de dopacromo. La confirmacion
experimental de estas predicciones llevo a considerar para esta actividad de la enzima
un mecanismo Uni Uni Bi Uni Ping Pong (Galindo et al., 1983), un mecanismo
trisustrato con dos sustratos y dos productos iguales entre si. Posteriormente, se
profundizé6 mas en el mecanismo intimo de la oxidacién de o-difenoles (Mufioz-Mufioz
2012 y Mufioz Mufoz et al., 2012), que se corresponde con el “ciclo difenolasa” del

esquema mostrado en la Figura 1.29.
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El establecimiento del mecanismo de la actividad monofenolasa ha sido mas
lento y dificultoso. La enzima cataliza la hidroxilacion de L-tirosina a L-dopa vy la
oxidacién de éste a o-dopaquinona, que es inestable y evoluciona hacia dopacromo
regenerando L-dopa en el medio. Esta secuencia de reacciones puede describirse
como un mecanismo EzEzCC (enzimético-enzimatico-quimico-quimico con
regeneracion de sustrato). La actividad monofenolasa de tirosinasa siempre se
expresa junto a la actividad difenolasa (Figura 1.29) puesto que el producto de la
primera actividad, el o-difenol, es el sustrato de la actividad difenolasa. Cuando se
estudié mediante simulacion por integracion numérica este mecanismo (Fenoll et al.,
2001; Molina et al., 2007), se comprobd que concuerda perfectamente con los
siguientes hechos experimentales:

a) Se origina un periodo de retardo en la acumulacién de dopacromo con el tiempo.

b) El periodo de retardo, a concentracion de sustrato (monofenol) constante,
disminuye al aumentar la concentraciéon de enzima.

c) El periodo de retardo, a concentracion de enzima constante, aumenta al
aumentar la concentracion de sustrato.

d) El o-difenol (L-dopa) se acumula en el medio de forma sigmoidal, hasta alcanzar

un valor constante de estado estacionario.

En el mecanismo propuesto, la hidroxilacién del monofenol, no lleva siempre
acoplada la oxidacion del o-difenol resultante a o-quinona, pudiendo liberarse o-difenol
al medio (Rodriguez-Lopez et al., 2001). Ademas, puede apreciarse como el
monofenol puede unirse a metatirosinasa dando lugar a una ruta muerta. Estos dos
aspectos del mecanismo motivaron una gran discusion cientifica con el grupo Quintox
(Inglaterra) dirigido por el Profesor Riley (Cooksey et al., 1997; Naish-Byfield, 1998;
Riley, 2000; Land et al., 2003), que no los incluian en su propuesta del mecanismo de
reaccion de tirosinasa. No obstante, diversas publicaciones del director de esta tesis
ponen de manifiesto y confirman la validez del mecanismo propuesto en la Figura 1.29
(Rodriguez-Lépez et al., 2001; Pefalver et al., 2002, 2003, 2005; Fenoll et al., 2004b).
Seguidamente, se describiran con mayor detalle las actividades difenolasa y

monofenolasa de tirosinasa.
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Figura 1.29. Mecanismo estructural propuesto para explicar la hidroxilacién de monofenoles y
la oxidacién de o-difenoles a o-quinonas catalizada por tirosinasa de Agaricus bisporus en
presencia de oxigeno (Mufioz-Mufioz, 2012).

(En = metatirosinasa; E4 = desoxitirosinasa; Eqy = oxitirosinasa; D = o-difenol; M = monofenol).
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1.3.3.2. Actividad difenolasa

La actividad difenolasa consiste en la oxidacion de dos moléculas de o-difenol
obteniéndose dos moléculas de o-quinona, mediante la reducciéon concomitante de
una molécula de oxigeno y formacion de dos moléculas de agua. El ciclo catalitico
para la oxidacion de un sustrato o-difendlico a o-quinona por tirosinasa en presencia
de oxigeno comienza con la forma metatirosinasa. Un o-difenol se oxida produciendo
la reduccién del Cu(ll) del sitio activo de metatirosinasa al estado Cu(l), originando asi
la forma desoxitirosinasa, en un proceso en el que estan implicados dos electrones y
en el que se genera una molécula de o-quinona y otra de agua. Se ha demostrado que
durante el ciclo catalitico de la enzima no se forman intermedios semiquinénicos
(Mason et al., 1961). En la etapa siguiente, desoxitirosinasa reacciona reversiblemente
con oxigeno molecular formandose oxitirosinasa, con lo que los cobres del sitio activo
vuelven al estado Cu(ll). La reaccién de oxitirosinasa con una segunda molécula de o-

difenol da lugar a metatirosinasa y o-quinona, cerrandose asi el ciclo catalitico.

La etapa determinante de la velocidad de la reaccién catalitica esta controlada
por k;, como se ha demostrado por estudios de efecto isotépico (Pefialver et al., 2003;
Fenoll et al., 2004a). La mayor potencia nucleofilica de los o-difenoles respecto a los
monofenoles da lugar a una mayor rapidez de catdlisis para los primeros,
convirtiéndolos en mejores sustratos de tirosinasa. La afinidad de la union de los

sustratos comprende, en cambio, etapas de enlace y transformacion.

)
Em+ D R L Ep
k-2
f\Q k3
HO H*
Ed HO
k7
3HF O Y MO,
kgl kg
k.
EoD D + Bx
E ke
2H+

Figura 1.30. Mecanismo cinético para explicar la actividad difenolasa de tirosinasa.
(En = metatirosinasa; E4 = desoxitirosinasa; Ey = oxitirosinasa; D = o-difenol; Q = o-quinona).
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El mecanismo descrito para la actividad difenolasa de tirosinasa coincide con el
“ciclo difenolasa” del mecanismo estructural de la Figura 1.29 y con el mecanismo
cinético de la Figura 1.30. En la unién del sustrato o-difendlico al sitio activo de
tirosinasa estan, probablemente, involucrados una serie de procesos moleculares que
incluyen: la difusion del o-difenol hacia el sitio activo de la enzima, su orientacion en el
mismo y la coordinacion del atomo de oxigeno fendlico del sustrato a uno de los iones
de cobre del sitio activo. Algunas de las cadenas de aminoacidos, presentes en el sitio
activo o en sus proximidades, pueden facilitar o dificultar la union del sustrato a la
enzima. El impedimento estérico es un factor de considerable importancia en el acceso
de los o-difenoles al sitio activo de oxitirosinasa, hecho que se puede deducir a partir
de los valores de la constante de union k, (Rodriguez-Lopez et al., 2000). Por otro

lado, la etapa de coordinacién al ién de cobre lleva asociada una catalisis acido-base.

Los o-difenoles se unen con mayor rapidez a la forma metatirosinasa que a la

forma oxitirosinasa (k, >>k,), tal y como se ha comprobado a partir de estudios

cinéticos de estado estacionario y de fase de transicion. Muchos de los mecanismos
propuestos para explicar la union de o-difenoles a tirosinasa contemplan una
coordinacion inicial del sustrato a uno de los iones de cobre (Wilcox et al., 1985;
Ismaya et al., 2011b). Este mecanismo implica que la desprotonacion del grupo -OH
ocurre al mismo tiempo que la unién del sustrato, y esta catalizada probablemente por
una cadena lateral basica de un residuo proximo. Esta idea se ha justificado mediante
datos cinéticos y también a través de estudios de difraccion de rayos X. En catecol

oxidasa de Ipomea batatas se ha identificado el residuo Glu*®

como posible
catalizador acido-base en la union del sustrato al sitio activo de la enzima (Klabunde et
al., 1998). Ademas se ha comprobado que, en fenoloxidasa de Manduca sexta y en
polifenol oxidasa de Vitis vinifera, también existe un residuo de acido glutamico que
podria actuar como catalizador acido-base (Li et al., 2009; Virador et al., 2010a). La
diferencia en la velocidad de unién de un o-difenol a metatirosinasa y oxitirosinasa,
puede ser debida a que en metatirosinasa los iones de cobre estan en la forma Cu(ll),
y asi el ataque nucleofilico del fenolato estd mas favorecido que en oxitirosinasa,
donde los iones de cobre tienen menos carga positiva debido a la unién del oxigeno

(puente peroxido) (Etapas 2y 7, Figura 1.29).

Una vez que se ha producido la unién del o-difenol al sitio activo, tirosinasa
cataliza su oxidacion a o-quinona. Los o-difenoles se coordinan como fenolatos en una
posicion axial del centro bicuprico tetragonal, probablemente por desplazamiento de

una molécula de agua (Etapas 2 y 3, Figura 1.29).
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El hecho de que sdlo los o-difenoles, y no los p-difenoles, sean oxidados por
tirosinasa hace suponer la existencia de una coordinacion bidentada entre el o-difenol

y los dos iones de cobre.

Por otra parte, hasta 2010, se ha postulado que el segundo grupo -OH del o-
difenol se coordina al sitio activo de la enzima produciendo el desplazamiento de un
residuo de histidina del CuA (Matoba et al., 2006). Esta hipotesis ha estado avalada
por el hecho de que estudios realizados mediante RMN-'H de tirosinasa de
Streptomyces antibioticus han puesto de manifiesto que el comportamiento de uno de
los hidrégenos, de uno de los picos correspondientes a NH de las seis histidinas
ligadas al cobre, difiere del de los otros cinco (Bubacco et al., 1999).

Sin embargo, los datos cristalograficos obtenidos recientemente sobre las
estructuras de tirosinasa de diferentes fuentes (Decker et al., 2006; Deeth y Diedrich,
2010; Sendovski et al., 2011), han revelado que las histidinas axiales del sitio activo se
encuentran en posicion cis, y no en posicion trans como postulé Matoba et al. (2006).
Estos estudios demuestran que las histidinas unidas a los iones de cobre del sitio
activo son rigidas y su enlace no se rompe en la catalisis. Esto ha llevado a que,
actualmente, se postule la existencia, en el sitio activo de tirosinasa, de dos grupos
basicos capaces de aceptar los dos protones de los grupos -OH del o-difenol (Etapas
3y 8, Figura 1.29). Estudios recientes también han demostrado la existencia de dos
pKas cinéticamente significativos en el sitio activo de la enzima que apoyan esta

hipétesis (Mufioz-Mufioz et al., 2010a; Mufioz-Mufioz et al., 2012).

Este mecanismo establece que dos electrones son transferidos desde una
molécula de o-difenol al sitio activo binuclear de metatirosinasa, y lo mismo ocurre con
el grupo peroxido de oxitirosinasa, que acepta dos electrones provenientes de otra
molécula de o-difenol. Esto supone que los o-difenoles con alta densidad electrénica
en los a&tomos de carbono que soportan los grupos -OH, es decir, C3 y C4 (Duckworth
y Coleman, 1970), seran buenos sustratos de tirosinasa y, por lo tanto, tendran una

alta constante catalitica k_,, .

Sin embargo, la constante catalitica también puede ser modulada por factores
estéricos y polares de los sustratos (Solomon et al., 1996; Espin et al., 2000;
Rodriguez-Lopez et al., 2000). Esto ultimo explicaria, por ejemplo, que sustratos, como
catecol y L-dopa, con valores similares de desplazamiento quimico en sus carbonos
C3 y C4, en anélisis de RMN-3C, sean oxidados por tirosinasa con velocidades

bastante diferentes (Rodriguez-L6pez et al., 2000).
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En el mecanismo estructural (Figura 1.29), puede observarse que el o-difenol

se une a metatirosinasa (E, ), en la Etapa 1, posiblemente formando un enlace de

puente de hidrégeno con la base B;. Posteriormente, el sustrato se une en posicién
axial a uno de los iones de cobre de la forma E_, quizas CuB (Etapa 2). Esta

coordinacion va acompafiada de la transferencia del protén a un residuo proteico B;
(posiblemente una histidina) (Etapa 2). La coordinacion bidentada del o-difenol (Etapa
3) estd acompafiada de una segunda transferencia de protdn, probablemente a una
segunda base B, proxima al CuA. La transferencia electronica a partir del o-difenol

conduce a la formacion de o-quinona y a la forma desoxitirosinasa (E, ), (Etapa 4). A

continuacion, tiene lugar la unién del oxigeno en el plano ecuatorial de los cobres
(Etapa 5), generando la forma oxitirosinasa, en la cual el peroxido esta coordinado a

los dos iones de cobre oxidados, Cu (Il). En la reaccion de oxitirosinasa (E,,) con una

segunda molécula de difenol (Etapa 6), la coordinacion de o-difenol a uno de los iones
de cobre del sitio activo estd acompafiada de la transferencia de un protén al grupo
peréxido (Etapa 7), lo que esta de acuerdo con trabajos anteriores (Pefalver et al.,
2003; Piquemal et al., 2003; Fenoll et al., 2004b). La coordinacién de o-difenol se ha
propuesto que se realiza diaxialmente, ya que el plano ecuatorial estaria ocupado por
el peréxido (Etapa 8). Para la coordinacion bidentada del o-difenol se transfiere un
segundo protén, probablemente al igual que en la forma meta, por transferencia a una
segunda base B, préxima al CuA, lo que esta de acuerdo con la flexibilidad del sitio
activo (Matoba et al.,, 2006; Sendovski et al., 2011; Ismaya et al., 2011). La
transferencia electrénica del o-difenol al grupo perédxido origina la ruptura del enlace
oxigeno-oxigeno y la formacion de una molécula de agua y la correspondiente o-
qguinona, regenerandose metatirosinasa (Etapa 9). En esta Ultima etapa, los residuos
proteicos B; y B, actian como acidos proporcionando los protones necesarios para la

liberacion de la molécula de agua.
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1.3.3.3. Actividad monofenolasa

Las caracteristicas mejor descritas acerca de la actividad monofenolasa son:

(a) En tirosinasa la actividad monofenolasa siempre se expresa junto a la actividad
difenolasa, puesto que el producto de la primera actividad, el o-difenol, es el
sustrato de la actividad difenolasa.

(b) La expresion de la actividad monofenolasa abarca las mismas etapas no
enziméticas, desde o-quinona hasta aminocromo, que las encontradas en la
actividad difenolasa.

(c) La actividad monofenolasa de tirosinasa se caracteriza por la existencia de un
periodo de retardo caracteristico antes de que el sistema llegue al estado
estacionario. Este periodo de retardo es de duracion muy variable, segun la
naturaleza de la enzima. La eliminacion de este periodo de retardo se puede
conseguir por adicién de pequefas cantidades de L-dopa (Pomerantz, 1966), lo
gue ha llevado a muchos autores a postular la existencia de un sitio activador para
este sustrato y evaluar su constante de activacién sobre la actividad monofenolasa
(Duckworth y Coleman, 1970). Sin embargo, actualmente se ha llegado a una
interpretacion cinética del periodo de retardo y por otra parte se ha obtenido una
expresion analitica aproximada para el mismo (Rodriguez-Lopez et al., 1992b;
Fenoll et al., 2001; Molina et al., 2007).

ks

Figura 1.31. Mecanismo cinético para explicar la actividad monofenolasa y difenolasa de
tirosinasa de Agaricus bisporus.
(En = metatirosinasa; E4 = desoxitirosinasa; Eoy = oxitirosinasa; D = o-difenol; Q = o-quinona).
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Segun el mecanismo de actuacion de tirosinasa (Figuras 1.29 y 1.31), la forma
oxi de la enzima reacciona con un monofenol y origina su hidroxilacién, obteniéndose
un o-difenol. Este o-difenol puede ser oxidado en el sitio activo dando lugar a la
correspondiente o-quinona o puede ser liberado al medio. Si el o-difenol es oxidado se

forma desoxitirosinasa, E, y ésta se une en equilibrio rapido a una molécula de
oxigeno, convirtiendose en oxitirosinasa, E_ . Si se libera el o-difenol al medio, se
origina metatirosinasa, E_, que reacciona con otra molécula de o-difenol y la oxida a
o-quinona, transformandose en E,, que posteriormente reacciona con oxigeno,
regenerando E . Esta secuencia de reacciones coincide con la primera mitad del ciclo

de la actividad difenolasa, lo que demuestra el intimo acoplamiento de ambas
actividades, monofenolasa y difenolasa, de tirosinasa (Fenoll et al., 2001). La
necesidad de mantener un nivel adecuado de o-difenol en el estado estacionario de la
actividad monofenolasa, para llevar a cabo la hidroxilacion, hace pensar que el o-
difenol desempefia una funcion de cosustrato en lugar de activador (Rodriguez-Lépez
et al., 1992; Ros et al., 1994). Para alcanzar el estado estacionario, cuando tirosinasa
actia sobre monofenoles, es necesaria la acumulacion de una cantidad determinada
de o-difenol, debiéndose cumplir que la relacion [D]/[M] = R tenga un valor constante
(Rodriguez-Lopez et al., 1992, 2001; Ros et al., 1993a, 1993b, 1994). En esta
situacion, la enzima realiza dos ciclos en la ruta monofenolasa por uno en la

difenolasa, asi que la concentracién de o-difenol no varia (Fenoll et al., 2001).

En el mecanismo estructural de la Figura 1.29, se puede observar que en la
Etapa 13, el monofenol se enlaza a la forma E, de la enzima. Posteriormente, el
monofenol podria transferir el protén del grupo hidroxilo en C-4 al peréxido, mediante

la Etapa 14 uniéndose en axial al CuB. En la Etapa 15, un ataque electrofilico por

parte del oxigeno del grupo perdxido al anillo en C-3, origina un intermedio (E, —D )s,

en el cual el o-difenol naciente estd unido en posicién axial/ecuatorial. En esta
situacion, puesto que los orbitales no son coplanares, entre los iones de cobre y los
carbonos en posiciones 3 y 4 no puede ocurrir la oxidacion/reduccion concertada y el
o-difenol puede romper el enlace con el ibn CuB (Etapa 16) originando la especie

(E, -D)a y através de la Etapa 18 se puede originar la especie (E, D). Notese que a
partir del intermedio E_D se puede liberar o-difenol al medio (Etapa 1). A su vez, la
especie (E,—D)s puede romper el enlace con el CuA mediante la Etapa 17,

originando el intermedio (E, — D )1, que conecta con el ciclo difenolasa.
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Periodo de retardo

El periodo de retardo o lag es una caracteristica fundamental de la actividad
monofenolasa de tirosinasa, que radica en la aparicién de una fase de transicion antes
de que el sistema llegue al estado estacionario. Esta fase de transicién da lugar a un
periodo de induccidn o periodo de retardo, que puede ser determinado por
extrapolacion de la acumulacion lineal de producto con el tiempo (Rodriguez-Lépez et
al., 1992; Ros et al., 1994). Los estudios cinéticos realizados indican que el periodo de
retardo es el tiempo necesario para que una concentracion de tirosinasa actuando
sobre L-tirosina acumule en el medio una cantidad determinada de L-dopa, de manera
que el valor de la relacion R = [L-Dopa]/[L-Tirosina] pase a ser constante (Rodriguez-
Lopez et al.,, 1992b; Ros et al., 1994; Fenoll et al.,, 2001). Diversos estudios han
demostrado que el periodo de retardo puede ser eliminado en presencia de o-difenoles
y de otros agentes reductores como acido ascorbico (Ros et al.,, 1993a),
tetrahidropterinas (Garcia-Molina et al., 2010b), NADH (Garcia-Molina et al., 2010a) y

acido tetrahidrofélico (Garcia-Molina et al., 2011).

No es posible obtener una solucion analitica rigurosa del periodo de retardo,
aungue si que es posible obtener una solucion analitica aproximada bajo la
aproximacion del estado estacionario y teniendo en cuenta el balance de materia para
el sistema (tirosinasa actuando sobre L-tirosina). Esta soluciéon analitica aproximada
cumple con los resultados experimentales, que son: a) cuando la concentraciéon de
monofenol es constante, al aumentar la concentracion de tirosinasa el periodo de
retardo disminuye (ya que se acumula més rapidamente el o-difenol necesario para
cumplir la relaciéon constante indicada anteriormente), b) cuando la concentraciéon de
tirosinasa se mantiene constante, al aumentar la concentracion de monofenol aumenta
el periodo de retardo (pues se hace necesario acumular cada vez mas o-difenol para

alcanzar el estado estacionario) (Molina et al., 2007).

1.3.3.4. Estereoespecificidad

La estereoespecificidad de tirosinasa de champifién (Espin et al., 1998b), pera
y fresa (Espin et al., 1998a) ha sido estudiada en disolucion. También se ha estudiado
la estereoespecificidad de tirosinasa de champifion inmovilizada sobre un soporte
quiral y otro no quiral (Marin-Zamora et al., 2007b), tal y como se detalla en la
presente Memoria. Se ha podido demostrar que tirosinasa es esteroespecifica
respecto a la afinidad por el sustrato, ya que la enzima presenta mas afinidad por el

enantiomero L que por el D.
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Por otra parte, se ha observado que tirosinasa presenta la misma velocidad
maxima con los distintos estereoisémeros, debido probablemente a que la potencia
nucleofilica de los oxigenos de los grupos hidroxilos del sustrato no varia para los
distintos estereoisomeros. La estereoespecificidad se pone de manifiesto también en
los estudios de la inactivacion suicida de la enzima. La enzima mostr6 mas afinidad
por el acido L-ascorbico, pero la rapidez de inactivacion fue la misma para ambos
isdbmeros, una situacién similar se encuentra al estudiar los isémeros de dopa (Mufioz-
Mufioz et al., 2009; 2010a).

1.3.4. Regulacion enzimatica

La regulacion de tirosinasa presenta un gran interés desde el punto de vista
médico, agricola e industrial (Kim y Uyama, 2005; Chang, 2009) y es llevada a cabo
combinando estrategias de inactivacion y de inhibicién. A su vez, la inhibicion abarca
la eliminacion de sustratos fendlicos y/o de oxigeno y el uso de inhibidores
estructuralmente analogos a los sustratos fendlicos. En este apartado, se describe una
forma de regulacién particular que tiene tirosinasa (la inactivacién suicida), asi como
los intentos externos de regular su actividad mediante la acciéon de inhibidores o
inactivadores. La aplicacion de la regulaciéon enzimatica al pardeamiento de frutas y

hortalizas y a la industria cosmética es también tratada a continuacion.

1.3.4.1. Inactivacioén suicida

La inactivacion suicida es un proceso de inactivacion que sufre la enzima
tirosinasa cuando reacciona con sus sustratos fendlicos, conocido desde hace
bastante tiempo (Padrén et al., 1975; Tudela et al., 1987; Garcia-Canovas et al., 1989;
Mufioz-Mufioz et al., 2008; Mufioz-Mufioz et al., 2010c). Se ha comprobado que
durante el proceso de inactivacion suicida de tirosinasa de Neurospora crassa, tiene

lugar una pérdida de cobre y se modifica el residuo His®** (Dietler y Lerch, 1982).

Los tres mecanismos propuestos inicialmente para explicar la inactivacion
suicida de la enzima tirosinasa han resultado ser insatisfactorios (Ingraham et al.,
1952; Seiji et al., 1978; Land et al., 2007). La inactivacion suicida no puede tener lugar
por union covalente al sitio activo de la enzima de los productos de reaccion, ya que
ocurre también en presencia de sustancias reductoras, como NADH o acido ascorbico,
que reducen las quinonas generadas (Dietler y Lerch, 1982). La inactivacion por medio
de especies oxigenadas altamente reactivas, como los radicales hidroxilo, que podrian

atacar el sitio activo de la enzima, ha sido rechazada porque la presencia de
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atrapadores de radicales libres, como manitol, no la detienen (Dietler y Lerch, 1982).
La hipétesis de inactivacion suicida por procesamiento de un catecol como si fuese un
monofenol, “presentacion cresolasa” (Land et al.,, 2007, 2008), tampoco es valida ya
que, segun ésta, los sustratos trihidroxilados en posicion vecinal no provocarian
inactivacion suicida y se ha comprobado que el pirogalol es uno de los sustratos
suicidas mas potentes de tirosinasa (Mufioz-Mufioz et al., 2008).

Estudios recientes sobre la caracterizacion cinética de la inactivacion suicida de
tirosinasa por o-difenoles como catecol, L-dopa y dopamina (Garcia-Moreno et al.,
1994; Mufioz-Mufioz et al., 2008, 2009, 2010a, 2012), han llevado a proponer un
nuevo mecanismo acorde con los resultados experimentales obtenidos. A partir de
este mecanismo, se han caracterizado otras moléculas no fendlicas como sustratos
suicidas de tirosinasa. Asi, se ha llevado a cabo el estudio de la inactivacion suicida de
tirosinasa ocasionada por peréxido de hidrogeno (Garcia-Molina et al., 2005), 4cido
ascorbico (Mufoz-Mufioz et al.,, 2009a), NADH (Garcia-Molina et al., 2010b), acido
tetrahidrofélico (THF) (Garcia-Molina et al., 2011) y tetrahidropterinas (Mufioz-Mufioz
et al., 2011a).

1.3.4.2. Inhibidores

Actualmente, se conoce un gran numero de inhibidores, de origen natural y
sintético, de tirosinasa (Kim et al., 2005; Parvez et al., 2006, 2007; Tareq y Khan,
2007; Chang, 2009). El término “inhibidor de tirosinasa” puede resultar algo confuso ya
que a veces se aplica a inhibidores de la melanogénesis en general,
independientemente de que afecten o no a la enzima. Existen inactivadores
enzimaticos no especificos, que pueden provocar la desnaturalizacion de la enzima
inhibiendo su actividad, tal es el caso de los acidos y bases. Los inactivadores
especificos de tirosinasa o0 sustratos suicidas son inhibidores basados en el

mecanismo de la enzima, que logran inactivarla irreversiblemente.

De otra parte, se consideran inhibidores especificos de tirosinasa, aquellos
compuestos que se unen a la enzima de modo reversible y disminuyen su actividad
catalitica. Como inhibidores de referencia de tirosinasa tenemos el &cido kéjico (Chen
et al., 1991; Sendovski et al. 2011), tropolona (Espin y Wichers, 1999c; Ismaya et al.,
2011) y L-mimosina (Cabanes et al., 1987; Khan et al., 2010), cuyas estructuras

quimicas aparecen en la Figura 1.32.
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Figura 1.32. Estructuras quimicas de los inhibidores de referencia de tirosinasa: acido kdjico,
tropolona y L-mimosina.

Polifenoles

Los polifenoles son un grupo de biomoléculas ampliamente distribuidas en la
naturaleza, que se pueden encontrar en estructuras complejas de flores, cortezas,
hojas, raices de plantas, asi como en la mayoria de las frutas y hortalizas.
Dependiendo de en qué posicibn en la molécula estdn los grupos hidroxilos, los
polifenoles son considerados sustratos de tirosinasa o inhibidores de ella. La familia de
polifenoles mejor estudiada, por su accion de inhibicion de tirosinasa, es la de los
flavonoides. Los mas de 4000 flavonoides descritos se dividen en 7 grandes grupos.
Algunos de los flavonoides de mayor poder inhibidor son los siguientes:

- La norartocarpetina (5,7,2",4 -tetrahidroxiflavona), que es 10.4 veces mas activa
gue el acido kojico frente a la actividad monofenolasa de tirosinasa de champifion
y la estreptogenina (5,7,2",4 tetrahidroxiflavanona), ambas pertenecientes al grupo
de las flavonas y obtenidas de extractos de especies de Morus (Ryu et al., 2008).

- La dihidromorina (5,7,2",4 -tetrahidroxiflavanol) y artocarpetina (5,2",4" trihidroxi-7-
metoxiflavona), obtenidas a partir de Artocarpus heterophyllus (Arung, et al., 2006;
Zheng et al., 2008).

- La glabridina y gliasperina C, que son compuestos de naturaleza isoflavonoide

extraidos de la raiz de especies de Glycyrrhiza (Kim et al., 2005b; Chang, 2009).

- Del grupo de las chalconas tenemos la licochalcona, curaridina y curaridinol.
Recientemente se ha aislado la 2,4,2",4 -tetrahidroxi-3-(3-metil-2-butenil)
chalcona, que ha resultado ser 26 veces mas potente que el acido kéjico (Zhang et
al., 2009).

- El oxiresveratrol (2,4,3",5 -tetrahidroxi-trans-estilbeno) aislado de Morus alba exhibe

una actividad inhibitoria 32 veces mayor que la del &cido kdjico (Shin et al., 1998).

- La aloesina, aislada de Aloe vera, es la mas importante dentro del grupo de las

cumarinas (Jones et al., 2002).
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Derivados de benzaldehido y benzoatos

Se han aislado de plantas un gran nimero de inhibidores de tirosinasa de este
grupo, con una potencia inhibidora débil/moderada. Entre ellos estdn el acido
benzoico, benzaldehido, acido anisico, anisaldehido, acido cinamico y metoxicinamico
(Lee, 2002). El poder inhibidor de los derivados de benzaldehido se basa en su
capacidad para formar bases de Shiff con un grupo amino de la enzima, mientras que
los benzoatos forman un complejo con el cobre del sitio activo (Chang, 2009).

Lipidos de cadena larga y esteroides

Algunos lipidos obtenidos de fuentes naturales han demostrado ser inhibidores
de tirosinasa. La trilinoleina, un triacilglicerol del &cido linoléico, presenta una potencia
de inhibicion semejante al acido kéjico (Jeon et al., 2006). Se han aislado algunos
esteroides que también muestran inhibicion sobre tirosinasa. Cabe mencionar, el
estigmast-5-en-3f,26diol, obtenido de las partes aéreas de Trifolium balanae (Sabudak
et al., 2006) y el 17a-etil-esteroide aislado del hongo Cunninghamella elegans
(Choudhary et al., 2005).

Inactivadores Irreversibles

La inhibicién irreversible ocurre por formacion de algun enlace covalente entre
el inhibidor y la enzima, normalmente en el sitio activo. El captopril, por ejemplo, es un
medicamento antihipertensivo que forma un complejo cobre-captopril y un puente
disulfuro con la enzima (Chang, 2009). El anion 3,5-dihidroxifenil decanoato, también
ha sido descrito como un inhibidor irreversible de tirosinasa (Qiu et al., 2005). Aunque
se ha estudiado la cinética de inactivacion suicida de tirosinasa (Mufioz-Mufioz et al.,
2008), se han encontrado pocos sustratos suicidas potentes. Se han patentado como
sustratos suicidas dos isoflavonas: la 7,8,4 -trihidroxiisoflavona y la 5,7,8,4-
tetrahidroxi isoflavona (Chang, 2007; Chang y Wu, 2008).

Diseno de inhibidores

El estudio y descubrimiento de nuevos inhibidores es util para las industrias
farmacéutica y cosmeética. Actualmente, se estdn empleando métodos de simulacién
por ordenador para estudiar la relacion cuantitativa estructura/actividad de un gran
namero de moléculas, y posteriormente se lleva a cabo el ensayo experimental de
aquellas més prometedoras (Casafola-Martin et al., 2008, 2010; Marrero-Ponce et al.,
2010). Asi, por ejemplo, se han estudiado los derivados de cumarinas (Le-Thi-Thu et

al., 2011) y vanillinas (Rescigno et al., 2011b).
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1.3.4.3. Aplicaciones

Pardeamiento de frutas y hortalizas

El pardeamiento de frutas, hortalizas y champifiones es una gran preocupacion
para los agricultores y el sector industrial, debido a la alteracion que causa en las
propiedades organolépticas del producto y la reduccién de su vida util. Por esta razon,
se han desarrollado numerosas estrategias con la finalidad de atenuar o eliminar el

proceso de pardeamiento enzimatico.

La inactivacion de tirosinasa se puede llevar a cabo mediante el empleo de
elevadas temperaturas, altas presiones, valores de pH extremos, exposicion a
microondas o utilizacion de inhibidores enzimaticos como el 4-hexilresorcinol (Kim y
Uyama, 2005).

Otra técnica empleada consiste en eliminar del medio de reaccion a uno de los
dos sustratos de la enzima. Por un lado, los compuestos fendlicos pueden ser
eliminados mediante el empleo de especies complejantes y absorbentes como son los
carragenatos, ciclodextrinas, polivinilpirrolidona y quitosanos o mediante la adicion de
enzimas como las fenil-O-metiltransferasas que actlan sobre estos compuestos
fendlicos produciendo su modificaciéon (Billaud et al., 2003). Por otro, aunque no es
recomendable eliminar totalmente el oxigeno presente, por las desviaciones
metabdlicas que se pueden producir, si que puede resultar util la utilizacion de

atmadsferas controladas con un bajo contenido del mismo (Soliva-Fortuny et al., 2001)

También se ha llevado a cabo la reduccion de los productos quinénicos
producidos, evitando asi su polimerizacion, mediante el empleo de reactivos como

sulfito, cisteina, acido ascorbico y eritorbico (Billaud et al., 2003; Kim y Uyama, 2005).

Industria cosmética

Los inhibidores de tirosinasa se estan desarrollando también en la industria
cosmeética por su efecto blanqueador de la piel, aunque sélo unos pocos de ellos se
llegan a aplicar realmente debido a razones de seguridad (Kubo et al., 2000). La
arbutina y aloesina se utilizan ampliamente como despigmentantes (Jin et al., 1999) y
se utilizan conjuntamente ya que asi producen una inhibicién sinérgica de tirosinasa.
Como inhibidores de segunda generacién se ha descrito la desoxiarbutina, que inhibe
tanto a la actividad monofenolasa como a la difenolasa de forma reversible (Chawla et
al., 2008).
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1.3.5. Tirosinasa inmovilizada

La enzima tirosinasa ha sido inmovilizada en un gran numero de soportes
mediante distintos métodos y técnicas de inmovilizacién (Duran et al. 2002; Halouili et
al., 2006; Octavio de Faria et al., 2007). La principal ventaja de la inmovilizacion es la
posibilidad de reutilizacién de la enzima, aunque también se persigue la obtencion de
mejoras en la estabilidad y en la actividad enzimatica. Debido a las numerosas
aplicaciones biotecnoldgicas de tirosinasa, su inmovilizacion sigue siendo objeto de
estudio en la actualidad, produciendo un importante nimero de publicaciones
cientificas cada afio (Bertolino et al., 2011; Nicolucci, 2011; Malzahn et al., 2011,
Oriero et al., 2011; Sima et al., 2011; Singh, 2011; Algeri et al., 2012; Donato et al.,
2012; Xu et al., 2012; Dinger et al., 2012; Yang et al., 2012).

En los trabajos que conforman la presente Memoria, ha sido llevada a cabo con
éxito la inmovilizacién de tirosinasa mediante adsorcion por interacciones hidrofébicas,
sobre diversos ésteres cinamicos de carbohidratos, obteniendo notables mejoras en
los valores de actividad y estabilidad enzimatica (Marin-Zamora et al., 2005, 2006,
2007a, 2007h). La adsorcién de la enzima, también puede lograrse por interacciones
electrostaticas, mediante el empleo de soportes de inmovilizacién como nanoparticulas
0 nanotubos de ZnO (Li et al., 2006; Gu et al., 2009) y membranas de poli(HEMA-co-
GMA)-PEI-Cu(ll) (Arica y Bayramoglu, 2004). Otros soportes, empleados para la
inmovilizacién por adsorcion de tirosinasa, han sido: montmorillonita-Al(OH), (Naidja et
al., 1997), electrodos de carbono (Yaropolov et al., 1995; Mohammadi et al., 2008;
Moghaddan et al., 2008) y electrodos de oro modificados (Nakamura et al., 2006).

La técnica de inmovilizacién de tirosinasa por atrapamiento en geles o matrices
poliméricas ha sido ampliamente utilizada. La enzima ha sido inmovilizada en geles de
gelatina, alginato y poliacrilamida (Munjal y Sawhney, 2002). Se ha llevado a cabo el
atrapamiento de tirosinasa en peliculas sol-gel de titania (TiO;), mediante un método
de deposicién por vapor (Yu et al., 2003) y en peliculas sol-gel de silice (SiO;) (Wang
et al., 2000; Oriero et al., 2011) y de alimina (Al,O3) (Liu et al., 2000; Zejli et al., 2008).
Se han empleado matrices compuestas de alginato-SiO, (Shao et al., 2009) y de
agarosa-goma guar (Tembe et al., 2006), como soportes de inmovilizacion de la
enzima. Ademas, se ha logrado el atrapamiento de tirosinasa mediante polimerizacion
electroquimica, en presencia de la enzima, de los copolimeros poli(6xido de
etileno)/polipirrol y polisiloxano/polipirrol (Arslan et al., 2005; Yildiz et al., 2005) v,
también, mediante electrodeposicion catodica de un polimero funcionalizado con un

complejo de osmio sobre la superficie de un electrodo de platino (Yildiz et al., 2007).
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La inmovilizacién por atrapamiento de tirosinasa se ha conseguido, también, por
fotocurado de membranas metacrilicas/acrilicas (Hanifah et al., 2009). Otra técnica de
inmovilizacion desarrollada ha sido la adsorcion y atrapamiento de tirosinasa entre dos

capas de poli(cloruro de dialildimetilamonio) (Fiorentino et al., 2010).

De otra parte, el método de inmovilizacion covalente de tirosinasa ha sido uno
de los més utilizados (Duréan et al., 2002; Zynek et al., 2011). Cabe destacar el uso del
agente entrecruzante glutaraldehido, que actda como puente, enlazandose al soporte
y a la enzima por formacion de bases de Schiff. Tirosinasa ha sido inmovilizada
covalentemente, por medio de glutaraldehido, a soportes como: microesferas reactivas
basadas en metacrilato de glicidilo dénde los grupos epoxi han sido convertidos en
grupos amino por reaccion con 1,6-hexanodiamina (Arica et al., 2004), nanoparticulas
magnéticas (MgFe,0,-SiO,) modificadas con grupos amino en su superficie (Liu et al.,
2005), microfibras de carbono funcionalizadas con grupos amino (Wang y Hasebe,
2009), gelatina depositada sobre un electrodo (Asav et al., 2009), polietilentereftalato
modificado quimicamente (Irena et al., 2009), vidrio poroso funcionalizado con grupos
aminopropilo (Girelli et al., 2009) y esferas compuestas de quitosano-arcilla (Dinger et
al., 2012). También se ha llevado a cabo la formacion de agregados de tirosinasa por
precipitacién con sulfato de amonio y etrecruzamiento con glutaraldehido (Aytar y
Bakir, 2008; Xu et al., 2012), lo que permite la inmovilizacién de la enzima sin en el
empleo de un soporte. Otros métodos de inmovilizacion covalente de tirosinasa
incluyen el empleo de reactivos tipo carbodiimida (Biegunski et al., 2006; Zhou et al.,
2007; Tamura et al., 2010; Wang et al., 2010), cloruro cianurico (Wang y Asebe, 2011)
o la diazotacion del soporte (Girelli et al., 2007).

La optimizacion del proceso de inmovilizacion de tirosinasa, en un determinado
soporte, incluye el estudio de parametros como: la concentracion de enzima en la
disolucion empleada para llevar a cabo la inmovilizacion, el tiempo y pH de
inmovilizacion, la cantidad de enzima inmovilizada, y otros aspectos relacionados con
la naturaleza del soporte y técnica de inmovilizacion elegidos en cada caso (Arica et
al., 2004; Marin-Zamora et al., 2005, 2006; Abdullah et al, 2006; Mita et al., 2007,
Shao et al., 2007; Tamura et al., 2010). Tras la inmovilizacién es crucial el estudio del
comportamiento y las caracteristicas de la enzima inmovilizada: pH y temperatura
optima de reaccion, efecto de la reutilizacién, estabilidad térmica y frente al
almacenado, asi como el estudio de las constantes cinéticas mostradas por la enzima
en su actuacion sobre el sustrato utilizado (Arslan et al., 2005; Marin-Zamora et al.,
2005, 2006, 2007a, 2007b; Girelli et al., 2007; Asav et al., 2009; Zynek et al., 2011).
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Existe una gran variedad de sustratos conocidos sobre los que puede actuar la
enzima tirosinasa y muchos de ellos han sido estudiados con tirosinasa inmovilizada.
En los trabajos de la presente memoria se han empleado los sustratos: 4-tert-
butilcatecol, dopamina, L-dopa, DL-dopa, D-dopa, L-a-metildopa, DL-a-metildopa, L-
isoprenalina, DL-isoprenalina, L-adrenalina, DL-adrenalina, L-noradrenalina, D-
noradrenalina, L-tirosina, DL-tirosina, D-tirosina, hidroxianisol, 4-metilfenol, 4-tert-
butilfenol, &cido 4-hidroxifenilacético y &cido 4-hidroxifenilpropiénico (Marin-Zamora et
al., 2007a, 2007b, 2009; Garcia-Ruiz et al., 2009). Otros sustratos, estudiados también
con tirosinasa inmovilizada, han sido, por ejemplo: catecol (Arslan et al., 2005;
Nakamura et al., 2006; Zhang et al., 2009), p-cresol (Zhao et al., 2009; Yu et al., 2010),
L-tirosina (Arica et al., 2004; Sima et al., 2011), fenol (Gu et al., 2009; Chen y Yin,
2010; Oriero et al., 2011; Dinger et al., 2012), o-aminofenol (Cabaj et al., 2010), 4-

clorofenol y 4-cloro-3-metilfenol (Hanifah et al., 2009).

Al realizar el estudio cinético de la actividad enzimatica frente a la

concentracion de sustrato, se pueden determinar los valores aparentes de la constante

de Michaelis, K:*, y la velocidad maxima, V> . Los valores de K:’mostrados por

tirosinasa inmovilizada normalmente experimentan variaciones respecto a los
obtenidos por tirosinasa en disolucién, siendo el soporte y método de inmovilizacion

empleados importantes factores a tener en cuenta (Chibata, 1978; Arroyo, 1998). Es

habitual encontrar que los valores de K  de tirosinasa inmovilizada para un

determinado sustrato sean mayores que los mostrados por dicha enzima en disolucion
para el mismo sustrato (Arica et al., 2004; Arslan et al., 2005; Yilditz et al., 2005;
Nakamura et al., 2006; Marin-Zamora et al., 2007a, 2007b; Shao et al., 2007; Tembe
et al., 2008; Sima et al., 2011). También se ha descrito una disminucién del valor de

K2

. » mostrando la enzima inmovilizada una mayor afinidad aparente por el sustrato
(Rijiravanish et al., 2004; Marin-Zamora et al., 2006; Wang y Hasebe, 2009; Zhang et

al., 2009; Sanchez-Paniagua et al, 2010).

Los valores de Vb dependen de la cantidad de enzima inmovilizada, por lo

gue la comparacion de la actividad de tirosinasa sobre diversos sustratos, solo debe
hacerse cuando la enzima ha sido inmovilizada sobre el mismo soporte y con la misma
técnica y condiciones de inmovilizacion. Para determinar las variaciones en la
actividad enzimatica cuando tirosinasa es inmovilizada sobre distintos soportes y/o con

distintas técnicas de inmovilizaciébn y comparar con la actividad de tirosinasa en

disolucién, es necesario obtener los valores de las constantes cataliticas (k2

cat/*
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En muy pocos trabajos de enzimas inmovilizadas se da el valor de la constante

catalitica. No obstante, si se han determinado los valores de kZ° para tirosinasa

cat
inmovilizada sobre diversos ésteres cinamicos de carbohidratos (Marin-Zamora et al.,
2007a, 2007b) y para tirosinasa complejada no covalentemente a polibreno en

disolventes mixtos agua/etanol (Shipovskov and Levashov, 2003). También se han

determinado los valores de k2P

w Para otras enzimas como anhidrasa carbonica
inmovilizada sobre octil-sefarosa (Hosseinkhani y Nemat-Gorgani, 2003), mioglobina
inmovilizada sobre fosfonatos de circonio (Belleza et al., 2004) y lacasa inmovilizada

en Eupergit C (LLoret et al., 2012).

La inmovilizacién de tirosinasa puede ser muy util en la producciéon de L-dopa y
otros o-difenoles, en la deteccidon de compuestos fendlicos y de algunos inhibidores de
la enzima, y en los procesos de descontaminacién de aguas mediante eliminacion de
compuestos fendlicos (Octavio de Faria et al., 2007), tal y como se describe a

continuacion.

1.3.5.1. Obtencién de o-difenoles

Desde hace décadas, la terapia de eleccion para el tratamiento del Parkinson
es el L-dopa. Por este motivo, se calcula que se consumen cada afio cerca de 250
toneladas de este medicamento. El L-dopa, mayoritariamente, se genera mediante
sintesis quimica a partir de vanillina e hidantoina, en un proceso muy laborioso que
requiere de ocho pasos consecutivos (Reinhold et al., 1987). Una de las alternativas
estudiadas es la obtencion de L-dopa a partir de L-tirosina mediante catélisis
enzimatica con tirosinasa inmovilizada. Para ello, el método clasico utilizado consiste
en hacer actuar tirosinasa en un medio de reaccién compuesto por tampoén fosfato y
concentraciones iguales de L-tirosina y acido ascorbico. Asi, se ha llevado a cabo la
produccion de L-dopa mediante tirosinasa inmovilizada en nailon (Pialis et al., 1996),
quitosano (Carvalho et al., 2000; Chuang et al., 2005), ceolita (Seetharan y Saville,
2002), poliestireno modificado (Ho et al., 2003), gel Cu-alginato (Ates et al., 2007),
agar activado (Norouzian et al., 2007) y membranas tubulares de poliamida (Algieri et
al., 2012). En todos estos estudios los rendimientos conseguidos en la obtencién de L-
dopa son bastante bajos. En un articulo de revisién sobre el potencial biotecnolégico
de tirosinasa (Octavio de Faria et al., 2007), se afirma que en los intentos realizados
para producir L-dopa, mediante tirosinasa inmovilizada, las productividades
conseguidas son bajas, del rango de 1.44 a 54 mg/l/h (Pialis et al., 1996; Carvalho et
al., 2000; Seetharan y Saville, 2002; Ho et al., 2003; Ates et al., 2007).
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Este bajo rendimiento de tirosinasa (Octavio de Faria et al., 2007) se atribuye

principalmente a dos factores:

1. La conversién de L-tirosina en L-dopa es incompleta (menos del 30% es consumida

durante el proceso).

2. En este sistema de produccioén, parte del L-dopa producido vuelve a reaccionar con
tirosinasa y produce o-dopaquinona. Esta dopaquinona cicla espontaneamente a
leucodopacromo el cual, mediante una reaccion de oxidacién/reduccion con una
segunda molécula de dopaquinona, regenera una molécula de L-dopa pero
también genera una molécula de dopacromo, el cual polimeriza espontaneamente

dando lugar a la formacién de melaninas.

Para evitar la produccion de melaninas, se puede afadir acido ascorbico al
medio, el cual reduce o-dopaquinona a L-dopa en una reacciébn no enzimatica
instantdnea. Sin embargo, se necesitarian elevadas cantidades de acido ascérbico
para obtener rendimientos aceptables en la obtencién de o-difenol, ya que se entraria
en una dindmica de ciclos futiles (el o-difenol obtenido por reduccién quimica de la o-
quinona, compite con el monofenol para ser oxidado de nuevo por la enzima, lo que
supone que parte de él volvera a ser oxidado a o-quinona y tendrd que volver a ser
reducido, antes de que nuevas moléculas de monofenol sean hidroxiladas en orto,
aumentando la concentracion final de o-difenol). Esta dinAmica de ciclos futiles a su
vez facilitaria la inactivacion suicida de la enzima. Ademas, se ha demostrado que
altas concentraciones de 4&cido ascorbico inhiben la actividad monofenolasa y
difenolasa de tirosinasa y, ademas, inactivan irreversiblemente a la enzima (Ros et al.,
1993a, 1995; Mufioz-Mufioz et al., 2009).

Recientes estudios de produccion de L-dopa mediante este método (Algieri et
al., 2012; Donato et al.,, 2012), estan en concordancia con los bajos rendimientos
descritos anteriormente (Octavio de Faria et al., 2007). Se ha empleado tirosinasa
inmovilizada sobre membranas de ceolita (Donato et al., 2012) y de poliamida (Algieri
et al., 2012), con rendimientos en la obtencién de L-dopa de aproximadamente el 5y
10 %, respectivamente. También se han empleado agregados de tirosinasa obtenidos
por entrecruzamiento (Xu et al., 2012), para la obtencion de L-dopa, en un medio
constituido por tampoén fosfato y una concentracion de &cido ascorbico 7,5 veces
superior a la de L-tirosina, lograndose en este caso rendimientos del 53 %. Ademas
del L-dopa existen otros o-difenoles de considerable interés por su actividad biolégica

y antioxidante.
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Recientemente se ha publicado la sintesis de L-dopa con buenos rendimientos
mediante una técnica electroenzimatica, donde tirosinasa esta inmovilizada en un
electrodo que permite la reduccion de la o-dopaquinona a L-dopa sin ser necesaria la
adicién de acido ascorbico (Min et al., 2010). También se ha descrito la inmovilizacion
de tirosinasa en resinas epoxi Eupergit C250L y posterior deposicion de varias
peliculas de polielectrolito sobre la enzima (Guazzaroni et al., 2012a, 2012b), que ha
sido aplicada a la sintesis de una serie de catecoles (distintos a L-dopa) en medio
acuoso o afiadiendo diclorometano como extractor en contacto con el medio acuoso.
Ultimamente se ha avanzado en la obtencion de L-dopa a partir de L-tirosina mediante
el empleo de microorganismos (Surwase y Yadhav, 2011; Surwase et al., 2012).

En la presente Memoria se ha desarrollado con éxito un nuevo procedimiento
de obtencion de o-difenoles con muy altos rendimientos. Teniendo en cuenta los malos
resultados obtenidos, hasta el inicio de nuestro estudio, en la obtencién de L-dopa
empleando tampén fosfato como medio de reaccién, hemos llevado a cabo la
invencidn de un procedimiento alternativo de produccién de o-difenoles que utiliza
como medio de reaccién tampén borato (Marin-Zamora et al., 2009; Garcia-Ruiz et al.,
2009). El anién borato en presencia de o-difenol da lugar a un complejo estable
borato-difenol (Mochizuki et al., 2002; Yamazaki y Itoh, 2003; Waite, 1984). Este hecho
permite mejorar la acumulacién de o-difenol en el medio, ya que el anién borato
compleja al o-difenol formado impidiendo la oxidacion de éste por parte de tirosinasa,
logrando asi minimizar la entrada en la dindmica de ciclos futiles comentada
anteriormente. Ademds, afiadimos al medio de reaccién hidroxilamina o una
concentracion inicial de o-difenol que facilitan que la forma metatirosinasa pase a
desoxitirosinasa (cerrando asi el ciclo catalitico). También es necesaria la presencia
de acido ascérbico en exceso para reducir la o-quinona generada a o-difenol. En
nuestro caso el &cido ascoérbico no inactiva practicamente a la enzima, porque forma a
su vez un complejo con el borato (Obi et al., 1998; Roomi y Tsao, 1998). Siguiendo
esta metodologia, hemos sintetizado o-difenoles de diferentes caracteristicas y cargas:
4-tert-butilcatecol, 4-metilcatecol, 4-metoxicatecol, acido 3,4-dihidroxifenilpropionico,
acido 3,4-dihidroxifenilacético y L-dopa, a partir de sus monofenoles correspondientes
(4-tert-butilfenol, 4-metilfenol, 4-metoxifenol, acido p-hidroxifenilpropionico, acido p-
hidroxifenilacético y L-tirosina). Los rendimientos conseguidos han sido muy altos (88-
96 %) en todos los casos. En el caso de la obtencion de L-dopa se obtuvo por primera
vez, mediante tirosinasa inmovilizada, un rendimiento del 90 % en un proceso en

continuo escalable industrialmente.
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1.3.5.2. Biosensores enzimaticos

Las aguas residuales pueden contener residuos fendlicos procedentes de
industrias textiles, quimicas, petroquimicas y papeleras, entre otras (Yamada et al.,
2005). Estos compuestos fendlicos pueden ser contaminantes también de suelos y
alimentos. La legislacion medioambiental es cada vez mas estricta y se requieren
métodos de analisis sencillos y precisos para detectar los niveles de compuestos
fendlicos en aguas. Los métodos empleados tradicionalmente para llevar a cabo estos
andlisis han sido métodos espectrofotométricos y cromatograficos. Actualmente, el
campo de los biosensores enzimaticos esta siendo fruto de numerosos trabajos de
investigacion en este sentido. Una de las principales ventajas de los biosensores es la

posibilidad de la determinacion in situ de los compuestos que se requiere analizar.

Numerosos son los biosensores basados en tirosinasa inmovilizada (Zhao et
al., 2009; Fiorentino et al., 2010; Apetrei et al., 2011; Han et al., 2012), que permiten
determinar la cantidad de compuestos fendlicos presentes en el medio. Para ello, se
recurre a la medida del consumo de oxigeno por parte de la enzima al llevar a cabo la
oxidacién catalitica o a la reduccién electroquimica de la o-quinona liberada por la
enzima como producto de reaccién (Tembe et al., 2009). Ademas, los biosensores de
tirosinasa también son utilizados para la determinacién de sustancias inhibidoras de la
actividad catalitica de esta enzima, como son los compuestos organofosforados (Vidal
et al., 2006), el acido benzoico (Kochana et al., 2012) y el i6n fluoruro (Asav et al.,
2009).

Algunos de los numerosos biosensores basados en tirosinasa inmovilizada se
describen a continuacion. La determinacion de catecol se ha llevado a cabo, por
ejemplo, mediante un biosensor basado en tirosinasa inmovilizada en una pelicula
compuesta de quitosano, carbon y nanoparticulas de niquel (Yang et al., 2012), a
través de otro biosensor compuesto de un electrodo de éxido de grafeno enlazado a
nanoparticulas de oro recubiertas de tirosinasa (Song et al., 2011) y mediante un
biosensor basado en tirosinasa inmovilizada sobre nanoparticulas de oro

encapsuladas por un dendrimero (Singh, 2011).

La deteccion de bisfenol A ha sido posible gracias a un biosensor de tirosinasa
basado en nanografeno (Wu et al., 2012). También se ha llevado a cabo la deteccién
de norepinefrina, mediante tirosinasa inmovilizada en nanotubos de carbono
(Mohammadi et al., 2011).
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Ademas, debido a su efecto inhibidor, se ha llevado a cabo la determinacién de
sustancias como el acido benzoico, mediante un biosensor basado en tirosinasa
adsorbida sobre fosfato de calcio (Sanchez-Paniagua y Lopez-Ruiz, 2011) y también el
ion Cr(lll), mediante un biosensor constituido por un electrodo con tirosinasa atrapada
en polipirrol obtenido por electropolimerizacion (Dominguez-Renedo et al., 2004).

1.3.5.3. Descontaminacién de aguas

Los compuestos fendlicos son importantes contaminantes organicos, que
confieren al agua un mal sabor y un mal olor, ademas de ser muy téxicos. La
contaminacién de medios acuaticos naturales por presencia de fenoles se produce,
principalmente, por el vertido de aguas residuales de industrias de pintura, carbén,
insecticidas, farmacos, curtidos y petréleo. La supresion de compuestos fendlicos en
los vertidos industriales es un problema prioritario. Algunos de los métodos empleados
para llevar a cabo la descontaminacion de aguas, liberandolas de compuestos
fendlicos, consisten en la extracciéon con disolventes, oxidacion quimica, degradacién
microbiana o utilizacion de enzimas (Octavio de Faria, 2007). La enzima tirosinasa ha
sido utilizada en la eliminacién de fenoles y biorremediacién tanto en disolucién, como
inmovilizada a un soporte, con la consiguiente ventaja de su posible reutilizacion.
Generalmente, los productos o-quinénicos formados por la oxidacién enzimética dan
lugar a reacciones de polimerizacion, obteniéndose compuestos insolubles que

pueden ser eliminados por filtracion o precipitacion.

Asi, por ejemplo, recientemente se ha empleado tirosinasa inmovilizada
covalentemente sobre esferas de quitosano-arcilla para la eliminacion de fenol (Dincer
et al., 2012). También se ha logrado la biodegradacién de una serie de bisfenoles
mediante un reactor que contiene tirosinasa inmovilizada sobre esferas de
poliacrilonitrilo  (Nicolucci et al.,, 2011). La eliminacion de alquilfenoles puede
conseguirse mediante un sistema formado por dos columnas, la primera rellena de una
resina intercambiadora de iones sobre la que se ha inmovilizado covalentemente la
enzima, y la segunda, rellena de esferas de quitosano (entrecruzado con
epiclorhidrina) que adsorben las quinonas producto de la reaccion catalizada por
tirosinasa (Tamura et al., 2010). Otro ejemplo de aplicacion de tirosinasa en
biorremediacion, ha sido la utilizacion de tirosinasa inmovilizada sobre un soporte
compuesto por quitosano-alginato para la eliminacion de fenol en un 92 % (Ensuncho
et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

Bl 0BJETIVO GENERAL

El objetivo fundamental del trabajo de investigacibn desarrollado es la
inmovilizaciébn de la enzima tirosinasa de champifién sobre esteres cinamicos de
carbohidratos fotoentrecruzados y la optimizacién del proceso para obtener una buena
actividad catalitica y estabilidad frente a diferentes factores, asi como el estudio de los
pardmetros cinéticos de los inmovilizados de tirosinasa al actuar frente a sustratos de
distinta naturaleza, su estereoespecificidad y su aplicacion a la produccién de diversos
o-difenoles de elevado interés como L-dopa.

B 0BJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos establecidos con la finalidad de alcanzar el objetivo
general propuesto son los siguientes:

= Disefiar y obtener un método de inmovilizacion de tirosinasa adecuado, basado en
la adsorcion de esta enzima a un éster cinamico de un carbohidrato
fotoentrecruzado mediante irradiacion con luz ultravioleta y conseguir la

optimizacion del procedimiento.

= Determinar los parametros que afectan a la inmovilizacion (pH, tiempo de
inmovilizacion y concentracion de enzima) y las caracteristicas de la enzima
inmovilizada (actividad catalitica, pH y temperatura O6ptimos de reaccion,

estabilidad térmica, operacional y frente al almacenado).

= Obtener inmovilizados de tirosinasa directamente a partir de extractos de
champifién, que proporcionen mejoras tanto econémicas en posibles procesos de

industrializacion, como aumentos de la actividad enzimatica.

= Optimizar el proceso de extraccién e inmovilizacion, incluyendo el estudio de la
cantidad de inhibidor de la actividad durante el proceso. Comparar las
caracteristicas de tirosinasa inmovilizada asi obtenida con aquellas de la enzima

comercial inmovilizada.
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Realizar el estudio de las propiedades cinéticas de tirosinasa inmovilizada
(constante de Michaelis, velocidad maxima y constante catalitica) en su actuacién

sobre sustratos de distinta naturaleza y con distinto grado de hidrofobia/hidrofilia.

Comparar diferentes ésteres cinamicos de carbohidratos de distinta naturaleza
(monosacaridos, disacaridos y oligbmeros) como soportes de inmovilizacién y

estudiar las posibles variaciones en el comportamiento de la enzima.

Determinar la estereoespecificidad de tirosinasa inmovilizada sobre un soporte
quiral y otro no quiral, al actuar sobre los isomeros L y D y racémicos de diversos
difenoles y de un monofenol.

Llevar a cabo la produccion de diversos o-difenoles como L-dopa, a partir de los
correspondientes monofenoles, mediante tirosinasa de champifion inmovilizada.
Optimizar el medio necesario para llevar a cabo la reaccién y estudiar el
rendimiento en la obtencién de cada o-difenol frente al tiempo de reaccion.
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3. MATERIALES Y METODOS

Bl REACTIVOS

La enzima tirosinasa (T-7755; EC 1.14.18.1 de champifién, 6680 U/mg sélido)
utilizada en algunos de los ensayos de esta Memoria fue suministrada por Sigma
(Espafia). Los champifiones (Agaricus bisporus) utilizados para la extraccion y
posterior inmovilizacion directa de tirosinasa fueron suministrados por Mercadona
(Espafia). Los distintos monofenoles y o-difenoles utilizados como sustratos, fueron
obtenidos de Sigma (Espafia). Las disoluciones madre de los sustratos fendlicos se
prepararon en &cido fosférico diluido (0.15 mM) para prevenir la autoxidacion. Los
carbohidratos: D(-)-sorbitol, dextrina, D-glucosa anhidra, acido D-glucurénico, glicerina
e inulina fueron suministrados por Fluka (Espafia); D(-)-arabinosa, D(-)-fructosa y D(-)-
manitol fueron obtenidos de Merck (Alemania); dextrano, sacarosa y almidon se
obtuvieron de Panreac (Espafa) y 1,2-o-isopropilidén-a-D-glucofuranosa y acido D-
guldénico fueron proporcionados por Aldrich (Espafia). El cloruro de cinamoilo fue
suministrado por Sigma (Espafa). Todos los demas productos quimicos utilizados
fueron de grado analitico y fueron obtenidos de Fluka (Espafia), Panreac (Espafia),
J.T. Baker (Holanda), Sigma (Espafa) y Lab-Scan (Irlanda). Se utiliz6 agua ultrapura

obtenida a partir de un sistema Milli-Q (Millipore Corporation).

BBl TECNICAS ANALITICAS

3.2.1. Espectrofotometria UV-Visible

La medidas de actividad enzimatica se llevaron a cabo en un espectrofotémetro
UV/Visible UNICAM 8625 controlado por un ordenador PC provisto del programa
Unicam Software Scan 8620/25 y en un epectrofotometro UV/Visible PerkinElmer,
Lambda 35, controlado por un PC provisto de un programa Lambda 35, KinLab. Una
bomba peristaltica de flujo variable (DINKO D25V) fue utilizada para bombear el medio
de reaccion (50-55 ml/min) hacia el espectrofotometro, donde se sitla una cubeta de

cuarzo (1 cm).

3.2.2. Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se realizaron en pastillas de KBr utilizando un

aparato Nicolet Impact 400 en representaciones de 4000 a 500 cm™,
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3.2.3. Resonancia magnética nuclear

Los espectros de *H-RMN y *C-RMN se realizaron en un espectrémetro Varian
Unity 300 MHz. En el caso de los prepolimeros sintetizados se emple6 como
disolvente cloroformo deuterado. Los espectros de *C-RMN de los sustratos se
llevaron a cabo utilizando como disolvente agua deuterada. Los valores de

desplazamiento quimico (d) se midieron respecto al valor de tetrametilsilano (& = 0).

3.2.4. Andlisis térmico

Se utiliz6 un calorimetro diferencial de barrido modelo TGA-DSC 2920. Se
trabajo en corriente de nitrégeno seco con un flujo de 5 ml/min. Como método de
trabajo, se realizé un equilibrado de 10 °C y se utiliz6 una rampa de calentamiento de
10 °C/min hasta alcanzar 300 °C. Se emplearon capsulas selladas herméticamente de

aluminio, y como material de referencia se utilizé6 una cdpsula vacia.

3.2.5. Cromatografia de gases-Espectrometria de masas

El cromatografo de gases utilizado fue un Finnigan Trace GC Ultra acoplado a
un espectrémetro de masas Finnigan Polaris Q y un muestreador automatico Termo
Finnigan AS 2000 sampler. La separacion de sustancias se llevo a cabo mediante una
columna RTX-5MS de 30 m de longitud y 0.25 mm de didmetro. Como gas portador se
utilizé helio, con una velocidad de flujo de 0.3 ml/min. La temperatura del horno se
programo de 100 °C a 220 °C con una rampa de calentamiento de 6 °C/min, y después
se mantuvo a temperatura final constante durante un tiempo total de 40 minutos. El

volumen de inyeccion fue de 2 pl.

3.2.6. Cromatografia de liquidos de alta resolucién

El equipo cromatogréfico utilizado para realizar los ensayos de HPLC fue un
VWR Hitachi Elite Lachrom equipado con una bomba L-2130 y acoplado a un
muestreador automatico L-2200 y un detector de sistema de diodos L-2455 (medida a
250 nm, barrido de 200 a 600 nm). La separacién de sustancias se llevd a cabo
mediante una columna TeKnoKroma Mediterranea Sea C-18, con unas medidas de 25
cm x 0.40 cm y un tamafio de particula de 5 mm. El medio de elucién empleado
consistié en una disolucion de acetato aménico 50 mM y Na,-EDTA 5 mM de pH 3 con

una velocidad de eluciéon de 1 ml/min. El volumen de inyeccion fue de 20 pl.
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BBl METODOS

3.3.1. Obtencién de los prepolimeros fotorreactivos

Los prepolimeros fotorreactivos precursores de los soportes de inmovilizacion
fueron los derivados totalmente cinamoilados de diversos carbohidratos y polioles. La
preparacion se realiz6 mediante una modificacion del método propuesto por Van Cleve
(Van Cleve, 1963), del modo que se describe a continuacién (Rojas-Melgarejo et al.,
2004a, 2004b, 2004c).

Preparacion de los ésteres cinamicos de carbohidratos y polioles

En primer lugar, se disolvieron 0.02 moles de carbohidrato o poliol en 100 ml de
piridina en general. En el caso de etil-a-D-glucopiranésido y D-arabinosa se emple6
piridina: dimetilformamida (2:1 v/v), para dextrano la proporcion fue 1:2 (v/v) y para D-
glucosa la proporcion fue 1:1 (v/v). La mezcla se calent6 a 60 °C durante una hora
hasta la completa disolucion del carbohidrato. Una vez enfriada la disolucion hasta
temperatura ambiente, se agregd una cantidad de cloruro de cinamoilo
correspondiente a multiplicar la cantidad equimolar necesaria por el nimero de grupos
hidroxilo a cinamoilar en el hidrato de carbono, mas un exceso del 20 %, para
asegurar la completa cinamoilacién. En concreto se afiadieron: 0.15 moles de cloruro
de cinamoilo para preparar los derivados cinamoilados de D-sorbitol y D-manitol; 0.07
moles para glicerina, inulina, dextrina, dextrano, almidén, 1,2-O-isopropiliden-a-D-
glucofuranosa y el derivado parcialmente cinamoilado 3,5,6-tricinnamoil-D-
glucofuranosa; 0.10 moles para D-glucosona, D-arabinosa, etil-D-glucopiranésido,
acido D-glucurénico, y acido D-guldnico; 0.12 moles para D-fructosa y D-glucosa; y
0.19 moles para sacarosa. La reaccién se dejé transcurrir a temperatura ambiente

durante 4 horas.

Transcurrido ese tiempo, se vertio la mezcla producto de la reaccién sobre agua
fria fuertemente agitada. Al decantar y filtrar esta mezcla, se obtuvo un precipitado que
se disolvio en cloroformo. La purificacion se llevé a cabo adicionando gota a gota la
disolucién del producto en cloroformo sobre hexano fuertemente agitado, el sélido
obtenido se redisolvié de nuevo en cloroformo, se reprecipité de nuevo en hexano y se
desecé sobre P,Os a presion reducida. La obtencion de 3,5,6-Tricinamoil-D-
glucofuranosa se realizo por hidrolisis acida del cinamato de 1,2-O-isopropiliden-o-D-

glucofuranosa (Rojas-Melgarejo et al., 2004c).
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Se comprobd que tras la reaccion todos los grupos hidroxilo quedaron
cinamoilados, es decir que la esterificacion fue completa (Rojas-Melgarejo et al.
2004c), mediante diversos andlisis experimentales de los compuestos preparados: ‘H-
RMN, **C-RMN, DEPT (experimento de *3C con transferencia de polarizacion),

experimentos bidimensionales (COSY y proporcién de C/H) y espectros de IR.

Preparacion de D-glucosonay etil-a-D-glucopiranosido

Para obtener los cinamatos de D-glucosona y etil-a-D-glucopiranésido del modo
indicado anteriormente, en primer lugar hubo que llevar a cabo la sintesis de los

compuestos de partida.

La preparacion de D-arabino-2-hexosulosa (D-glucosona) se llevo a cabo disolviendo
12 g de acetato de cobre(ll) y 7.21 g de D-fructosa en 120 ml de metanol-acido acético-agua
(12:1:2). Este medio de reaccidén se calenté hasta que alcanzé el reflujo, que fue mantenido
durante un tiempo de dos horas. Transcurrido este tiempo, se filtré6 el medio de reaccién para
eliminar el 6xido de cobre(ll) formado. Posteriormente, la disolucién se pasé a través de una
columna de Amberlita IR-120 con el fin de fijar el Cu” y cu® gue hubiesen podido quedar libres
en la disolucién. La disolucion resultante se colocdé en un matraz y se eliminé el disolvente
calentando en un rotavapor. La D-glucosona asi obtenida se empleé como producto de partida

en la obtencién del correspondiente cinamato.

La preparacion de etil-a-D-glucopiranésido se llevo a cabo colocando en un
matraz de 250 ml 15 g de D-glucosa anhidra, 160 ml de etanol absoluto y unas gotas
de &cido sulfarico hasta que el pH se ajusté entre 3 y 4. El matraz se colocé dentro de
un bafio con agua y se calent6é hasta alcanzar el reflujo, manteniéndose asi durante
dos horas mas. Acabada la reaccion se dejé enfriar y se neutralizé el medio con
carbonato de plomo. Tras neutralizar, se filtr6 el medio de reaccion y a la disolucién
final obtenida se le elimind el disolvente llevando a sequedad el contenido del matraz
en un rotavapor. Finalmente, el sélido resultante fue disuelto en metanol y vuelto a
llevar a sequedad en el rotavapor. Este producto fue posteriormente cinamoilado del

modo descrito.
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3.3.2. Obtencion de los soportes de inmovilizacion

Los soportes de inmovilizacion se prepararon por fotoentrecruzamiento de los
ésteres cinamicos de los carbohidratos y polioles obtenidos (Rojas-Melgarejo et al.,
2004c). Como matriz inerte se emplearon bolas de vidrio Microperl Industrial (Tipo A,
0.6-1.0 mm de didmetro) o JM-50 (1.7-2.4 mm de didmetro) fabricadas por Sovitec
Iberia S.A (Barcelona), dependiendo de la cantidad de enzima inmovilizada requerida
para cada tipo de experimento. Previamente a su utilizacion las esferas de vidrio
fueron lavadas y desengrasadas. Después se sumergieron en una disolucién
cloroférmica de prepolimero de 15 g/l o de 5 g/l y se elimind el disolvente mediante
evaporacion, quedando una pelicula de prepolimero fotorreactivo sobre las bolas de
vidrio. Finalmente, se procedi6 a la polimerizaciobn por entrecruzamiento del
prepolimero mediante irradiacion durante 15 min en la zona ultravioleta, con una
lampara de vapor de mercurio Osram HOL-125W (de 1.6 mW/cm? de potencia) situada
a 18 cm de la pelicula a irradiar, obteniendo asi el soporte de inmovilizacion.

3.3.3. Determinacion de la cantidad de soporte depositado en las bolas
de vidrio.

La determinacion de la masa de cinamato de sorbitol depositada sobre las
bolas de vidrio, se realizO mediante redisolucion en un volumen conocido de
cloroformo de la pelicula de prepolimero y medida espectrofotométrica de la
absorbancia a 280nm (ezs0nm= 112000 M cm™) atribuida al enlace >C=C< del grupo
cinamoilo y se extrapolaron los datos obtenidos en una recta de calibrado realizada en

el rango de concentraciones de 3-10 mg/I.

3.3.4. Extraccién de tirosinasa

Los champifiones utilizados como fuente de tirosinasa fueron liofilizados a
-40 °C, en un liofilizador FTS-Systems TDS-3D-MP con camara y condensador DURA-
TOP MP., pulverizados mediante molienda y almacenados a -18 °C. Con el fin de
extraer la enzima tirosinasa, se afiadieron 600 mg de champifiones, liofilizados y
molidos, a 16 ml de una disolucion acuosa de p-nitrofenol (30 mM, pH 7.0) y
posteriormente se agitd magnéticamente durante 30 minutos a 4 °C. Se utilizé un valor
de pH 7 con el fin de evitar el pardeamiento del extracto (Nufiez-Delicado et al., 1996).
Después, se centrifugé el extracto en un equipo Selecta P-Mixtasel a 6000 rpm
durante 5 min, recogiéndose unos 9 ml de sobrenadante con la enzima y
equilibrandolo a pH 5.5 mediante adicion de 1 ml de una disoluciébn acuosa de

NaH,PO,0.9 My H3sPO, 0.1 M. Finalmente se realizé una segunda centrifugacion.
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3.3.5. Inmovilizaciéon de tirosinasa

Para llevar a cabo la inmovilizacién de tirosinasa de Sigma se afadieron 5 ml
de una disolucién de enzima de concentracién 0.2 mg/ml preparada en tampén fosfato
sédico 0.1 M, pH 6.8, a una jeringuilla con 14 g de bolitas de vidrio Microperl Industrial
(Tipo A, 0.6 - 1.0 mm de diametro) recubiertas del soporte de inmovilizacion. La

inmovilizacion se dejo transcurrir durante 20 h a una temperatura de 4 °C.

La inmovilizacién directa de tirosinasa a partir de un extracto de champifién, se
llevé a cabo afiadiendo 3.5, 5 0 10 ml de extracto de tirosinasa (pH 5.5) obtenido del
modo indicado en el apartado 3.3.4, a una jeringuilla con 1.5, 3 0 14 g de bolas de
vidrio JM-50 (1,7 - 2,4 mm de didmetro), recubiertas del soporte de inmovilizacion. Se
dejo transcurrir la inmovilizacion durante 1 hora a 4 °C. Cuando se necesitd obtener
mayores valores de actividad enzimatica, se emplearon bolas de vidrio Microperl
Industrial (Tipo A, 0.6-1.0 mm de didmetro) recubiertas del soporte de inmovilizacion.
Para llevar a cabo los ensayos de actividad monofenolasa la inmovilizacion se realizé
afiadiendo 5 ml de extracto a 11 g de bolas del tipo Microperl Industrial, mientras que
los reactores empleados en la produccién de o-difenoles se obtuvieron afadiendo 10

ml de extracto de champifién (pH 5.5) a 22 g de bolas de este tipo.

Una vez transcurrido el tiempo de inmovilizacion establecido se retiré la
disolucién de enzima y se procedid al lavado de las muestras de tirosinasa
inmovilizada. Para ello se utiliz6 un dispositivo de lavado de la jeringa en
contracorriente y en continuo. Se comprobd que no se liberaba enzima al agua de

lavado durante este proceso, al no detectar actividad en las fracciones de lavado.

3.3.6. Determinacion de la cantidad de tirosinasa inmovilizada

Se llevd a cabo la determinacion de la cantidad de enzima tirosinasa
inmovilizada en 14 g de bolas de vidrio (de ambos tipos) recubiertas del
correspondiente soporte, tras ser sometidas éstas a un tratamiento en el que se
disolvio el soporte de inmovilizacion. Se afiadi6 a cada muestra de tirosinasa
inmovilizada, 10 ml de cloroformo y 5 ml de tampén fosfato soédico 400 mM, pH 6.8,y
se agitdé durante 3 minutos. Se tomo6 una alicuota de 1.5 ml de la fase acuosa y se
ensay0 la actividad tirosinasa afiadiendo, 0.5 ml de 4-tert-butilcatecol 20 mM
([TBCJsina= 4 mM) y 0.5 ml de tampon fosfato sédico 250 mM, pH 6.8. La cantidad de
enzima inmovilizada se determind extrapolando a partir de una recta de calibrado
realizada a partir de concentraciones conocidas de enzima purificada (Rodriguez-

Lépez et al., 2000) sometidas al mismo tratamiento.
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Es decir, se mezclaron 5 ml de una disolucion de tirosinasa purificada a una
concentracion conocida en tampén fosfato soédico 400 mM, pH 6.8, 10 ml de
cloroformo, y 14 g de bolas de vidrio recubiertas del soporte (sin enzima), se agitd
durante 3 minutos y se tomd una alicuota de 1.5 ml de la fase acuosa para medir su

actividad.

3.3.7. Ensayos de actividad enzimatica

La actividad enzimética de tirosinasa se determind espectrofotométricamente
para todos los sustratos. Cada jeringuilla con bolas de vidrio recubiertas de soporte y
enzima inmovilizada fue utilizada a modo de un pequefio reactor continuo de lecho
empaquetado con recirculacion y flujo descendente, a través del cual se bombea la
disolucion de sustrato, que a su vez pasa por la cubeta de cuarzo situada en el interior
del espectrofotébmetro. La disolucién de sustrato se prepar6 a la concentracion
deseada, en tampdn fosfato sédico 50 mM, pH 6.8. El volumen recirculante vari6é de 8
a 12.5 ml dependiendo de la masa y tipo de bolas utilizados en el ensayo. La medida
de actividad se llevé a cabo registrando el incremento de absorbancia a la longitud de
onda adecuada para cada sustrato. En el caso de actividad difenolasa el tiempo
maximo de registro fue de 3 minutos y se determind la velocidad inicial de la reaccion
enzimatica (AA/min) en el tramo inicial recto del espectro obtenido. Cuando se ensay6
la actividad monofenolasa, la velocidad de reaccién en el estado estacionario se midi6
después del lag (t=periodo de retardo) que precede a dicho estado, siendo necesarias
medidas de 7 minutos de duracion. Cuando se utilizé como sustrato 4-tert-butilcatecol
se siguid el incremento en la absorbancia a una longitud de onda de 400 nm (€400nm=
1150 M* cm™), provocado por la formacion de la correspondiente o-quinona durante el
transcurso de la reaccion enzimética. Cuando se emplearon los sustratos dopamina,
dopa, a-metildopa, isoprenalina, adrenalina, noradrenalina y tirosina se midio el
incremento de la absorbancia a las longitudes de onda de 480 nm (e4gonm = 3300 M™
cm™), 475 nm (e475nm= 3600 M™* cm™), 475 nm (g4750m= 3200 M cm™), 500 NM (es00nm=
4300 M* cm™), 475 nm (g4750m= 4000 M™* cm™), 490 nm (e490nm= 3580 M™ cm™) y 302
nm  (ez020m= 9360 M? cm'l) respectivamente, debido a la formacion de los

correspondientes aminocromos derivados de las o-quinonas generadas.

La medida de la actividad enzimética de tirosinasa de Sigma en disolucién se
llevé a cabo afiadiendo 0.6 ml de una disolucion de 4-tert-butilcatecol 20 mM a 2.4 ml
de disolucion de enzima de 6.8 pg/ml en una cubeta de cuarzo y midiendo el cambio

de absorbancia a 400 nm.
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En la presente Memoria se define una unidad de actividad enzimatica (U) como
la cantidad de enzima que genera 1 umol de o-quinona en 1 minuto a 20°C y a pH 6.8
y una concentracion inicial de 4-tert-butilcatecol de 4 mM. Para la enzima inmovilizada
la actividad se expresa como unidades de tirosinasa por gramo de soporte de

inmovilizacion seco (U/g).

it

Figura 3.1. Imagen de una jeringuilla con soporte de inmovilizacion y enzima inmovilizada,
durante el curso de una medida enzimatica.

3.3.8. Estudio de los parametros que afectan a la inmovilizacion

Cuando se estudiaron los parametros que afectan a la inmovilizacién de
tirosinasa de champifién, las medidas de actividad enzimatica se realizaron empleando
una disolucion de 4-tert-butilcatecol (4 mM) en tampdn fosfato sédico (50 mM, pH 6.8)
y se expresaron como unidades de tirosinasa por gramo de soporte seco (U/g). Las
medidas se realizaron por triplicado considerando el valor medio. Para cada medida,
se prepar6 una jeringuilla de bolas de vidrio con enzima inmovilizada sobre el derivado
totalmente cinamoilado de D-sorbitol fotoentrecruzado mediante luz ultravioleta. En la
inmovilizacién de tirosinasa de Sigma se estudio el efecto de la concentracion de
tirosinasa (0.001 — 0.200 mg/ml), en la disoluciéon de inmovilizacion de tampén fosfato
sddico 0.1 M de pH 6.8. En la inmovilizacion de tirosinasa directamente a partir de un
extracto de champifidn, se estudio el efecto del tiempo de extraccion (0.25 — 24 h) y de
la cantidad de champifion liofilizado (1- 75 mg/ml) y p-nitrofenol (O — 60 mM) afiadidos
al extracto. Otros pardmetros como el efecto de la concentracién inicial de soporte de
inmovilizacién (1 — 15 g/l) en la disolucion cloroférmica, el tiempo de irradiacion del
soporte (5 — 20 minutos), el tiempo de inmovilizacion (0.5 — 27 h) o el pH de

inmovilizacion (4.0 — 9.5) también fueron objeto de estudio.
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3.3.9. Ensayos de estabilidad

Las medidas de actividad enzimatica en los estudios de estabilidad de
tirosinasa de champifidn se realizaron empleando una disolucion de 4-tert-butilcatecol
(4 mM) en tampon fosfato sédico (50 mM, pH 6.8), excepto cuando se estudié el efecto
del pH de reaccién donde el rango de pH fue de 1.0 a 7.5. Para cada valor de pH,
temperatura o tiempo de incubacion ensayado se prepard una jeringuilla de bolas de
vidrio con enzima inmovilizada sobre el derivado totalmente cinamoilado de D-sorbitol
fotoentrecruzado. En los estudios de estabilidad térmica se incubaron las muestras de
tirosinasa inmovilizada o tirosinasa en disolucion en tampén fosfato sédico (50 mM, pH
6.8), a la temperatura deseada (20 - 65 °C), durante distintos periodos de tiempo (O -
312 h). La estabilidad de tirosinasa inmovilizada durante el almacenado se evalu6
anadiendo a las jeringuillas con enzima inmovilizada 5 ml de agua destilada y
almacenandolas a -18 °C durante 7, 14 dias o periodos de larga duracion de hasta 6
meses. La estabilidad operacional se determiné sometiendo a una misma jeringuilla
con enzima inmovilizada a distintos ciclos de 1 minuto de reaccion. Los resultados del
estudio de los efectos del pH (1.0 - 7.5 ) y de la temperatura de reaccion (15 - 75 °C)
sobre la actividad enzimatica fueron normalizados, considerando el 100% de actividad
enzimatica el valor mas alto obtenido en cada serie de medidas realizada. En el caso
de la estabilidad térmica, operacional o al almacenado se calcul6 la actividad residual
o relativa, RA (%), considerando la actividad inicial (100%) como aquella que poseen

las muestras con enzima inmovilizada justo después de la inmovilizacion y el lavado.

3.3.10. Estudio de las constantes cinéticas

Se determinaron las constantes cinéticas en el estado estacionario, velocidad

maxima aparente (V) y constante de Michaelis aparente (K:*), de tirosinasa
inmovilizada al actuar sobre diversos sustratos. Para ello, se midieron las velocidades
iniciales de la reacciéon con 4-tert-butilcatecol (0.1 - 1.5 mM), dopamina (0.1 — 9.0 mM),
L-dopa (0.1 — 7.0 mM), DL-dopa (0.1 — 18.0 mM), D-dopa (0.1 - 7 mM), L-a-metildopa
(0.1 — 20.0 mM), DL-o-metildopa (0.1 — 20.0 mM), L-isoprenalina (0.1 — 35.0 mM), D,L-
isoprenalina (0.1 — 35.0 mM), L-adrenalina (0.1 — 10.0 mM), DL-adrenalina (0.1 — 12.0
mM), L-noradrenalina (0.1 — 20.0 mM), D-noradrenalina (0.1 — 10.0 mM), L-tirosina
(0.05 — 2.0 mM), DL-tirosina (0.05 - 1.50 mM) y D-tirosina (0.05 — 2.00 mM) en tampon
fosfato sodico 50 mM, pH 6.8. Las medidas de la velocidad inicial se realizaron por
triplicado. Con el fin de evitar el efecto del oxigeno, segundo sustrato, en la actividad

enzimatica, la concentracion de oxigeno se mantuvo saturada en el medio (0.26 mM).
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Se utilizaron los reciprocos de las varianzas de la velocidad inicial (vo) como
factores de ponderacion en el ajuste de regresidbn no lineal de v, frente a la
concentracion de sustrato en la ecuacion de Michaelis. El ajuste se llevé a cabo
empleando el programa Sigma Plot 8.0 para Windows. Los valores de las constantes
cataliticas aparentes, se obtuvieron a partir de los datos de velocidad maxima y la

cantidad de enzima inmovilizada en cada soporte.

3.3.11. Produccién enziméatica de o-difenoles

La produccién de o-difenoles se produjo en pequefios reactores enzimaticos de
lecho empaquetado, régimen continuo y flujo recirculante (11.5 ml), consistentes en
jeringuillas con 22 g de bolas de vidrio Microperl Industrial (0.6 - 1.0 mm de diametro)
recubiertas de cinamato de D-sorbitol fotoentrecruzado y tirosinasa adsorbida. La
reaccion enzimatica se llevo a cabo en tampon borato sédico 0.5 M, de pH 9.0, siendo
la concentracion inicial de monofenol de 1 mM. Al medio de reaccion se afadio
hidroxilamina resultando una concentracion de 6.7 mM, o alternativamente, se empled
en su lugar un cebado de o-difenol 0.4 mM. En todos los casos se afadidé acido
ascorbico, con una concentracion inicial de 3, 4.2, 5.5 o 15 mM seguln se indica en
cada caso. Se comprobd que la concentracion de acido ascorbico en el medio de
reacciébn se mantuvo siempre en exceso sobre el necesario para reducir todas las o-
quinonas producidas, mediante la verificacién de la .ausencia de formacién de color
debido a dichas o-quinonas. Con el fin de evitar el efecto del oxigeno, segundo
sustrato, en la actividad enzimatica, la concentracion de oxigeno se mantuvo saturada
en el medio (0.26 mM). La reaccion se dejo transcurrir hasta el tiempo deseado y
después se detuvo separando el medio del reactor. A la disolucién obtenida, se ajusto
el pH del medio a 6.5 en el caso de 4-tert-butilcatecol, 4-metilcatecol y 4-
metoxicatecol, a pH 3.0 para el &cido 3,4-dihidroxifenilpropiénico y a pH 0.5 para el
acido 3,4-dihidroxifenilacético, afadiendo la cantidad necesaria de HCI (37%), con el
fin de facilitar la extraccion de los o-difenoles. La extraccion se llevo a cabo con dos
alicuotas 10 ml de dietiléter, separando las fases y recogiendo la fase organica, la cual
se sec6 con Na,SO, anhidro y se filtr6 en papel Watman n° 1. Después se evaporo el
dietiléter en un rotavapor a temperatura ambiente. Se obtuvieron los trimetilsilil
derivados (TMS-derivados) y se analizaron mediante Cromatografia de gases-
Espectrometria de masas. Alternativamente, los evaporados que contienen los o-
difenoles fueron oxidados con peryodato en exceso y las o-quinonas generadas se

midieron inmediatamente en un espectrofotometro UV-Visible.
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En el caso de L-dopa, transcurrida la reaccidbn enzimatica se separ6 la
disolucion del reactor enzimatico y se ajusté a pH 3.0. Las muestras asi obtenidas se

analizaron por HPLC.

3.3.12. Determinacién de los o-difenoles producidos

Espectrofotometria UV-Visible

La cantidad de o-difenol producido en cada reaccién enzimética se determiné
mediante oxidacion de la muestra con peryodato sddico en exceso, obteniendo asi la
correspondiente o-quinona, y midiendo inmediatamente después la absorbancia a su
longitud de onda caracteristica: 400 nm en el caso de las o-quinonas generadas a
partir de 4-tert-butilcatecol, 4-metilcatecol y acido 3,4-dihidroxifenilpropiénico, 420 nm
para 4-metoxicatecol y 395 nm para &acido 3,4-dihidroxifenilacético. Para esto, después
de la evaporacion del dietiléter, se afiadieron 4 ml de tampon fosfato sédico 50 mM, de
pH 6.8, al matraz seco y se agitoé la muestra. Finalmente, se tomé una alicuota de 2 ml
y se deposité en una cubeta de cuarzo midiéndose la absorbancia que se tomé como
blanco y después, se afadieron 0.5 ml de peryodato sodico 0.2 M (en exceso) y se

midié la absorbancia de la o-quinona generada.

La concentracién de o-difenol producido se calculé por extrapolacion en la
correspondiente recta de calibrado, obtenida a partir de disoluciones de concentracion
conocida del correspondiente o-difenol (0.1 - 1.5 mM), que fueron preparadas en las
mismas condiciones y sometidas al mismo proceso de extraccion y oxidacion descrito
anteriormente. Los ensayos se realizaron por triplicado, considerandose el valor

medio.

Cromatoqgrafia de gases-Espectrometria de masas (GC-MS)

La identificacion y cuantificacion de los o-difenoles estudiados se llevé a cabo
preparando los correspondientes TMS-derivados volatiles y analizandolos en el
instrumento de GC-MS. Los TMS-derivados volatiles se prepararon afiadiendo al
matraz seco (después de la evaporacion del dietileter): 600 uL de piridina como
disolvente (conteniendo fenantreno como estandar interno), 800 uL de
haxametildisilazano y 200 uL de trimetilclorosilano, siguiendo el método de Makita
(Rodriguez-Lépez et al., 2001; Sweely et al., 1963). Las muestras se centrifugaron y

filtraron antes de ser analizadas.
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La identificacion de 4-tert-butilcatecol, 4-metilcatecol, 4-metoxicatecol, acido
3,4-dihidroxifenilpropidnico y acido 3,4-dihidroxifenilacético, asi como la de los
correspondientes monofenoles (cuando la conversién no fue completa) se confirmo
mediante los correspondientes espectros de masas (MS) y cromatogramas GC-MS y

su comparacién con los de patrones.

Compuesto t; (min) M* (m/z) M-15 (m/z)
4-tert-butilfenol 8.3+0.1 222.2+0.1 207.2+0.1
4-metilfenol 50x0.1 180.1+0.1 165.1+0.1
4-metoxifenol 7.3x0.1 196.1+0.1 181.1+0.1
acido p-hidroxifenilpropionico 16.0+0.2 310.2+£0.1 295.2+0.1
acido p-hidroxifenilacético 13.8+0.2 296.2+£0.1 281.2+0.1
4-tert-butilcatecol 12.0+0.1 310.2+0.1 295.2+0.1
4-metilcatecol 9.2+0.1 268.2+0.1 253.2+0.1
4-metoxicatecol 11.7+0.1 284.2+0.1 269.2+0.1
acido 3,4-dihidroxifenilpropiénico  19.2 + 0.2 398.3+£0.1 383.3+0.1
acido 3,4-dihidroxifenilacético 17.3+0.2 384.2+0.1 369.2+0.1
fenantreno 16.8+0.1 178.1+0.1

Tabla 3.1. Tiempo de retencién del Cromatograma de gases y picos M*y M-15 del espectro
de masas de los TMS-derivados de los monofenoles y o-difenoles estudiados.

Para llevar a cabo la cuantificacién de 4-tert-butilcatecol se construy6 una recta
de calibrado obtenida con muestras de concentracion conocida de este o-difenol (0.1 -
1.2 mM), en las mismas condiciones (11.5 ml en 0.5 M tampén borato pH 9, &cido
ascorbico 5.5 mM e hidroxilamina 6.7 mM) y sometidas al mismo proceso de
extraccion, preparacion y analisis de los TMS-derivados descrito para el medio de
reaccion recogido de los reactores enzimaticos. Se determiné en el cromatograma la
relaciéon entre el area de la sefial de 4-tert-butilcatecol y la de fenatreno (estandar
interno) (Atgc/Arenantrenc), Y €Ste valor se extrapolé en la correspondiente recta de
calibrado obtenida del mismo modo. Tanto la GC-MS como la espectrofotometria UV-
Visible fueron utilizadas para cuantificar el o-difenol producido y los resultados
obtenidos mostraron un alto grado de concordancia entre ambos métodos. El
cromatograma de gases se utiliz6 ademas para llevar a cabo el seguimiento de la

reaccion enzimatica.
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Cromatoqgrafia de liguidos de alta resolucion (HPLC)

La cantidad de L-dopa producida se determiné mediante analisis de HPLC.
Tras detener la reaccion enzimatica, el medio se ajusté a pH 3.0 y las muestras se
analizaron mediante HPLC, tal y como se describe en el apartado 3.2.6. En los
cromatogramas obtenidos se detectaron sefiales a tiempos de retencion de 4.8 = 0.2,
8.6 +0.2,13.6 +0.2y 18.6 £ 0.2 min que se correspondieron con 4cido ascérbico (en
exceso), L-dopa, L-tirosina (cuando la conversion no fue completa) y tiramina (estandar
interno, 0.3 mM), respectivamente, tal y como se pudo establecer a partir de la
comparacion con los tiempos de retencion de muestras conocidas de cada una de
estas sustancias. Para la cuantificacion se prepararon y analizaron muestras con
sustancias patron a diferentes concentraciones teéricas y se construyeron rectas de
calibrado para cada una de las sustancias implicadas (L-tirosina 0.1- 1 mM, L-dopa 0.4
— 1.4 mM) en las que se representaron las concentraciones anadidas frente a las
areas relativas al estandar interno. Las concentraciones de L-tirosina y L-dopa en las
muestras obtenidas se determinaron a partir de las areas de las sefiales en los
cromatogramas del mismo modo, determinando la relacion de areas Ai.qopa! Asiramina Y
ALirosina/Airamina Y 10S valores se llevaron a la correspondiente recta de calibrado
(obtenidas en concentraciones y composiciéon analoga) y se calcularon los % de

conversion.

Los cromatogramas se utilizaron también para realizar el seguimiento de la
reacciéon enzimatica. En la Figura 3.2 se aporta un ejemplo de cémo al inicio de la
reaccién se observa una sefal grande debida a la presencia de L-tirosina, y otra algo
mas pequefia debida a la presencia de la cantidad inicial de cebado de L-dopa.
Conforme aumenta el tiempo de reaccion la sefial de L-dopa crece mientras que la de
L-tirosina disminuye, hasta que a tiempos largos la sefial de L-tirosina casi desaparece

y la sefial de L-dopa es muy grande.

Maria Elisa Marin Zamora 119



AL

mAL

Tesis Doctoral

Materiales y Métodos

Tiempo de reaccién: 0 h

Tiempo de reaccién: 0.25 h

L-dopa
L-dopa L-tirosina 2 L-tirosina
N ! £ 0 10
f f
I I
; 5|‘ | \l
I’ | ‘J I\~ 0 : )
- - N
S S e T S S
Minutes
Tiempo de reaccién: 1 h Tiempo de reaccién: 2 h
L-dopa L-dopa
. 20 &A- 2
2
P 3
ks L-tirosina 0 '3 o
L-tirosina
. T /\ 0 0 0
A R S R
Minutes Minutes.
% 0
Tiempo de reaccion: 3.5 h
L-dopa
204 [z0
o
z :
0] Lo
] L-tirosina [
1
o] Lo
: T T T T T - T : ps T ns T " T - T ps T -
Minutes
Figura 3.2. Andlisis de HPLC en la produccion de L-dopa a partir de L-tirosina. Evolucion de
los picos respecto al tiempo de reaccion.
120

Maria Elisa Marin Zamora



Resultados

Y
Discusion







Tesis Doctoral Resultados y Discusién

4. RESULTADOS Y DISCUSION

La aportacion de la autora de la Tesis en los trabajos publicados incluidos en
esta Memoria, fruto integramente de su labor experimental, se describe brevemente a

continuacién, y es tratada en mayor profundidad en cada apartado de este capitulo.

= Nuevo método de inmovilizacion de tirosinasa de champifién obtenida de Sigma
sobre cinamato de D-sorbitol fotoentrecruzado; estudio de los pardmetros que
afectan a la inmovilizacién y de las caracteristicas de la enzima inmovilizada
(Apartado 4.1 - Articulo 1).

= Inmovilizacién directa de tirosinasa a partir de un extracto de champifion;
optimizacion de los pardmetros que afectan a la inmovilizacion y estudio de las
caracteristicas de estos inmovilizados en comparacion con los obtenidos

anteriormente a partir de tirosinasa de Sigma (Apartado 4.2 - Articulo 2).

= Estudio comparativo de las propiedades cinéticas (constante de Michaelis,
velocidad méaxima y constante catalitica) que muestra la enzima tirosinasa al actuar
sobre sustratos difendlicos de distinta naturaleza (caracter hidr6fobo o i6nico),
tras su inmovilizacion sobre una gran variedad de ésteres cindmicos de

carbohidratos fotoentrecruzados (Apartado 4.3 - Articulo 3).

= Caracterizacion de la estereoespecificidad de tirosinasa inmovilizada sobre un
soporte quiral y otro no quiral, al actuar sobre los isémeros L y D puros y sobre el
racémico DL de diversos difenoles y de un monofenol, mediante la determinacién y

comparacion de las propiedades cinéticas en cada caso (Apartado 4.4 - Articulo 4).

= Produccién de L-dopa y otros o-difenoles a partir de tirosinasa de champifion
inmovilizada; estudio del rendimiento en la obtencién de o-difenol frente al tiempo
de reaccién y optimizacién del medio necesario para llevar a cabo la reaccion

(Apartados 4.5y 4.6 - Articulo 5 y Patente).
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Bl ESTER CINAMICO DE D-SORBITOL PARA LA INMOVILIZACION
DE TIROSINASA DE CHAMPINON

Los resultados del estudio de los pardmetros que afectan a la inmovilizacién de
tirosinasa de champifibn en este soporte y su comportamiento tras la inmovilizacion,

han dado lugar a la siguiente publicacién adjunta.

4.1.1. Titulo

Cinnamic ester of D-sorbitol for immobilization of mushroom tyrosinase.

4.1.2. Autores
Maria Elisa Marin Zamora, Francisco Rojas Melgarejo, Francisco Garcia Canovas y
Pedro Antonio Garcia Ruiz.

4.1.3. Referencia
Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 80, 1356-1364 (2005).

4.1.4. Resumen

La enzima tirosinasa de champifion fue inmovilizada por adsorcién sobre el
derivado totalmente cinamoilado de D-sorbitol. La polimerizacion y entrecruzamiento
del derivado obtenido inicialmente se llevé a cabo mediante irradiacion en la region
ultravioleta, donde este prepolimero muestra su maxima sensibilidad. La inmovilizacién
de tirosinasa en este soporte conlleva un proceso de adsorcion fisica e intensas
interacciones hidrofébicas entre los grupos cinamoilo del soporte y grupos de la
enzima relacionados. El valor de pH, la concentracion de enzima y el tiempo de
inmovilizacion fueron todos ellos parametros importantes que afectan a la eficiencia de
la inmovilizacion; también, la eficiencia en la inmovilizacion de enzima se correlacioné
bien con el punto isoeléctrico de tirosinasa. La enzima inmovilizada mostré un pH
optimo de medida de 3.5 y una mayor actividad a valores de pH &cidos y neutros que
la enzima soluble. La temperatura éptima de reaccién fue de 35 °C y el perfil de
temperaturas fue mas amplio que el de la enzima libre o el de la enzima inmovilizada
sobre otros soportes. La constante de Michaelis aparente de tirosinasa de champifion
inmovilizada sobre el derivado de cinamato de D-sorbitol al actuar sobre el sustrato 4-
tert-butilcatecol fue de 0.40 + 0.02 mmol dm™, que fue inferior que para la enzima
soluble, sugiriendo que la afinidad de esta enzima por este sustrato fue mayor estando
inmovilizada que en disolucion. La inmovilizacion estabilizé la enzima y la hizo menos

susceptible a la pérdida de actividad durante el almacenado a valores de pH del rango
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de 4-5.5, y la inactivacién suicida de tirosinasa inmovilizada fue nula o despreciable en
un medio de reaccién con 4-tert-butilcatecol a una concentraciéon de 0.4 mmol dm?,
Los resultados muestran que el éster cinamico del carbohidrato D-sorbitol es un
soporte apropiado para la inmovilizacion de tirosinasa y podria utilizarse para diversas
aplicaciones de esta enzima.

4.1.5. Direccién URL
http://dx.doi.org/10.1002/jctb.1334
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BB INMOVILIZACION DIRECTA DE ENZIMA TIROSINASA A PARTIR
DE CHAMPINONES NATURALES (Agaricus bisporus) SOBRE
ESTER CINAMICO DE D-SORBITOL

Los resultados del estudio de los pardmetros que afectan al proceso de
extraccion de tirosinasa a partir de champifiones (Agaricus bisporus) y a su
inmovilizacion, asi como el estudio del comportamiento de la enzima inmovilizada, han

dado lugar a la siguiente publicacién adjunta.

4.2.1. Titulo
Direct immobilization of tyrosinase enzyme from natural mushrooms (Agaricus

bisporus) on D-sorbitol cinnamic ester.

4.2.2. Autores
Maria Elisa Marin Zamora, Francisco Rojas Melgarejo, Francisco Garcia Canovas y

Pedro Antonio Garcia Ruiz.

4.2.3. Referencia
Journal of Biotechnology, 126, 295-303 (2006).

4.2.4. Resumen

Tirosinasa de champifion fue inmovilizada a partir de un extracto sobre el
derivado totalmente cinamoilado de D-sorbitol mediante adsorcion directa como
resultado de las intensas interaciones hidrofébicas que tuvieron lugar. El valor del pH
de inmovilizacién y la masa de champifiones liofilizados fueron pardmetros importantes
gue afectaron a la eficiencia de la inmovilizacion, mientras que el tiempo de
inmovilizacién y la concentracion del soporte de inmovilizacion no fueron importantes a
este respecto. La enzima extraida/inmovilizada pudo ser medida mejor a pH por
encima de 3.5 y la temperatura 6ptima de medida fue de 55 °C. La constante de
Michaelis aparente utilizando 4-tert-butilcatecol como sustrato fue de 0.38 + 0.02 mM,
gue fue menor que la de la enzima soluble de Sigma (1.41 + 0.20 mM). La
inmovilizacion estabilizé la enzima extraida frente a la inactivacion térmica y la hizo
menos susceptible a la pérdida de actividad durante el almacenado. La estabilidad
operacional fue mayor que en el caso de tirosinasa suministrada por Sigma e
inmovilizada en el mismo soporte. Los resultados muestran que el uso de p-nitrofenol
como un sustrato-inhibidor de la enzima durante su extraccién e inmovilizacion hizo

innecesario el uso de acido ascorbico y es un método apropiado para extraer e
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inmovilizar la enzima tirosinasa, proporcionando una buena actividad enzimatica y
estabilidad.

4.2.5. Direccién URL
http://dx.doi.org/10.1016/].jbiotec.2006.04.024
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- EFECTOS DE LOS SOPORTES DE INMOVILIZACION EN LAS
PROPIEDADES CATALITICAS DE TIROSINASA DE CHAMPINON
INMOVILIZADA: UN ESTUDIO COMPARATIVO EMPLEANDO
VARIOS SUSTRATOS.

Los resultados obtenidos al estudiar las propiedades cinéticas de la enzima
tirosina inmovilizada sobre diversos ésteres cinamicos de carbohidratos
fotoentrecruzados, al actuar sobre diversos sustratos enzimaticos de distinto caracter

ibnico, han dado lugar a la siguiente publicacion adjunta.

4.3.1. Titulo
Effects of the immobilization supports on the catalytic properties of immobilized

mushroom tyrosinase: A comparative study using several substrates.

4.3.2. Autores
Maria Elisa Marin Zamora, Francisco Rojas Melgarejo, Francisco Garcia Canovas y

Pedro Antonio Garcia Ruiz.

4.3.3. Referencia
Journal of Biotechnology, 131, 388-396 (2007).

4.3.4. Resumen

Tirosinasa de champifién fue inmovilizada a partir de un extracto sobre bolas
de vidrio recubiertas con uno de los siguientes compuestos: los derivados totalmente
cinamoilados entrecruzados de glicerina, D-sorbitol, D-manitol, 1,2-O-isopropiliden-a.-
D-glucofuranosa, acido D-glucurénico, acido D-guldénico, sacarosa, D-glucosona, D-
arabinosa, D-fructosa, D-glucosa, etil-D-glucopirandésido, inulina, dextrina, dextrano o
almidén, o el derivado parcialmente cinamoilado 3,5,6-tricinamoil-D-glucofuranosa
obtenido a partir de la hidrolisis acida de 1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa. La
enzima fue inmovilizada por adsorcion directa sobre el soporte y se hallé6 que la
cantidad de tirosinasa inmovilizada aumenta con la hidrofobicidad de los soportes. Se
estudiaron las constantes cinéticas de tirosinasa inmovilizada al actuar sobre los

sustratos 4-tert-butilcatecol, dopamina y DL-dopa. Cuando tirosinasa inmovilizada
actud sobre 4-tert-butilcatecol, los valores de K;" fueron menores que los obtenidos
para tirosinasa en disolucién, mientras que cuando se utilizaron dopamina y DL-dopa,
las K2P aparentes fueron mayores. El orden de los sustratos respecto a sus grupos

ionizables, DL-dopa (dos grupos ionizables) > dopamina (un grupo ionizable) > 4-tert-
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butilcatecol (ningtn grupo ionizable) coincidié con el orden de los valores de K_F

mostrados por tirosinasa inmovilizada en los soportes hidrofébicos, y fue el inverso del

observado para tirosinasa en disolucion. Los valores de k2" de tirosinasa inmovilizada

cat
fueron en todos los casos superiores a los de tirosinasa soluble y dependieron de la
naturaleza del soporte y de la hidrofobicidad del sustrato, significando esto que es
posible disefiar soportes con diferentes grados de selectividad para una mezcla de
sustratos de la enzima en el medio de reaccion.

4.3.5. Direccién URL
http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2007.05.004
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B ESTEREOESPECIFICIDAD DE TIROSINASA DE CHAMPINON
INMOVILIZADA EN UN SOPORTE QUIRAL Y EN OTRO NO QUIRAL

Los resultados obtenidos sobre las propiedades cinéticas de la enzima tirosina
inmovilizada sobre un soporte quiral y otro no quiral, al actuar sobre los isomeros L, DL
y D de diversos o-difenoles y de un monofenol, han dado lugar a la siguiente

publicacion adjunta.

4.4.1. Titulo
Stereospecificity of mushroom tyrosinase immobilized on a chiral and a nonchiral

support.

4.4.2. Autores
Maria Elisa Marin Zamora, Francisco Rojas Melgarejo, Francisco Garcia Canovas y
Pedro Antonio Garcia Ruiz.

4.4.3. Referencia
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55, 4569-4575 (2007).

4.4.4. Resumen

Tirosinasa de champifion fue inmovilizada a partir de un extracto sobre bolas
de vidrio recubiertas con los derivados totalmente cinamoilados entrecruzados de D-
sorbitol (cinamato de sorbitol) y glicerina (cinamato de glicerina). La enzima fue
inmovilizada sobre el soporte por adsorcién directa, y la cantidad de tirosinasa
inmovilizada fue mayor para cinamato de sorbitol, el soporte con mayor nimero de
hidroxilos esterificados por unidad de monosacarido, que para cinamato de glicerina.
Se presentan los resultados obtenidos del estudio de estereoespecificidad de la
actividad monofenolasa y difenolasa de tirosinasa de champifion inmovilizada. Los
enantiomeros L-tirosina, DL-tirosina, D-tirosina, L-dopa, DL-dopa, D-dopa, L-o-
metildopa, DL-a-metildopa, L-isoprenalina, D,L-isoprenalina, L-adrenalina, DL-
adrenalina, L-noradrenalina y D-noradrenalina se ensayaron con tirosinasa
inmovilizada sobre un soporte quiral (cinamato de sorbitol), mientras que L-tirosina, DL-
tirosina, D-tirosina, L-dopa, DL-dopa, D-dopa, L-a-metildopa y DL-o-metildopa se
ensayaron con tirosinasa inmovilizada en un soporte no quiral (cinamato de glicerina).

Se obtuvieron los mismos valores de Vnﬁ‘apx, para cada serie de enantibmeros. Sin

embargo, los valores de KZ° fueron diferentes, los isémeros L mostraron valores
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menores que los isémeros DL, mientras que los mayores valores de K se obtuvieron

con los isébmeros D. No se observaron diferencias en la estereoespecificidad de
tirosinasa inmovilizada en un soporte quiral (cinamato de sorbitol) o uno no quiral
(cinamato de glicerina).

4.4.5. Direccién URL
http://dx.doi.org/10.1021/jf0701178
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- PRODUCCION DE O-DIFENOLES MEDIANTE TIROSINASA DE
CHAMPINON INMOVILIZADA.

Los resultados obtenidos en la produccién de diversos o-difenoles mediante la
utilizacion de tirosinasa de champifion inmovilizada, ha dado lugar a la siguiente

publicacion adjunta.

45.1. Titulo

Production of o-diphenols by immobilized mushroom tyrosinase.

4.5.2. Autores
Maria Elisa Marin Zamora, Francisco Rojas Melgarejo, Francisco Garcia Canovas y
Pedro Antonio Garcia Ruiz.

4.5.3. Referencia
Journal of Biotechnology, 139, 163-168 (2009).

4.5.4. Resumen

Los o-difenoles 4-tert-butilcatecol, 4-metilcatecol, 4-metoxicatecol, acido 3,4-
dihidroxifenilpropionico y &cido 3,4-dihidroxifenilacético fueron producidos a partir de
los correspondientes monofenoles (4-tert-butilfenol, 4-metilfenol, 4-metoxifenol, acido
p-hidroxifenilpropiénico y é&cido p-hidroxifenilacético) utilizando tirosinasa de
champifidon inmovilizada de Agaricus bisporus. En todos los casos el rendimiento fue
Ruaitenol = 88-96 %, siendo éste, de acuerdo con la bibliografia, el mayor rendimiento
obtenido hasta la fecha, utilizando tirosinasa. La reaccion se llevé a cabo en tampén
borato 0.5 M de pH 9.0, que fue utilizado para minimizar la actividad difenolasa de
tirosinasa mediante complejacion de los o-difenoles generados. El medio de reaccién
incluia también hidroxilamina y acido ascérbico, siendo la primera utilizada para
reducir la metatirosinasa a desoxitirosinasa, cerrando el ciclo catalitico, y el segundo
para reducir la o-quinona producida a o-difenol. La inactivacion de tirosinasa por acido
ascorbico también fue minimizada por la formacién de un complejo acido ascoérbico-
borato. Se determinaron las concentraciones de los compuestos o-difendlicos
obtenidos a diferentes tiempos de reaccion, mediante andlisis de cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS) y espectroscopia UV-Visible, llevandose a

cabo la discusion de los resultados experimentales.
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4.5.5. Direccién URL
http://dx.doi.org/10.1016/].jbiotec.2008.10.014
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BBl PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE O-DIFENOLES.

Los resultados obtenidos tras la optimizacion de la produccion de diversos o-
difenoles mediante la utilizacion de tirosinasa de champifion inmovilizada y la posterior
aplicacion de este método a la obtencion de L-dopa, han dado lugar a la siguiente
publicacion adjunta.

4.6.1. Patente

Inventores: Pedro Antonio Garcia Ruiz., Francisco Garcia Canovas y Maria Elisa
Marin Zamora.

Titulo: Procedimiento de obtencion de o-difenoles.

Titular: Universidad de Murcia

Patente Espafiola: ES2301453B1.

Fecha de publicacion: 16/02/2009

4.6.2. Resumen

Procedimiento de sintesis enzimética de o-difenoles a partir del
correspondiente monofenol que es susceptible de ser hidroxilado en posicién orto con
respecto al grupo hidroxilo. La reaccion es catalizada enzimaticamente con tirosinasa y

transcurre en presencia de tampdén borato.

4.6.3. Direccién URL
http://Ip.espacenet.com/publicationDetails/originalDocument?FT=D&date=20090216&D
B=Ip.espacenet.com&locale=es_LP&CC=ES&NR=2301453B1&KC=B1&ND=4

4.6.4. Descripcién de los ejemplos de la patente

Se llevé a cabo la produccion de L-dopa y otros o-difenoles como 4-tert-
butilcatecol, 4-metilcatecol, 4-metoxicatecol, acido 3,4-dihidroxifenilpropiénico y acido
3,4-dihidroxifenilacético a partir de los correspondientes monofenoles (L-tirosina, 4-tert-
butilfenol, 4-metilfenol, 4-metoxifenol, acido p-hidroxifenilpropiénico y &cido p-
hidroxifenilacético, respectivamente), mediante el empleo de tirosinasa inmovilizada
directamente a partir de un extracto de champifion sobre bolas de vidrio recubiertas
con el derivado fotoentrecruzado y totalmente cinamoilado de D-sorbitol, en pequefios
reactores de lecho empaquetado de régimen continuo y flujo recirculante. La reaccién
se llevé a cabo en tampdén borato sédico 0.5 M de pH 9.0 y en presencia de acido
ascorbico en exceso, siendo la concentracion inicial de monofenol y o-difenol de 1.0

mM y 0.4 mM respectivamente. La adicién al medio de una cantidad inicial del
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correspondiente o-difenol permitié la reduccién de metatirosinasa a desoxitirosinasa,
cerrando el ciclo catalitico en ausencia de hidroxilamina (Apartado 4.5). Se emple6
acido ascorbico para reducir la fraccion de quinona producida a o-difenol. El borato
complejé al o-difenol minimizando asi otras reacciones enzimaticas no deseadas vy al
acido ascorbico minimizando la inactivacién enzimética. La cantidad de o-difenol y
acido ascorbico libres en el medio (en equilibrio con sus correspondientes complejos
con borato) fue suficiente para cumplir las funciones descritas (cerrar el ciclo catalitico
en el primer caso y reducir la quinona producida en el segundo). La concentracion de
o-difenol presente en el medio a distintos tiempos de reaccién fue determinada
mediante espectroscopia UV-Visible, o en el caso de L-dopa, mediante andlisis de
cromatografia de liquidos de alta resolucion, HPLC. Se obtuvieron elevados
rendimientos del 89-96 % en la sintesis de los diferentes o-difenoles ensayados. Los
tiempos de reaccion necesarios para obtener la maxima conversion fueron de 3 a 6
veces inferiores a los obtenidos cuando se empled hidroxilamina para cerrar el ciclo
catalitico (Apartado 4.5), lo que puso claramente de manifiesto la ventaja de emplear
un cebado con o-difenol. Este método optimizado se empled finalmente para la
obtencion de L-dopa obteniendo un rendimiento del 90% en un tiempo de 3’5 horas, no
ensayandose tiempos mayores por los pequefios incrementos de rendimiento
obtenibles para un proceso de obtencion industrial y el consumo creciente de acido
ascorbico. Por primera vez se describié en la bibliografia un rendimiento tan elevado

en la obtencién de L-dopa mediante tirosinasa inmovilizada.

4.6.5. Informacion adicional

Aunque estos resultados se recogen en los ejemplos de la patente que se
adjunta a continuacién, se ha considerado oportuno afiadir la siguientes graficas
aclarativas (Figuras 4.1 — 4.6), donde ademas se lleva a cabo la comparacién con los
resultados obtenidos en el Apartado 4.5. En ellas, se ha representado el rendimiento
conseguido en la produccién del correspondiente o-difenol a distintos tiempos de
reaccion. La curva A, de color rojo, representa el rendimiento de la reaccién cuando se
utilizé una cantidad inicial de o-difenol para cerrar el ciclo catalitico. Mientras que la
curva B, de color azul, representa los resultados obtenidos cuando se utiliz6 una
cantidad inicial de hidroxilamina para dicha funcion. En el caso de la produccion de L-

dopa se empled el método 6ptimo desarrollado.
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Figura 4.1. Produccién de acido 3,4-dihidroxi
fenilpropiénico (DHPPA).

Representacién del rendimiento (%) en la obtencién de
DHPPA frente al tiempo de reaccién (horas).

El medio de reaccién fue tampén borato 0.5 M de pH 9,
acido p-hidroxifenilpropiénico 1 mM, &cido ascérbico en
exceso, y &cido 3,4-dihidroxifenilpropiénico 0.4 mM (A) o
hidroxilamina 6.7 mM (B).
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Figura 4.3. Produccién de 4-metilcatecol (MC).

Representacion del rendimiento (%) en la obtenciéon de MC
frente al tiempo de reaccién (horas).

El medio de reaccién fue tampén borato 0.5 M de pH 9, 4-
metilfenol 1 mM, &cido ascérbico en exceso, y 4-
metilcatecol 0.4 mM (A) o hidroxilamina 6.7 mM (B).

100

DHPAA

[=2]
(=]
L

60

rendimiento (%)

40

20

0 T T T T
0,0 0,5 1,0 1,8 2,0
tiempo (horas)

2,5 3.0

Figura 4.2. Produccién de &acido 3,4-dihidroxi
fenilacético (DHPAA).

Representacién del rendimiento (%) en la obtencién
de DHPAA frente al tiempo de reaccién (horas).

El medio de reaccién fue tampdn borato 0.5 M de pH 9,
acido p-hidroxifenilacético 1 mM, &cido ascdrbico en exceso,
y &cido 3,4-dihidroxifenilacético 0.4 mM (A) o hidroxilamina
6.7mM (B).
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Figura 4.4. Produccién de 4-metoxicatecol (MOC).

Representacion del rendimiento (%) en la obtencién de MOC
frente al tiempo de reaccion (horas).

El medio de reaccién fue tampén borato 0.5 M de pH 9, 4-
metoxifenol 1mM, acido ascérbico en exceso, y 4-
metoxicatecol 0.4 mM (A) o hidroxilamina 6.7 mM (B).
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Figura 4.5. Producciéon de 4-tert-butilcatecol
(TBC).

Representacion del rendimiento (%) en la obtencién de TBC
frente al tiempo de reaccién (horas).

El medio de reaccion fue tampén borato 0.5 M de pH 9, 4-

tert-butilfenol 1 mM, acido ascérbico en exceso, y 4-tert-
butilcatecol 0.4 mM (A) o hidroxilamina 6.7 mM (B).
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Figura 4.6. Produccién de L-Dopa.

Representacion del rendimiento (%) en la obtencién de L-
Dopa frente al tiempo de reaccién (horas).

El medio de reaccion fue tampon borato 0.5 M de pH 9, L-
tirosina 1 mM, L-dopa 0.4 mM y &cido ascérbico en exceso.

Maria Elisa Marin Zamora

194



Tesis Doctoral Resultados y Discusién

Bl RESUMEN DE RESULTADOS.

1. Se ha desarrollado y optimizado un método de inmovilizacion de tirosinasa de
champifion sobre el éster cinamico de D-sorbitol fotoentrecruzado, determinandose
los pardmetros que afectan a la inmovilizacion y las caracteristicas de la enzima

inmovilizada.

2. También se ha llevado a cabo la inmovilizacion de tirosinasa sobre una gran
variedad de ésteres cinAmicos de carbohidratos obteniendo buenas actividades

enzimaticas en todos ellos.

3. Se ha desarrollado un nuevo método de inmovilizacion directa de tirosinasa a partir
de un extracto de champifion liofilizado, en el que se usa p-nitrofenol como un
sustrato de baja actividad para preservar a la enzima durante el proceso de

extraccion/inmovilizacion.

4. Los inmovilizados de tirosinasa obtenidos a partir de extractos de champifion
presentan un mejor comportamiento en cuanto a los datos de actividad y
estabilidad registrados, que los inmovilizados de tirosinasa de champifién de

Sigma o tirosinasa en disolucién.

5. Del estudio de las constantes cinéticas de tirosinasa inmovilizada sobre diversos
ésteres cinamicos de carbohidratos fotoentrecruzados al actuar sobre sustratos de

distinta naturaleza cabe resaltar:
- El orden de valores de K" respecto a sustratos de distinta hidrofilia para

tirosinasa inmovilizada fue el inverso del obtenido para tirosinasa en

disolucién.

- Los valores de k2P

¢ Paratirosinasa inmovilizada dependen de la naturaleza del
soporte y del sustrato y son en todos los casos superiores a los de
tirosinasa en disolucién, lo que supone otra gran ventaja de la
inmovilizacion.

6. Del estudio de la estereoespecificidad de tirosinasa inmovilizada sobre un soporte
quiral y otro no quiral al actuar sobre los enantibmeros L y D y racémicos DL de
diversos difenoles y de un monofenol, es de resaltar que:

- La estereoespecificidad de tirosinasa inmovilizada no depende de la quiralidad
o no del soporte de inmovilizacion, ni de la naturaleza difenélica o monofendlica

del sustrato.
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La esteroespecificidad mostrada respecto a los valores de V> 'y K F sigue la

misma tendencia que la estereoespecificidad presentada por tirosinasa en

disolucién.

Los valores de V2P kah

cat

son iguales en cada serie de enantibmeros,

mientras que los valores de K" son distintos y siguen el orden L <DL < D.

7. Se ha desarrollado un nuevo método de obtencion de o-difenoles, a partir de sus

correspondientes monofenoles, utilizando los nuevos inmovilizados de tirosinasa

obtenidos a partir de extractos de champifion del cual cabe destacar:

La utilizacion de tampén borato permite obtener altos rendimientos en o-
difenoles, al preservarse estos y el acido ascorbico, de la accién de la enzima,
por complejacion.

La velocidad de obtencién de o-difenoles aumenta por la adicion de sustratos
capaces de cerrar el ciclo catalitico como hidroxilamina o un o-difenol, siendo
mucho mas eficiente el cebado con una cantidad inicial del o-difenol a obtener.

Se obtienen en todos los casos rendimientos de reaccion muy elevados (88-
96%).

Permite obtener L-dopa (medicamento de gran consumo) y toda una serie de
otros o-difenoles de aplicacion industrial (resultados protegidos mediante

patente de invencién).
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5. CONCLUSIONES

1. Los ésteres cinamicos de carbohidratos fotoentrecruzados son soportes

adecuados para la inmovilizacion de tirosinasa de champifon.

2. Los ésteres cindamicos de carbohidratos con un mayor grado de hidrofobia retienen
una mayor cantidad de enzima y el pH éptimo de inmovilizaciéon coincide con el
punto isoeléctrico de la enzima, lo que confirma que la inmovilizacidon ocurre por

adsorcion hidréfoba al soporte organico.

3. La optimizacion de factores como la concentracién de tirosinasa en la disolucion de
inmovilizacion y el pH de inmovilizacion, permite obtener actividades enzimaticas

mas altas en los inmovilizados.

4. La inmovilizacién da lugar a una estabilizacién de la enzima frente a la temperatura

y pH de reaccion respecto a tirosinasa en disolucién.

5. EI método desarrollado de inmovilizaciéon directa de tirosinasa a partir de extractos
de champifidn liofilizado es muy eficaz para extraer e inmovilizar la enzima y

apropiado para aplicaciones industriales.

6. La minimizacion de la actividad enzimatica durante la extraccién e inmovilizacion
de tirosinasa a partir de champifién liofilizado puede hacerse eficazmente

utilizando p-nitrofenol como sustrato competitivo de muy baja actividad.

7. Los inmovilizados de extractos de champifiéon presentan una gran mejora de los
valores de actividad enzimatica, de la estabilidad térmica, de la estabilidad
operacional y de la estabilidad durante el almacenado, respecto a los inmovilizados

de tirosinasa obtenida de Sigma.

8. La afinidad aparente de la enzima tirosinasa inmovilizada para una serie de
sustratos sigue un orden inverso del obtenido para tirosinasa en disolucion y

depende del soporte de inmovilizacién utilizado, siendo las constantes de Michaelis
(K2) menores para sustratos hidréfobos y mayores para sustratos ionicos, lo que

puede explicarse por variaciones en la concentracion de sustrato en el

microentorno de la enzima dependiendo del grado de afinidad soporte-sustrato.

& de tirosinasa inmovilizada

9. Los valores de las constantes cataliticas aparentes k

son en todos los casos superiores a los de tirosinasa en disolucion y mayores para
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

sustratos ionicos, o que sugiere que cuando la enzima se inmoviliza, se despliega
uniéndose al soporte por la parte hidrofoba, quedando los centros activos mas

accesibles al sustrato que los de la enzima en disolucién.

Estos resultados apuntan a que ademas de ser determinantes las interacciones
sustrato-enzima en el comportamiento cinético de la enzima, en el caso de
tirosinasa inmovilizada habria que considerar también las interacciones sustrato-

soporte, asi como las interacciones enzima-soporte

Las eficacias cataliticas (k2

X 1K) de tirosinasa inmovilizada dependen de la
naturaleza del soporte y del sustrato, y son superiores a las de tirosinasa en

disolucion.

Eligiendo el soporte adecuado puede regularse la selectividad de la enzima hacia
un determinado sustrato, atenuando la competencia de otros sustratos también
presentes en el medio de reaccion, lo que es de gran interés en el disefio de

biosensores enzimaticos.

Tirosinasa inmovilizada, al igual que tirosinasa en disolucion, no muestra

estereoespecificidad respecto a los valores de V> y k2 | lo que se explica por el

max cat ’
hecho de que la quiralidad del grupo alejado de los hidroxilos fendlicos no tiene
efecto sobre su poder nucleofilico y consecuentemente no la tiene sobre la etapa

determinante de la velocidad de reaccion.

Tirosinasa inmovilizada, al igual que tirosinasa en disolucion, muestra
estereoespecificidad respecto a su afinidad por el sustrato, siendo menores los
valores de K7 para los isdbmeros L que para los racémicos y estos a su vez
menores que para los isémeros D.

Tirosinasa inmovilizada, al igual que tirosinasa en disolucion, muestra un

comportamiento distinto para los isomeros D y L con respecto al periodo de retardo

o lag (1) de la actividad monofenolasa, siguiendo un orden inverso al de los valores

de K7’.

La quiralidad del soporte de inmovilizacién no afecta a la estereoespecificidad de
tirosinasa, pues se obtienen resultados analogos cuando la inmovilizaciéon ocurre

en un soporte quiral o en otro no quiral.

El procedimiento desarrollado para la obtenciéon de o-difenoles a partir de sus

correspondientes monofenoles, mediante el empleo de reactores de lecho
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18.

19.

20.

empaquetado de régimen continuo y flujo recirculante, consistentes en tirosinasa
inmovilizada sobre esferas de vidrio recubiertas de cinamato de D-sorbitol
fotoentrecruzado, permite obtener rendimientos elevados (88-96%), muy

superiores a los descritos en la bibliografia.

La utilizacion de borato para complejar los o-difenoles obtenidos y el acido
ascorbico, consigue minimizar tanto la actividad difenolasa como la inactivacion de
tirosinasa por o-difenoles y acido ascérbico y permite obtener o-difenoles con un

menor consumo de acido ascorbico.

El empleo de hidroxilamina para reducir metatirosinasa (E_ ) a desoxitirosinasa
(E,) y cerrar asi el ciclo catalitico en la obtencion de orto difenoles mediante
tirosinasa inmovilizada disminuye significativamente el tiempo de retardo (lag).

La sustitucion de hidroxilamina afiadiendo en su lugar una concentracion inicial de

o-difenol para cerrar el ciclo catalitico permite reducir en mayor medida el tiempo

de reaccion.
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