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Resumen

Las fosfotriesterasas son esterasas capaces de escindir el enlace P-O y han sido halladas
en mamiferos, peces, aves, moluscos y bacterias. Estas enzimas demostraron ser
biocatalizadores utiles en la degradacion de compuestos organofosforados, siendo estos
ampliamente utilizados en la actualidad como pesticidas en agricultura, en jardines y en la
industria veterinaria. En particular, en nuestro pais el organofosforado clorpirifés es el
segundo pesticida mas utilizado. Si bien estos pesticidas son muy eficientes, son también
altamente téxicos para mamiferos. Asi, la intoxicacidbn por organofosforados se ha

convertido en un problema importante en todo el mundo.

Considerando lo antes dicho, en el presente trabajo de tesis doctoral se propuso como
primer objetivo el desarrollo de un sistema para la biorremediacion de aguas contaminadas

con pesticidas organofosforados empleando catalizadores con actividad fosfotriesterasa.

Por otra parte y desde el punto de vista de la biocatalisis, como las enzimas no estan
limitadas a su actividad natural, es posible utilizarlas empleando una variedad de sustratos,
pudiendo ademas catalizar las reacciones en ambas direcciones de su equilibrio
termodinamico. Es por ello que las fosfotriesterasas pueden ser aplicadas en el sentido
sintético para la obtencion de fosfotriesteres, siendo de particular importancia los
correspondientes derivados de nucleésidos y analogos. Estos compuestos, conocidos como
pronucledtidos, son productos farmacolégicamente (tiles como antivirales vy
anticancerigenos ya que inhiben enzimas especificas (transcriptasa reversa, ARN replicasa,
ADN polimerasa, IMP deshidrogenasa) o actlan como terminadores de cadena en la
biosintesis de ARN o ADN. En este marco, se propuso como segundo objetivo efectuar una

primer aproximacion a la sintesis de pronucleétidos a través de reacciones biocatalizadas.
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A continuacion se hara un breve resumen de lo desarrollado a lo largo de cada capitulo del

presente trabajo de tesis doctoral:

En el capitulo 1, se presenta una introduccion sobre biocatalisis y biorremediacion. Ambas
tecnologias tienen en comun el empleo de sistemas bioldgicos para llevar a cabo una
biotransformacion. En este marco también se describen las fosfotriesterasas, enzimas de
interés y objeto de estudio del presente trabajo, como asi también los compuestos

organofosforados (usos y tipos) y los analogos de nucledsidos.

En el capitulo 2, se describen las metodologias desarrolladas para llevar a cabo la
busqueda, estudio e implementacion en los procesos biocataliticos de fuentes microbianas
con actividad fosfotriesterasica. Adicionalmente, se detallan los métodos de deteccidn,
analisis y cuantificacion de los sustratos y productos de cada reaccién biocatalizada

estudiada.

En el capitulo 3, se exponen los resultados obtenidos a partir del estudio de la actividad
hidrolitica de seis fuentes bacterianas wild type frente a metil paraoxén. También se
muestran los resultados de la optimizacion de las condiciones de reaccion de dichos
biocatalizadores, a partir de las cuales se evalu6 la actividad fosfotriesterasica frente a
diferentes sustratos, seleccionando un biocatalizador capaz de degradar cada uno de los

compuestos organofosforados propuestos.

En el capitulo 4, se presenta un trabajo realizado en colaboracién con el laboratorio de
LIGBCM-AVI de la Universidad Nacional de Quilmes que permitié la identificacién de dos
bacterias aisladas de suelo. Posteriormente, aplicando una metodologia rapida y sencilla,
se describe el estudio y la optimizacion de las condiciones de reaccién, obteniéndose
biocatalizadores capaces de degradar eficientemente sustratos mas voluminosos como
coroxon, cumafés y clorpirifds, para los que las fosfotriesterasas wild type reportadas suelen

tener baja actividad hidrolitica.

En el capitulo 5, se presentan los resultados del estudio de los extractos enzimaticos
provenientes de los microorganismos estudiados en los capitulos 3 y 4. Adicionalmente tanto
las células enteras como dichos extractos fueron inmovilizados por atrapamiento en perlas
de alginato de calcio. Tras su ensayo en la hidrélisis de compuestos organofosforados, se
seleccion6 una forma de biocatalizador inmovilizado que fuera capaz de degradar con mayor

eficiencia cada uno de dichos compuestos.

Asimismo, se emplearon los biocatalizadores seleccionados para la degradacion de
paraoxon y clorpirifés en un biorreactor del tipo lecho empacado con los que se alcanzo la
degradacién completa de dichos compuestos en 56 y 17 h respectivamente. Se

caracterizaron los biocatalizadores determinado la posible existencia de problemas de
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transferencia de masa, como asi también su reutilizacién. En cuanto al biorreactor, se

determind la distribucién de los tiempos de residencia y tipo de flujo.

En el capitulo 6, con la finalidad de hallar nuevas fuentes de fosfotriesterasas, se presenta
el estudio de cuatro hongos, los que fueron capaces de degradar metil paraoxon llevando a
cabo la reaccion en growing. Ademas, se determiné que las enzimas responsables de dicha
hidrélisis eran extracelulares, por lo que se obtuvieron los respectivos extractos enzimaticos,
que se concentraron y finalmente liofilizaron, analizandose su actividad. Se optimizaron
también las condiciones de reaccion en cuanto a la cantidad de biocatalizador y pH del
medio.

Finalmente, en el capitulo 7, se describe la blusqueda de alternativas para mejorar los
rendimientos obtenidos previamente en nuestro laboratorio en la reaccion de
transesterificaciéon para la sintesis de 5 -dimetilfosfato de inosina usando como
biocatalizador la fosfotriesterasa de Brevundimonas diminuta. Se exploré la actividad
sintética de Streptomyces setonii (microorganismo wild type) y de los microorganismos
fungicos estudiados en el capitulo 6, utilizando las condiciones puestas a punto en la

reaccion de hidrélisis.
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1.1. BIOCATALISIS, BIOTRANSFORMACIONES Y BIOCATALIZADORES

1.1.1. Generalidades

Una biotransformacién es la conversion de un compuesto quimico por acciéon de un
sistema biolégico: vegetales, tejidos, microorganismos o enzimas derivadas de ellos. Tanto las
biotransformaciones como la catalisis enzimatica frecuentemente son referidas como
“biocatalisis” y las entidades que las llevan a cabo, “biocatalizadores”. El uso de enzimas, antes
de que se conociera su existencia, se remonta miles de afios a la fabricacién de pan y queso, a
la elaboracion de cerveza y al vino. El procesamiento de alimentos y bebidas junto con los
alimentos para animales y los detergentes todavia representan mas del 60% del mercado total
de enzimas, el resto consiste principalmente en el procesamiento de almidén, cuero, pulpa y
papel, y esto se refleja en las tres enzimas industriales de mayor volumen: proteasas, amilasas
e isomerasa de glucosa. Las primeras preparaciones de enzimas comerciales se produjeron a
fines del siglo XIX y principios del XX e incluyen el uso de estémagos de terneros secos en la
fabricacién de queso y extractos pancreaticos en la limpieza de ropal. En los ultimos afios, la
biocatdlisis ha adquirido un lugar destacado en la quimica organica sintética, y en
consecuencia también lo ha sido para la biotecnologia ya que tanto la produccién de enzimas
como de microorganismos necesitan de sus herramientas Las ventajas que presentan las

biotransformaciones por sobre la quimica organica tradicional ha favorecido su desarrollo2.

1.1.1.1. Ventajas

e Las enzimas son biocatalizadores muy eficientes, son capaces de catalizar quimio, regio y
estereoselectivamente las reacciones, y suelen acelerarlas en un factor de 108-101, y en

algunos casos pueden exceder un factor de 1017.

e Las enzimas no producen contaminacién medioambiental, la biocatdlisis es amigable con
el medio ambiente ya que las enzimas son completamente biodegradables, ademas las

biotransformaciones cumplen con los requerimientos de la “quimica verde”.

e Las enzimas trabajan en condiciones suaves, generalmente trabajan en un rango cercano

al pH 7 y a temperaturas alrededor de 30°C. Esto minimiza las reacciones no deseadas como

27



las descomposiciones, isomerizaciones, racemizaciones, etc. Y disminuye la contaminaciéon y

los costos de produccién

e Las enzimas son compatibles entre si, ya que permiten llevar a cabo reacciones one pot
en cascada. Asi los sistemas multienzimaticos pueden simplificar los procesos, especialmente
si el paso de aislamiento de un intermediario inestable es omitido. Este potencial de las
enzimas es cada vez mas reportado debido al desarrollo de sistemas multienzimaticos,

también denominados como “metabolismos artificiales”.

e Las enzimas no estdn limitadas a su papel natural, debido a que han demostrado ser muy
flexibles aceptando una gran variedad de sustratos no naturales e incluso hasta funcionando
en solventes no acuosos, lo cual puede ser muy beneficioso desde el punto de vista de los

procesos biotecnolégicos.

e Las enzimas pueden catalizar un amplio espectro de reacciones, como la catalisis en
general, las enzimas solo pueden acelerar los procesos pero no tienen impacto en el equilibrio
termodinamico de una reaccién, por lo tanto pueden funcionar en ambas direcciones. En
principio seria posible encontrar un biocatalizador para practicamente todas las reacciones

organicas.

1.1.1.2. Desventajas

e Las enzimas provienen de la naturaleza en una sola forma enantiomérica; por lo que no
hay disponibles enzimas que sean imagenes especulares formadas a partir de D-aminoacidos,
por ende es imposible invertir la quiralidad de una reaccidén enzimatica por eleccidn del otro
enantiomero del biocatalizador, lo cual es posible cuando estan involucrados catalizadores
quimicos quirales. En consecuencia, es necesario recorrer un largo camino en busca de la

enzima con la especificidad adecuada.

e Las enzimas requieren pardmetros operativos muy determinados; si una reaccion resulta
muy lenta solo se pueden variar los mismos en un rango muy estrecho, ya que temperaturas
elevadas, un pH extremo o incluso altas concentraciones salinas pueden desactivar las
enzimas. Sin embargo efectos positivos se han reportado por pequefios cambios de

temperatura, y sorprendentemente algunas enzimas han demostrado ser extremofilas.
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e Las enzimas despliegan su mdxima actividad catalitica en agua; debido a su alto punto de
ebullicién y su alto calor de vaporizacion, el agua no es un solvente adecuado para realizar
reacciones organicas. Ademas, la mayoria de los compuestos organicos son poco solubles en
medios acuosos, por lo tanto realizar reacciones enziméticas en medios orgadnicos es muy

beneficioso pero el costo de ello es la disminucién de la capacidad catalitica.

e Las enzimas se unen a sus cofactores naturales; las enzimas presentan alta selectividad
en la union de sus cofactores naturales, ya sea como fuentes para sus equivalentes redox
(como el NAD(P)H) o como fuente de energia (ATP). La mayoria de estos “reactivos
bioldgicos” son altamente costosos para ser usados en cantidades estequiométricas y

desafortunadamente en muchos casos no pueden ser remplazados por sustitutos sintéticos.

e Las enzimas son propensas a fenémenos de inhibicion. Muchas reacciones enzimaticas
son susceptibles de sufrir inhibicién por sustratos o productos, lo cual causa que la enzima
pierda su actividad catalitica a altas concentraciones de sustrato o producto, un factor que
limita la eficiencia del proceso. Mientras que la inhibicién por sustrato puede ser sorteada
favorablemente agregando pequefias cantidades del sustrato a medida que avanza el tiempo
de reaccion, la inhibicion por producto es mas complicada de solucionar, ya que la remocién

del producto por métodos fisicos es frecuentemente dificultosa.

1.1.2. Proceso biocatalitico

Los procesos biocataliticos no solo involucran la biotransformacion propiamente dicha. Tal
como mencionamos es un proceso que consta de la seleccion y obtencién del biocatalizador,
la etapa de conversion Y el “downstream processing”. Este Gltimo proceso involucra los pasos
posteriores a la finalizacion de la reaccién a fin de recuperar el producto de interés (Figura
1.1.). La conversiéon propiamente dicha puede darse inicialmente a escala laboratorio y
posteriormente a fin de incrementar la escala, ser realizada en un biorreactor.

Inicialmente analizaremos las diferentes formas de biocatalizador y la seleccién del mas

adecuado para la reaccion de interés.
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1.1.2.1. Biocatalizador

En la figura 1.1 se esquematizan los posibles procesos biocataliticos. En el primer caso, la
biotransformacién con células enteras (Figura 1.1.a) puede llevarse a cabo con células enteras
en crecimiento (growing) donde el sustrato se utiliza para la produccion del biocatalizador asi
como para la reaccion de interés. En este caso la productividad se acopla a la tasa de
crecimiento microbiano. También es posible llevar a cabo el crecimiento microbiano y la

conversion por separado, lo llamamos células enteras en reposo (resting).

a) Biocatalisis con células enteras en growing o resting

Cultivo . NNy Separacion de]l SN Recuperacion
— -—r Bioreactor N biocatalizador del producto
| t ! l
| |

b) Biocatalisis con enzimas aisladas

Cultivo Separacion del Recuperacmn
—
microbiano |plialiad — -— blocatallzador del producto
+ L ——mm
Alslamlento
de la enzima

c) Biocatalisis con biocatalizador inmovilizado

Cultivo : Separacion del Ilecupemcmn
—
— -— HIOEESCIOE P blocata]lzador del producto
\
L —————— -

A.lslamlento Inmowllzacmn del
de la enzima biocatalizador

Figura 1.1. Esquema de diferentes procesos biocataliticos. Las lineas continuas indican
las corrientes de sustrato/producto. Las lineas de puntos indican corrientes de biocatalizador.

Al comparar ambas metodologias, la reaccién en resting ofrece varias ventajas como el uso
de medios de reaccion alternativos (solventes organicos) que facilitan ademas la recuperacion
del producto. Asimismo, es posible cambiar la concentracion celular después de su cultivo, de
esta manera, la productividad de la reaccién puede incrementarse considerablemente. Si bien
en algunos casos el crecimiento del biocatalizador y su uso, pueden funcionar de manera

Optima, el uso de células enteras presenta algunos inconvenientes como la reactividad
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cruzada de sustratos o productos que se pueden descomponer a través de reacciones
celulares que compiten entre si, lo que reduce el rendimiento. Del mismo modo, los cofactores
no podrian usarse de manera 6ptima, porque también podrian emplearse en otros lugares de
la red metabdlica Finalmente, este tipo de biocatalizador también tiene la desventaja de las
posibles limitaciones de difusién del sustrato hacia el interior de las células; cuando se usan
sustratos no naturales es posible que no haya mecanismos de transporte activo en la célula,
siendo este efecto mas marcado en la conversion de sustratos voluminosos.

El segundo grupo, la biocatdlisis con enzimas aisladas, se muestra esquematicamente en la
Figura 1.1.b y representa aquellas reacciones en las que la enzima se aisla a partir de las
correspondientes células que las producen o bien se emplean enzimas comerciales.
Principalmente, este enfoque intenta superar las limitaciones de entrada de sustratos y salida
de productos a través de las membranas celulares. En tales casos, la enzima puede obtenerse
de manera comercial o a partir de cultivos microbianos, donde la enzima se ha secretado
durante el cultivo o las células deben romperse luego (y los restos celulares eliminados), para
producir una enzima soluble, aunque no purificada. El uso de una proteina no purificada evita
el costo adicional de la purificacion, siendo éste el motivo del alto costo de las enzimas
comerciales. Una de las principales condiciones para el uso de un catalizador enzimatico
aislado generalmente es que la enzima se pueda separar facilmente de la mezcla de reaccion.
En muchos casos, el costo del biocatalizador es tal que la reutilizaciéon es necesaria, y esto se
puede lograr de manera mas efectiva de acuerdo con el tercer esquema (Figura 1.1.c),

utilizando un biocatalizador inmovilizado3.

1.1.2.2. Inmovilizacion

La inmovilizacién de un biocatalizador puede definirse como un proceso en el que se lo
confina o localiza en una region definida del espacio, para facilitar la separaciéon del medio de
reaccion mediante una filtraciéon simple permitiendo el reciclado posterior y, por lo tanto,
reducir la contribucién del costo del biocatalizador al producto final3+4. Los biocatalizadores a
inmovilizar pueden ser enzimas, organulos, células, etc. Hay dos funciones esenciales que
cualquier biocatalizador inmovilizado debe proveer: Las funciones no cataliticas, que
proporcionan una separacion mas facil y, en consecuencia, la reutilizacion de los catalizadores
y un mejor control del proceso. Estas estan conectadas con la naturaleza fisica y quimica de la

matriz en la que esta confinado el biocatalizador; especialmente propiedades geométricas,
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forma, tamafio, grosor y longitud. Mientras que las funciones cataliticas, son las que permiten
convertir los sustratos en productos deseados y estdn ligadas a las propiedades cataliticas de
la enzima, actividad, selectividad, estabilidad, pH y temperaturas éptimas. Es muy importante
disefiar y seleccionar una inmovilizacion adecuada por la cual los biocatalizadores

inmovilizados puedan satisfacer ambas necesidadess.

o Ventajas

a) Incremento de la estabilidad del catalizador inmovilizado
b) Posible reutilizacion del derivado, por lo que disminuyen los costos del proceso.
c) La posibilidad de disefiar un reactor enzimatico de facil manejo y control, adaptado a la

aplicacion del catalizador inmovilizado.

e Desventajas

a) Durante el proceso de inmovilizacién es posible alterar la conformacién de la enzima
respecto de su estado nativo.

b) La gran heterogeneidad del sistema biocatalizador-soporte donde pueden existir
distintas fracciones de biocatalizador inmovilizado con un diferente nimero de uniones
al soporte.

c) Siempre suele haber una pérdida de actividad enzimatica durante la inmovilizacion.

d) El biocatalizador inmovilizado es mas caro que el biocatalizador libre.

La inmovilizacién puede llevarse a cabo por diferentes métodos, los que se clasifican como:
métodos por retencion quimica y retencion fisica. El primero incluye adsorcién y unién
covalente, mientras que el segundo agrupa la inmovilizacién por atrapamiento y la
microencapsulacion. En la siguiente tabla se detallan las ventajas y desventajas de dichas

metodologiasé 7:
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Método de inmovilizacion Ventajas Desventajas
-Sencillo y barato -Baja estabilidad
-Alta actividad catalitica -Posible pérdida del

Adsorcion

-Ningtin cambio conformacional de
la biocatalizador

biocatalizador. Las uniones
débiles con el soporte pueden
causar desorcion del mismo.

< -No es necesario utilizar reactivos.
= -Reutilizacion de material caro.
E - El proceso de
g -Unién fuerte inmovilizacién puede alterar
Z -Alta estabilidad al efecto térmico, la estructura del centro
= del pH y solvente organico activo
g -Facil acceso del sustrato a la -La enzima posee una
= . . enzima movilidad limitada, lo que
= Union covalente : . TR
23] -Previene la elucién de causa una disminucién en la
~ biocatalizadores. actividad
-Menos efectivo para la
-Flexibilidad en el disefio de inmovilizacion de células
material y método de soporte. -Los soportes no son
renovables.
-Proteccion del biocatalizador
-Permite el transporte de
i?;?fcieljfs de bajo peso - Limitacio_nes enla
Atrapamiento -Permite la operacion continua tran_sferenma masa .
S p debi ) -Baja carga de biocatalizador
= ebido a la densidad celular
E mantenida.
Z -Facilita la separacién de células y
Q simplifica el proceso posterior.
g -Proporciona la gran area de
E superficie entre el material
23] polimérico y la enzima.
< . .. -Es posible encapsular -Inactivacién de la enzima
Microencapsulacion

simultaneamente una gran
variedad de biocatalizadores,
llevandose a cabo reacciones que
ocurren en multiples pasos.

durante la encapsulaciéon

Tabla 1.1. Ventajas y desventajas de los métodos de inmovilizacién®.

1.1.2.2.1. Efectos de la inmovilizacion en la estabilidad

Generalmente se observa un incremento en la estabilidad de las enzimas después de su

inmovilizacion, que se debe principalmente a las siguientes razones:

e Una estabilizacion conformacional de la enzima debido a la existencia de uniones

multipuntuales enzima-soporte. La estructura terciaria de la enzima adquiere una mayor
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rigidez y se hace mas resistente a la desactivaciéon térmica o quimica. Este tipo de

estabilizacién se obtiene Unicamente llevando a cabo la inmovilizacién por unién covalente.

e Se evita la agregacion intermolecular al mantener las moléculas de enzima retenidas en

una determinada region del espacio.

e Existe una alteraciéon del microentorno del biocatalizador debida a la interaccion del
biocatalizador con el soporte. Por ejemplo, el soporte tiene un efecto tamponador de tal
manera que mantiene el pH éptimo de la enzima en su microentorno, aunque en la disoluciéon
se produzcan cambios importantes de pH. Por otra parte, en aquellas reacciones catalizadas
por enzimas inmovilizadas en presencia de disolventes organicos, la “acuofilia” del soporte o
su capacidad para retener agua, regula la actividad de la enzima. Cuanto mayor es la acuofilia
del soporte, mas agua adsorbe y la enzima poseera la cantidad necesaria de agua en su
microentorno para mantener su conformacion activa, favoreciendo asi la estabilidad de la

misma.

1.1.2.2.2. Efectos de la inmovilizaciéon en la actividad enzimdtica

Tras una inmovilizacion, la actividad de la enzima puede disminuir e incluso perderse por

diversas razones. Si pierde totalmente la actividad enzimatica puede ser debido a que:

e Launidn al soporte se produce de tal forma que el paso del sustrato al centro activo esta

impedido.

e Los grupos reactivos del soporte reaccionan con algiin aminoacido que forme parte del

centro activo o que sea esencial para la actividad catalitica de la enzima.

e La inmovilizacién puede originar un cambio conformacional que da lugar a una forma

inactiva.

e Las condiciones experimentales del proceso causan la desnaturalizacién o desactivaciéon

de la enzima.

Si la pérdida de actividad no es total después de la inmovilizacion, los cambios se deberan

principalmente a los siguientes efectos:
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e [Efectos difusionales: Como consecuencia de la inmovilizacion, la difusién de los sustratos
hacia el centro activo de la enzima puede estar impedida por resistencias de tipo externo e
interno. Si el soporte es insoluble en el medio de reaccion, la resistencia del tipo externa
estard dada debido a que el sustrato debera atravesar la pelicula liquida estacionaria (capa de
Nernst o de difusion) que rodea el soporte. En las proximidades de un soporte no cargado, la
concentraciéon de sustrato es menor que en el resto de la disoluciéon, puesto que existe un
gradiente de concentracién a través de la zona de difusién. Por tanto, los valores de Km para
las enzimas inmovilizadas son siempre aparentes (Km’). Por su parte las resistencias
difusionales internas, se deben a que los sustratos tienen que atravesar el interior del gel,
microcapsula, fibra o poro del soporte donde se encuentra la enzima inmovilizada.

Existen diversas maneras de minimizar estos efectos difusionales como por ejemplo:
disminuir el tamafio del biocatalizador, aumentar la concentracién de sustrato, incrementar la
agitacién o el flujo en el reactor, etc. Con estas medidas se consigue reducir el grosor de la

capa de Nernst, y como consecuencia, el valor de Km’ disminuye.

e [Efectos electrostdticos entre el sustrato y el soporte, de tal manera que, si tienen la
misma carga existe una repulsién mutua, mientras que si las cargas son opuestas hay
atracciéon. Cuando el sustrato y el soporte tienen cargas opuestas, el valor de Km’ aparente

puede verse reducido hasta varias veces por debajo del obtenido en disolucion.

o Impedimentos estéricos o de tamafio de sustrato. En un principio, cualquier
biocatalizador puede ser inmovilizado sin que haya una pérdida apreciable de su actividad.
Este hecho suele ser valido en el caso de que el sustrato sea de bajo peso molecular, pero si se
trata de sustratos con pesos moleculares elevados, la actividad de la enzima inmovilizada

disminuye drasticamente.

e [Efectos en el microentorno: La enzima inmovilizada se encuentra en un entorno
diferente al habitual, especialmente cuando el soporte tiene grupos cargados eléctricamente.
El efecto observado suele ser un desplazamiento en el valor del pH 6ptimo de la catdlisis
enzimatica y, muchas veces, un ensanchamiento en el intervalo de pH en el cual la enzima

puede actuar.
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1.1.2.2.3. Seleccion del método de inmovilizacion

Aunque se han desarrollado y aplicado muchas técnicas de inmovilizaciéon a numerosos
biocatalizadores, no existe un método universal valido para cada uno de los biocatalizadores.
No obstante, gracias a toda la informacién disponible en la actualidad, se pueden hacer
generalizaciones sobre cada método de inmovilizacién y asi, es posible seleccionar el mas
adecuado para cada aplicacion especifica. Para la eleccion es necesario tener en cuenta las
condiciones de la reaccidn, el tipo de biocatalizador, el tipo de reactor que se vaya a utilizar, el
tipo de sustrato que tenga que ser procesado entre otros factores.

La primera seleccién se realiza en base al tipo de biocatalizador, para la inmovilizacién de
células enteras, el método por atrapamiento es el ideal y se han explorado diversos soportes,
como geles poliméricos naturales (pectina, alginato, quitosano, carragenato) y polimeros
sintéticos (PVA, poliuretano), y mostraron buenos resultados. Mientras que por su parte en el
caso de la inmovilizacion de enzimas libres es posible aplicar cualquiera de las metodologias
mencionadas considerando las ventajas y desventajas de éstas frente a las caracteristicas de la

enzima y el resto de los factores previamente mencionadoss.

1.1.2.3. Biorreactores

Una vez seleccionado y optimizado el biocatalizador, con la finalidad de ampliar la
produccion de una escala laboratorio a produccién industrial, es necesario emplear un
biorreactor para aumentar el volumen de trabajo. Ademas, como se menciond anteriormente,
los sistemas de inmovilizacién mejoran la calidad del proceso y, por lo tanto, el uso de
biocatalizadores inmovilizados en biorreactores permitira aumentar el rendimiento general

del proceso.

1.1.2.3.1. Tipos de reactores

e Reactor de tanque agitado

Este tipo de reactor es uno de los biorreactores mas utilizados. Cuando se trabaja en forma
discontinua, se colocan el o los sustratos y el biocatalizador en el reactor, y se opera hasta que

se agotan los sustratos o se alcanza el equilibrio sustrato-producto (Figura 1.2.a). Consta de
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un recipiente cilindrico, donde el mezclado se produce por agitacion mecanica por paletas o
por inyeccién de aire a presion. Suelen tener deflectores internos para evitar la formaciéon de
vortices. Los fermentadores agitados se utilizan para reacciones con biocatalizadores libres e
inmovilizados, los que pueden ser danados por accién de la velocidad de las paletas. Cuando el
mezclado se realiza por inyeccidn de aire (Figura 1.2.c), no solo se requiere menos energia
sino que la posibilidad de dafiar el biocatalizador por la fuerza ejercida en la agitacion es
menor, en consecuencia, menores costos de operacion.

Adicionalmente cuando se trabaja en forma continua, el reactor es similar pero difiere la
forma de operacidn. El biocatalizador se encuentra retenido en su interior, y se va agregando
sustrato y retirando mezcla de reaccién. Un nuevo ciclo de alimentaciéon se da cuando los
reactivos iniciales se han consumido. Esta forma de operacién suele emplearse en reacciones
en las que la conversion enzimatica se da a velocidades muy rapidas o bien que el

biocatalizador es costoso o de preparacion compleja (Figura 1.2.b, d).

REACTOR DE TANQUE AGITADO

a) Agitacién mecinica, b) Agitacién mecénica, c) Agitacion por inyeccion de aire,  d) Agitacion por inyeccion de aire,
operando en discontinuo operando en continuo operando en discontinuo operando en continuo
Salida de gases Salida de gases
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Figura 1.2. Tipos de reactores de tanque agitado, operando en continuo y discontinuo.

e Reactor de lecho empaquetado

Los reactores de lecho empaquetado se utilizan con biocatalizadores inmovilizados o en
forma de particulas. Estos reactores tienen un disefo simple y consisten en una columna, que

esta llena de biocatalizadores y es perfundida continuamente por la fase liquida. En los lechos
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empaquetados el dafio debido al desgaste de las particulas es minimo en comparacién con los
reactores de tanque agitado.

Cuando se opera en discontinuo, los reactivos son inyectados por un extremo de la
columna y se colecta el producto parcial por el otro, para luego ser inyectado nuevamente,
repitiendo este ciclo hasta lograr la conversién deseada (Figura 1.3.a). Mientras que cuando se
opera en continuo en el reactor van ingresando los sustratos de forma constante, y a la salida
del mismo puede colectarse el producto formado (Figura 1.3.b). Este es el método de
produccién en continuo mas utilizado a nivel industrial para conversiones enzimaticas de
grandes volumenes de sustrato y para el tratamiento de efluentes y aguas residuales.

Los reactores de lecho empaquetado presentan variaciones entre los que resulta
interesante mencionar los reactores de lecho fluidizado, el fundamento de operacién de estos
sistemas esta basado en hacer fluir hacia arriba un liquido sobre un lecho empaquetado de
particulas de catalizador (Figura 1.3.c), el que se expande debido al movimiento ascendente
de particulas. Dicho movimiento constante evita el atascamiento y no se producen

canalizaciones® .

REACTOR DE LECHO EMPACADO

a) Reactor de lecho empacado, b) Reactor de lecho empacado, c) Reactor de lecho fluidizado
operacion en discontinuo operacién en continuo

Salida de gases

S: sustrato Entrada d BP
P: producto ntrada de gases

F: Sentido del flujo

R: Reservorio R
BP: Bomba peristaltica

A: entrada de aire

Figura 1.3. Tipos de reactores de lecho empacado, operando en continuo y discontinuo.
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1.1.2.3.2. Seleccién y caracterizacion de la operacion de los reactores

La seleccion y el disefio especifico de un sistema de biorreactor incluyen una serie de
decisiones a tener en cuenta tales como: la adecuacién de los biocatalizadores para su uso en
sistemas continuos o discontinuos y, la facilidad de separacién del producto para su
reutilizacion. Esta facilidad hace que sea posible disefiar reactores de operacidon continua con
una gran ventaja. Cada uno de los reactores previamente mencionados tiene un uso especifico
para un proceso diferente, por lo que es esencial usar el reactor apropiado para obtener el
maximo rendimiento®.

Una vez elegido el reactor hay que realizar el dimensionado del mismo determinando el
volumen total de reaccion, la cantidad de biocatalizador y las dimensiones del reactor. Como
asi también determinar su modo de operacién, si el reactor funciona en discontinuo la
concentracion de las diversas especies ird variando con el tiempo. Ademas, si la reaccion tiene
lugar en un medio heterogéneo, habra mas de una fase, por lo que es necesario considerar los
procesos de transferencia de materia, ya que estos pueden ejercer una gran influencia sobre la
velocidad de reaccién, como asi también el tipo de mezcla, o sea la distribucion de los
elementos del fluido dentro del reactor. Considerando el tipo de reactor y el modo de
operacion en el presente trabajo nos concentraremos en la operacién bajo flujo pistén, siendo
una alternativa a la operacion de mezcla perfecta o ideal.

Los reactores con flujo piston, suelen ser reactores tubulares por cuyos extremos entran
los reactivos y salen los productos, por lo que la reacciéon quimica se desarrolla a lo largo del
recorrido por el espacio tubular. Es fisicamente imposible conocer completamente y con
detalle el modelo de flujo del fluido a través del recipiente. Sin embargo, con vistas al disefio,
es suficiente en muchos casos conocer el tiempo de permanencia de los elementos de fluido en
el recipiente. Aunque el flujo total no presenta variacién alguna, no todos los elementos de
fluido permanecen el mismo tiempo. La distribucién de estos tiempos de residencia (DTR) es
un parametro muy importante en el diseflo de reactores, ya que representa el tiempo
promedio que los reactivos van a permanecer en el interior del reactor en condiciones de
régimen estacionario, y por tanto la conversién que se alcanzara en el sistema. En un reactor
ideal de flujo piston todas las moléculas de reactivo permaneceran el mismo tiempo en el
reactor, puesto que avanzan como un émbolo en la corriente a través del reactor tubular. En

consecuencia, no existe mezcla en la direccion de desplazamiento, siendo los perfiles de
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velocidad planos. Es decir, en la superficie perpendicular a la direcciéon de flujo no hay
variaciones en composicion®.

Si el comportamiento no fuese el ideal, se supone un cierto grado de dispersién axial, o sea
retromezcla. A través del modelo de dispersion es posible determinar el coeficiente de
dispersion axial (Dz), que da una idea del grado de dispersién. Cuando dicho pardmetro es
igual o cercano a cero, el comportamiento se acerca mas al ideal. Asimismo, mediante este
coeficiente es posible determinar el nimero de Peclet (Pe), pardmetro que también da

indicios del tipo de flujo bajo el cual se opera en el sistema en estudio.

1.2. BIORREMEDIACION

1.2.1. Generalidades

La biorremediacion, es una tecnologia que emplea biocatalizadores para remediar o
desintoxicar sitios contaminados. Es una metodologia rentable y ecolégica que permite
destruir o hacer inofensivos a diversos contaminantes utilizando la actividad biologica
natural. Esta tiene varias ventajas que han hecho de esta técnica una tecnologia preferida
sobre otros métodos fisico-quimicos tradicionales tales como la incineracion a alta
temperatura, la descomposicion quimica (por ejemplo empleo de bases fuertes para
eliminaciéon de compuestos clorados, oxidaciéon por UV) y los vertederos. Aunque pueden ser
muy efectivos para reducir una amplia gama de contaminantes, la incineracién es un proceso
muy costoso, ya que requiere cantidades considerables de energia para alcanzar las altas
temperaturas necesarias para destruir los contaminantes y emiten gases potencialmente
toxicos. Por su parte los vertederos proporcionan una soluciéon adecuada a corto plazo, pero la
fuente de preocupacion es la lixiviacion de contaminantes al agua subterranea. Por lo tanto
estos métodos tienen varios inconvenientes ya que son complejos, no econémicos y carecen
de aceptacion publica. Las deficiencias asociadas a estas técnicas han promovido el enfoque
del proceso de biorremediacién como una alternativa adecuadal®. Los principales agentes
biolégicos utilizados son las bacterias, levaduras u hongos. También incluyen las plantas
(Fitorremediacion), como asi también la interaccibn de plantas y microbios

(Rizorremediacién). La biorremediacién tradicional en combinacién con estas ultimas dos
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tecnologias contribuyen significativamente al destino de los desechos peligrosos y pueden
usarse para eliminar compuestos no deseados de la biosfera.

Los parametros mas importantes para la biorremediacion son la naturaleza de los
contaminantes, el pH, el contenido de humedad, el estado nutricional, la diversidad
microbiana del sitio, la temperatura y el potencial redox!l. En este proceso, los

microorganismos utilizan los contaminantes como fuente de nutrientes o energia.

1.2.1.1. Ventajas

e La biorremediacién es un proceso natural y, por lo tanto, es percibida por el publico
como un proceso de tratamiento de desechos aceptable para materiales contaminados. Los
residuos para el tratamiento suelen ser productos inocuos e incluyen diéxido de carbono,
agua y biomasa celular.

e En lugar de transferir contaminantes de un medio ambiente a otro, por ejemplo, de la
tierra al agua o al aire, es posible la destrucciéon completa de los contaminantes objetivos.

e La biorremediacién a menudo se puede llevar a cabo en el sitio, sin causar una
interrupcién importante de las actividades normales. Esto también elimina la necesidad de
transportar cantidades de desechos fuera del sitio y las amenazas potenciales para la salud
humana y el medio ambiente que pueden surgir durante el transporte.

e La biorremediacion puede resultar menos costosa que otras tecnologias que se utilizan

para la limpieza de desechos peligrosos.

1.2.1.2. Desventajas

e La biorremediacién, aunque se considera un beneficio en medio de las situaciones
ambientales actuales, también puede considerarse problematica porque, si bien se agregan
aditivos para mejorar el funcionamiento de una bacteria, hongos u otros microorganismos en
particular, puede ser perjudicial para otros organismos que habitan en el mismo ambiente
cuando se hace in situ. En particular, si se utilizan los microorganismos modificados
genéticamente puede ser dificil eliminarlos.

e La biorremediacién se limita a aquellos compuestos que son biodegradables. No todos

los compuestos son susceptibles de degradacion rapida y completa.
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e Los procesos bioldgicos son a menudo altamente especificos. Los factores importantes
del sitio requeridos para el éxito incluyen la presencia de poblaciones microbianas
metabolicamente capaces, condiciones de crecimiento ambiental adecuadas y niveles
apropiados de nutrientes y contaminantes.

e Es dificil extrapolar los estudios analiticos y de escala piloto a operaciones de campo a
escala completa.

e Se necesita investigacion para desarrollar y disefiar tecnologias de biorremediacién que
sean apropiadas para sitios con mezclas complejas de contaminantes que no estan dispersas
de manera uniforme.

e La biorremediacién a menudo toma mads tiempo que otras opciones de tratamiento,

como la excavacién y remocion de suelo o la incineracion.

Existen dos tipos de biorremediacion in situ o ex situ, la seleccién entre ellas dependera del
medio a tratar. La primera no precisa excavar o remover los suelos o el agua para lograr la
remediacion. Involucra el suministro de oxigeno y nutrientes mediante la circulaciéon de
soluciones acuosas a través de suelos contaminados para estimular las bacterias naturales
para degradar los contaminantes organicos, también puede emplearse para el tratamiento de
aguas. La biorremediacidén ex situ requiere la excavacién o remocién de suelo contaminado o
el bombeo de aguas para facilitar la degradacién microbiana. Segun el estado del
contaminante a eliminar, la biorremediacién ex situ se puede llevar a cabo por sistemas de
fase sélida o en suspension.

Considerando el consumo creciente de agua dulce, la eliminaciéon de aguas residuales
industriales contaminadas como asi también la presencia de plaguicidas en aguas de rios y
lagos por su amplio y constante uso en la agricultura, conlleva a prestar especial atencion al
tratamiento de aguas. Por lo general los sistemas en suspension son los mas empleados y, el
tratamiento consta de la combinacién del agua contaminada y biocatalizadores inmovilizados
en el biorreactor. Cuando se completa el tratamiento, el agua se elimina de los sélidos, o se
tratan mas si aun contienen contaminantel2 13,

El tratamiento bioldgico de aguas residuales ha sido aplicado en la industria desde el siglo
XX. Entre los biocatalizadores mas empleados se encuentran aquellos con actividad
peroxidasa, reductasa, oxidasa e hidrolitica’. La inmovilizaciéon de dichos biocatalizadores,
especialmente la adhesion microbiana a las superficies (biofilm), se ha estudiado
intensamente para el tratamiento de la contaminaciéon del agua. En base a dicha metodologia,
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por ejemplo se inmovilizaron tres cepas bacterianas en un Unico biofilm para el tratamiento
de aguas residuales que contenian acetonitrilo. Dicho sistema mostré una alta resistencia a la
carga de acetonitrilo y consumié completamente dicho sustrato en 24 h en un reactor de lecho
empaquetado. Los resultados demostraron que las bacterias inmovilizadas en el biofilm
pueden mejorar los rendimientos obtenidos y considerarse una nueva técnica para la
degradacién de los contaminantes en las aguas residuales!. Por su parte la peroxidasa de
rabano picante se inmovilizé en nanotubos de quitosano con reticulaciéon mediante el uso de
glutaraldehido. Con este nuevo material de soporte, la carga maxima de enzimas alcanzé 21,5
mg g1, dicho biocatalizador permitio la eliminacion total de fenol de las aguas residuales?.
Por su parte el tratamiento de organofosforados como el metil paratién fue llevado a cabo
con una fosfotriesterasa que fue inmovilizada covalentemente en fibras de poliéster. Cuando
dicho biocatalizador fue empleado en un reactor de tanque agitado se alcanz6é una
degradacion de 20 uM de MP en agua no tamponada en 2 h. Mientras que cuando operé con
un reactor de lecho fluidizado en continuo con el mismo biocatalizador, se alcanzé una
degradacion 50 uM MP a altas tasas de flujo y se pudo usar repetidamente durante 2 meses!e.
Finalmente, es importante considerar que las matrices de soporte utilizadas para la
inmovilizacion pueden tener un alto costo para el proceso. Por lo tanto, es importante elegir
matrices econémicas, en este marco se emplearon fibras de “arpillera” (saco de yute) para
inmovilizar Aspergillus terreus siendo util en la decontaminacién de contaminantes como asi

también otros desechos organicos que estan presentes en efluentesé 17,

1.3. COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

1.3.1. Generalidades

Los compuestos organofosforados (OPs), son generalmente ésteres del acido fosférico o
sus derivados, que han sido sintetizados globalmente hacia finales de la Segunda Guerra
Mundial. Estos compuestos han sido utilizados como insecticidas y como armas quimicas?s.
En 1937 fue sintetizado y desarrollado el primer OP, el tetraetilpirofosfato, posteriormente
fueron sintetizados como armas quimicas entre ellos el tabun, sarin, soman y XV19. Desde

entonces una serie de OPs han sido desarrollados y comercializados como plaguicidas. Se los
43



puede clasificar como fosfotriéster, tiofosfotriéster o fosfotioléster. Son del tipo fosfotriésteres
si contienen un centro fosfato unido a tres grupos -OR, mientras que si el oxigeno del fosforilo
es reemplazado por un azufre serdn tiofosfotriésteres. Ademas, estos compuestos pueden

tener mas de un éster azufrado, llamados fosfotiolésteres2? (Figura 1.4).
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Figura 1.4. a) Estructura general y b) clasificaciéon de los compuestos organofosforados.

Actualmente, los OPs son empleados como aditivos en el petréleo y como pesticidas. Su
mayor aplicacién es como insecticidas en la industria agricola para proteger los cultivos,
incluso se los utiliza en interiores para mantener ambientes libres de insectos a fin de
controlar vectores de posibles enfermedades?!. Estos ocuparon casi el 44% del mercado
mundial de insecticidas en 2016, con mas de 100 insecticidas OPs comercializados. A pesar de
su amplia utilizacién, son altamente toxicos para los mamiferos incluyendo los humanos. Se
han reportado 3 millones de intoxicaciones y 200 mil muertes anuales por exposicion a elloszz
23, Su toxicidad se debe a la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en el sistema
nervioso, produciendo un sindrome colinérgico. La AChE es responsable de la hidrdlisis del
neurotransmisor acetilcolina (ACh), éste es un componente vital del sistema nervioso, permite
la transmision y regulacion del impulso nervioso en el cerebro, sistema esquelético y
muscular (Figura 1.5. a). La correcta funcionalizacién de dicha enzima, involucra la unién de
ACh al sitio activo de la AChE para luego ser atacada por una molécula de agua, liberando
acetilCoA (Figura 1.5. b). Cuando la AChE es inhibida por OPs el mecanismo es similar (Figura
1.5. c). Inicialmente, el OP fosforila el mismo centro activo al que se une ACh de manera

covalente. En consecuencia, la hidrélisis por la AChE fosforilada es extremadamente lenta;
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causando una sobreestimulacion en los receptores de ACh en la sinapsis, lo que conlleva a la
sobreestimulacién sistema nervioso central y neuromuscular. Los sintomas iniciales
presentados son hipersalivacién, visién borrosa, urinacién, confusién, agitacion, lacrimacién,

convulsidn, fallas en el sistema respiratorio y cardiovascular, y finalmente la muerte2+ 2526,

a) Seiializacion de la b) Regulacién de la sefializacién c) Inhibicién de la AchE por
acetilcolina en la sinapsis sinaptica por AChE compuestos organofosforados

Neurona Neurona Neurona
Pre sinaptica Pre sindptica Pre sindptica

S| L
V7

Neurona Post sindptica Neurona Post sindptica Neurona Post sindptica
o célula muscular o célula muscular o célula muscular
m ACh B ACh B ACh
= Receptor de ACh i Receptor de ACh H Receptor de ACh
-L- Senal de transmisién L‘ Sefial de transmisién JV' Sefial de transmision
> AChE > AChE
> op

Figura 1.5. Mecanismo de accion de los compuestos organofosforados?’.

Los pesticidas organofosforados han comenzado a utilizarse con mayor frecuencia a fin de
reemplazar los pesticidas del tipo organoclorados, reduciendo drasticamente el uso de estos
ultimos, los que poseen menor efectividad, mayor persistencia y tendencia a la
bioacumulacién. Entre los OPs mas estudiados y utilizados podemos mencionar: glifosato,
clorpirifés, paration, metil paration, paraoxén, diazinén, cumafés, monocrotofés, fenamifés,
diclorvos y forato2. A continuacion se presenta una tabla con las estructuras quimicas, niveles

de toxicidad y persistencia de alguno de ellos (Tabla 1.1.).
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Nombre de Persistencia

Estructura quimica formulaciones Tipo (nilDlio-ﬂ en suelo
comerciales EXE (Dias)
I
~ .
O_T_OONOZ Metil paraoxén - 6-8 ND
/O
0 Paraoxon
\;o_u_oﬁ®—mz .
! Miotisal A®, E 600%,  [nsecticida 2-4 ND
Fosfakol®, Pestox
) 101®, Mintacol®

Metil paration

S
~. | Metaphos®,
O—T—OON% Vofatox®_pW0fatox®_ Insecticida 3-30 25-130

- Dalf®, Nitrox 808,
Folidol 600®

S

Cumafos
¥0—!|’|—0 \ Baymix®,Resitox®
| a Azunthol, Agridip® Acaricida 16-41 24-1400
0 Muscatox®
0

0
¥o—L'—o
(l, A a Coroxon - ND ND
[0}
0

Y Clorpirifés

|S| ‘ Brodan®, Detmol
\__0—p—0" >N Na  UA® Dowco 1798,

| Dursban®, Empire®, Insecticida ~ 135-163 10-120
i Lorsban®, Pageant®,
) Piridane®, Scout®
Diclorvés
~ (|)| A Bop®, Dedevap®,
N Denkavepon®, Insecticida 24-1400 10-120
0 cl Divipan®, Fluid®,
- Nuvan®, Oko®,

Parasitol®, Vapona®
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a Glifosato

| OH
Ho—T—/\g/ﬁ( Herbicida  3530-5600  30-174
OH
” / Tabun
N
~
< No—p—0" GA Armas 150-400%  1,25-2,5
| quimicas
N
(|)| Sarin
F—P—0 GB Armas 75-100* ND
| quimicas
Soman
N GD Armas 35-50* ND
‘ b quimicas
0 Armas
N * -
/\o—%—s/\/ W/ XV quimicas 10 4-42

Tabla 1.2. Estructura quimica, toxicidad y tiempo de vida media en suelo de diferentes OPs12 28,
*Los agentes neurotdxicos Tabtin y VX se expresan en dosis letal por inhalacién (mg min-! m-3)
debido a que son muy volatiles.

+ Paraoxén (0,0-dietil-O-p-nitrofenilfosfato; PO) es el metabolito activo del insecticida
paratién (0,0-dietil-O-p-nitrofenilfosforotioato). Se utiliza como farmaco oftalmolégico contra
el glaucoma, sin embargo el PO es uno de los insecticidas inhibidores de acetilcolinesterasa
mas potentes disponibles, su toxicidad es aproximadamente el 70% de la reportada para el
agente nervioso sarin, por lo que actualmente rara vez se usa como insecticida debido al
riesgo de envenenamiento para humanos y otros animales, inclusive esta prohibido en la
mayoria de los paises en el mundo. Se absorbe facilmente a través de la piel y fue utilizado
como arma de asesinato por el proyecto de armas quimicas y bioldgicas sudafricanos Project
Coast.

Existen estudios en higados de ratones que demuestran que las enzimas del citocromo
p450 (CYP) median la biotransformacién oxidativa del paratién a paraoxon, inhibiendo otras

enzimas que juegan un rol importantisimo en la oxidacién de muchos agentes terapéuticos,
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por lo que la exposicidn a paratidn, puede afectar negativamente a la eliminacién de farmacos

en humanos30.

+ Metil paration (0,0-dimetil-O-p-nitrofenilfosforotioato; MP) es un insecticida
sintetizado en 1952 en Estados Unidos (EE. UU.), pero en 1978, el MP fue clasificado como un
“Pesticida de uso restringido” debido a su potencial para dafiar a humanos y aves. El MP es un
eficaz insecticida de amplio espectro destinado al uso en exteriores para matar insectos y
acaros, principalmente en cultivos agricolas de algodén. El uso de MP también se ha extendido
a los cultivos de arroz, frutas y hortalizas. Otro uso importante de la MP es como un acaricida
contra el gorgojo3l. En el medio ambiente, el MP es liberado en el aire por pulverizacién
directa y por volatilizacion. El pesticida se deposita y es adsorbido por el suelo, las plantas y
otras superficies. También puede oxidarse a su andlogo, metil paraoxén por fotélisis en aire
depositandose en el agua superficial. MP es menos persistente cuando se lo usa en el exterior
en consecuencia cuando se utiliza en interiores, el producto quimico permanece estable
durante largos periodos de tiempo, es por ello que no esta aprobado para dicho uso32 33,

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, EE. UU.) y la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), lo clasificaron como un insecticida de Categoria I (el mas toxico). Aun asi este
compuesto se usa en gran parte en la agricultura y en criaderos de peces34. Incluso diversos
estudios a lo largo del mundo revelaron que vegetales y frutas recogidos de supermercados
estaban contaminados con pesticidas OPs, como el MP, excediendo el limite maximo residual
permitido35. Adicionalmente se demostr6 la presencia de MP en leche36, en queso3’, y en

formulaciones para nifos3s.

+ Metil paraoxén (0,0-dimetil-0-p-nitrofenilfosfato, MPO) posee una estructura similar
al PO, pero sus cadenas alquilicas en vez de ser grupos etilos, son metilos. También es el
analogo oxigenado del MP, y si bien no se emplea en pesticidas comerciales, si se lo utiliza a
escala de laboratorio para evaluar su efecto toxico3?. Adicionalmente, se ha empleado MPO
dentro de un conjunto de OPs estructuralmente similares con la finalidad de evaluar la
aceptacion de sustrato por diferentes fosfotriesterasas40.

Se ha reportado que la exposicién de mamiferos a metil paratién, el que puede oxidarse a
MPO en el cuerpo, es altamente toxicol. Al igual que el resto de los OPs inhibe a la AChE, y
produce numerosos efectos adversos en el sistema reproductivo masculino4? como: casos de

atrofia testicular#3, alteraciones en la estructura y funcién de la epidermis y las glandulas
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accesorias sexuales*4, descenso en el conteo de esperma#’, aumento de anormalidades en la
cabeza de los espermatozoides*é y alto porcentaje danado de DNA en esperma en individuos
expuestos a MP47. También, se observo que durante el periodo de gestaciéon en ratones se

produjo fibrosis y hemorragias en el endometrio y la muerte del feto*s 49.

+ Cumafos (0,0-dietil-0-(3-cloro-4-metil-2-oxo-2H-1-benzo-piran-7-il) fosforotioato; CP)
se introdujo como insecticida en 1954 y se ha utilizado ampliamente, particularmente para el
control de plagas de artrépodos en animales domesticadoss?. Este posee una vida media de
aproximadamente 300 dias5! y altamente téxico para mamiferos.

Se ha utilizado en el control del dcaro parasito Varroa jacobsoni que infesta a las abejas,
Apis mellifera. Si bien era muy efectivo, debido a su naturaleza no polar parte de dicho
compuesto se encontrd en la cera y en la miel40. También se lo ha empleado como un acaricida
para el control de garrapatas del ganado, por lo que diferentes agencias gubernamentales lo
aplicaron con fines de erradicacién de garrapatas. Para dicho procedimiento, se cuenta con
una serie de cubas de inmersién ubicadas en los puntos fronterizos, en las que se induce al
ganado a sumergirse en CP. Solo en EE. UU. Hay alrededor de 42 depdsitos y cada deposito
contiene aproximadamente 15000 L de suspensién de CP con una concentracion de 1600 mg
L-15354, La problematica de estas metodologias no son solo la exposicién a los animales a altas
concentraciones de OP, sino también que la limpieza de dichas cubas genera
aproximadamente 4,6 105 L de residuos de insecticida concentrados por afio solo en EE. UUS5.
Se cree que existe un programa similar dentro de México que produce un volumen mucho

mayor de residuos.

+ Coroxén (3-cloro-7-dietoxifosfinoiloxi-4-metil-2-cromenona, CO) es el analogo
oxigenado del CP. Al igual que el MPO no se lo utiliza en formulaciones como compuesto
activo de pesticidas, pero por ser del tipo 0oxdn, es mas reactivo y soluble. También como el
par MP-MPO, el CP puede oxidarse a CO y permanecer en aguas residuales de zonas donde se
haya aplicado CP. El uso mas frecuente de CO, es a escala laboratorio para llevar a cabo
screening de actividad fosfotriesterasa5é considerando que uno de los productos de hidrolisis
es el clorferdn (CF), al ser éste fluorescente los niveles de detecciéon son mayores, por lo que la

metodologia es mas sensible5’.
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+ Diclorvos (2,2-diclorovinil dimetilfosfato; DDVP) es un insecticida ampliamente
utilizado contra pulgas, orugas, moscas y arafias como control activo en productos domésticos
y almacenados, como agente activo en fumigaciones en el control de plagas y en la fabricacién
de collares para mascotass8. Por su parte, en la agricultura también son empleados para
controlar insectos que viven en el arroz, cereales, frutas, vegetales, soja y algod6n>°.

El DDVP entra en el medio ambiente durante su manufacturaciéon, debido a derrames
durante su transporte y pérdidas en los contenedores de almacenamiento, pero
mayoritariamente la contaminacién con este compuesto se debe a su uso en campos abiertos
dado que el DDVP es muy estable, en agua y/o suelosé0. Es altamente téxico por inhalacion,
absorcién dérmica e ingestioné!. Los efectos de dicho OP en microorganismos procariéticos y
eucariotas han sido revisados por la OMS considerandolo como un compuesto
moderadamente toxico (clase 11)62, mientras que por su parte EPA lo ha clasificado como un
compuesto téxico de clase 163. La exposicidn créonica del DDVP se relacioné con mayor riesgo
de desarrollar diabetes!6, disfunciones hepaticas#® como asi también cancer por lo que la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) lo clasific6 como Grupo 2B,

posiblemente carcindgeno para los seres humanos6+.

* Clorpirifés  (0,0-dietil-0-(3,5,6-tricloro-2-piridil) fosforotioato) es un insecticida
introducido por Dow Chemical en el afio 1965 en EE.UU.65. Actualmente es uno de los
insecticidas y acaricida sistémicos y eficaces contra insectos chupadores y masticadores e
insectos daifiinos de cultivos econémicamente importantes. Se utiliza para el control de
mosquitos (larvas y adultos), moscas, acaros, gusanos blancos, escarabajos de las hojas y
pulgas, gusanos de la raiz, saltamontes, escarabajos de la pulpa, y moscas blancas. También se
utiliza para el control de ectoparasitos en ganado bovino y ovino15. 6.

Si bien una cantidad considerable del pesticida se acumula en el suelo o ingresa al agua
después de la aplicacién, menos del 0,1% del total del pesticida aplicado alcanza el objetivo y
el resto permanece en el ambiente. Es por ello que los organismos vivos estan expuestos a
residuos de pesticidas en el suelo y el agua, lo que genera un riesgo para el equilibrio
ecoldgico. Se detectaron residuos de CPP hasta ocho afios después de la aplicaciéon para el
tratamiento de termitas en casas, también hay algunos informes sobre residuos de CPP en la
cadena alimenticia®’. Ademas, también se han reportado dafios graves a especies no objetivo,
como la alteracion endocrina, defectos de nacimiento, bajo peso al nacer, reducciéon de la

circunferencia de la cabeza, trastornos del sistema nervioso y anomalias del sistema
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inmunolégicoss 69. Ademas, se encuentra asociado con cancer de vejiga y dafio cromosémico.
De manera similar, se ha observado hiperglucemia en varios animales como resultado de

exposiciones agudas y subcrénicas de CPP70.

1.3.2. Uso de plaguicidas y su problemdtica en Argentina

Argentina es la décima nacién agricola del mundo, clasificada segtn el drea de cultivo en un
informe publicado por el Banco Mundial, basado en cifras producidas por la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO). Con 31 millones de hectareas
dedicadas a la agricultura, Argentina se ubica por detras de Estados Unidos, India, Rusia,
China, Brasil y Australia y representa el 2.2% del area total de cultivos del mundo?!. El
mercado agroquimico argentino se ha expandido fuertemente en los ultimos afios, con un
aumento en el consumo de 73 a 236 millones de kg por afio en los ultimos 10 afios. Esto
representa una facturaciéon total de U$S 2381.16 millones en 2012 y tiene la siguiente
distribuciéon: 64% herbicidas, 16% insecticidas, 20% fungicidas, acaricidas y curas de
semillas72. Adicionalmente en 2014, Argentina fue el segundo mayor consumidor de
pesticidas, es decir, 208 millones de kg de ingredientes activos consumidos’3. Un estudio
realizado por la Universidad de Cérdoba en conjunto con el Ministerio de Salud, indic6é que los
principios activos mas utilizados en la actividad agricola extensiva en nuestro pais son: a)
herbicidas: glifosato, 2,4-D, clorimurén, metsulfurén, atrazina, acetoclor y flurocloridona; b)
insecticidas: cipermetrina, clorpirifés; c) fungicidas: tebuconazol, piraclostrobin +
epoxiconazol y azoxistrobin + ciproconazol. En la figura 1.6. se observa el indice de exposiciéon
a dichos pesticidas (IEP) en concordancia con actividad productiva de cultivos y, el tipo de
suelo y clima. Santa Fe, Buenos Aires, Cérdoba y Entre Rios son las provincias mas afectadas,
mientras que en el otro extremo, con menores IEP se observan Formosa, Corrientes y

Misiones74,
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Figura 1.6. Indice de exposicion a pesticidas (IEP)74.

El mayor porcentaje de utilizaciéon de plaguicidas son en el area agricola, pero se debe
considerar ademas, que hay una gran cantidad de plaguicidas que se usan para combatir
plagas y vectores en el ambito hogarefio y en sanidad animal, como: insecticidas de uso
general, repelentes de insectos, raticidas y rodenticidas, fumigenos, hormiguicidas,
pulguicidas - garrapaticidas, larvicidas, control de moscas y mosquitos, polillas, acaros; y
cucarachicidas. La utilizacién de medicamentos de uso veterinario y de algunos OPs en el
ganado es una practica comun para prevenir y controlar diversas enfermedades?s.

Aunque el uso de pesticidas ha contribuido a mejorar la produccién de alimentos ha
desatado también consecuencias negativas sobre el ambiente y la vida humana. Los seres
humanos pueden estar expuestos a los plaguicidas por diferentes maneras, como las
exposiciones no intencionales o indirectas, que pueden estar relacionadas con el uso
profesional de los plaguicidas, por ejemplo, las que sufre el trabajador rural en el desarrollo
de sus actividades y con exposiciones casuales, que afectan por ejemplo, a la gente de los
pueblos aledafios a cultivos que sufren estas exposiciones por efectos de aplicaciones mal
realizadas. En esta categoria se incluye también a la poblacién en general, que puede estar
expuesta a través de residuos de plaguicidas que quedan en los alimentos o la contaminacién
del agua, del aire o del suelo. Si bien para esta gran masa poblacional la exposicion es baja, los
efectos téxicos resultantes de esa exposicion prolongada suelen ser dificiles de distinguir,

pasando, en general, en forma inadvertida. En este marco, se han realizado diversos estudios
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del efecto en la poblacién rural al contacto constante con quimicos peligrosos, y la falta de
educacion sobre los peligros de estos quimicos y de recursos para afrontarlos. Se ha visto una
acumulacion de casos de enfermedades como deformidades espinales, defectos de
nacimiento, e instancias de cancer’¢. Una investigaciéon en la provincia de Santa Fe, en una
zona rural de produccion de soja arroja que el 80% de los nifios examinados llevaban residuos
de quimicos toxicos en la sangre; esta intoxicacion se atribuyd a la falta de agua corriente y al
uso de agua contaminada para bafiarse, beber, y para lavar la ropa””. Por su parte, otro estudio
sobre el pueblo Avia Terai en la provincia de Chaco ofrece otro ejemplo especifico del
problema de los plaguicidas, donde la gente de este pueblo trabaja en las manchas de la soja y
diariamente estdn en contacto directo con los plaguicidas y viven en proximidad de los
campos donde la fumigaciéon de plaguicidas ocurre. Los granjeros fumigan estas regiones
regularmente a pesar de la regulacion que prohibe fumigar dentro de 500 metros de las zonas
pobladas’s.

Por otro lado, y como bien se ha mencionado, los plaguicidas tambien se utilizan en el
control de plagas y enfermedades de cultivos destinados a la alimentacion del ganado lechero,
como pastos, alfalfa, sorgo y maiz, entre otros. Cuando estas sustancias se aplican
inadecuadamente pueden generar residuos téxicos que a su vez pueden detectarse en la carne
y en la leche. Entre los residuos de medicamentos mas comunes detectados se encuentran las
sulfonamidas y nitrofuranos, que se usan para el control de enfermedades infecciosas en la
vaca, mastitis por ejemplo, y los plaguicidas organofosforados, que se aplican como
ectoparasitarios para el control de moscas y garrapatas, principalmente®s.

Los efectos ambientales también demuestran los problemas asociados con el uso
desregulado de los plaguicidas en Argentina. Hay tres consideraciones en las investigaciones
ambientales en cuanto al agroquimico: su retencién en el suelo, su movimiento por el suelo, y
su proceso de degradacion’°. Hay una presencia de plaguicidas en diferentes niveles del suelo

que contamina el agua y se acumula en los rios y lagos (Figura 1.7.).
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Figura 1.7. Esquema que representa los destinos de un plaguicida en el ambiente8?.

En la region de Buenos Aires, una regién importante para la produccién de soja modificada,
hay niveles de agroquimicos tdéxicos en los rios pequefios causados por la acumulacién de
plaguicidas en areas de produccién masiva, también hay una absorcién de plaguicidas por las
raices de otras plantas. Hay cambios en los niveles de minerales saludables en el agua y en la
acidez del suelo produciendo inestabilidad en los ciclos naturales que existens!.

Es por ello que se ha estudiado la distribucién espacial del indice de impacto ambiental
total (IIAT), para cada uno de los plaguicidas mas utilizados en nuestro pais. Como es de
esperarse, la region del pais que posee, en promedio, los valores mas altos de IIAT es la
pampeana, mas que duplicando el valor promedio del indice para el Nordeste del pais (2do
lugar). Dentro de los pesticidas mas empleados, nos centraremos en el impacto producido por
CPP. Este es el segundo pesticida de mayor impacto, luego del glifosato siendo aplicado en
cultivos extensivos, como los cereales, e intensivos, tales como hortalizas y frutaless2. En el
mapa de IIAT producido por el uso de CPP (Figura 1.8.) se muestran altos indices en aquellos
departamentos cuya superficie cultivada emplea frecuentemente dicho OP. Por ejemplo, el

depto. San Cayetano (Buenos Aires), posee el I[IAT mas alto del pais para CPP.
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Figura 1.8. Indice de impacto ambiental total del clorpirifs74.

Es indiscutible que la aparicién de los productos agroquimicos permitié importantes
mejoras en la agricultura moderna, sin embargo el uso y abuso de los agroquimicos gener6
grandes consecuencias negativas83, produciendo una situacién de compromiso entre la
produccién y exportacion de productos agricolas, con la proteccion de la poblacion
consumidora. Actualmente, se ha comprobado la correlaciéon entre el uso de plaguicidas
toxicos y un aumento de enfermedades peligrosas en comunidades rurales. También se han
reportado datos sobre la calidad del agua en las corrientes argentinas, los que son criticos
como la acumulacién de plaguicidas en fuentes de agua rural, presentando un problema de
salud que es evidente en las tasas de enfermedades graves.

Los efectos adversos para la salud y el medio ambiente causados por la contaminacién con
pesticidas han dado lugar a emplear esfuerzos para hacer frente a dicha problematica. Las
técnicas convencionales utilizadas para la remediacion de estos productos quimicos pueden
ser efectivas, pero también pueden asociarse con muchos inconvenientes como la
complejidad, el costo y la falta de aceptacion publica. La solucién ideal para la reduccion de la
contaminaciéon es la biorremediacion®, en consecuencia la busqueda y obtencién de
microorganismos o enzimas capaces de degradar compuestos del tipo organofosforados

presenta especial atencion.
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1.4. FOSFOTRIESTERASAS

Las fosfotriesterasas (PTEs; E.C. 3.1.8.1) constituyen un grupo de enzimas que catalizan la
hidrdlisis estereoselectiva de un gran ndmero de fosfotriésteres. Estas enzimas se han
encontrado a lo largo de la escala evolutiva, desde bacterias hasta mamiferos, con excepcion
de los insectos®2. La reaccion de hidrolisis involucra un mecanismo de adicién nucleofilica de
una molécula de agua activada al fosfotriéster y la eliminaciéon concertada de un grupo
saliente (mecanismo SN2), que da origen a la inversion de la configuracién absoluta del &tomo
de fésforo del fosfodiéster resultantess.

Las PTEs mejor caracterizadas son las de Brevundimonas diminuta y de Flavobacterium sp.,
y las paraoxonasas séricas humana y de conejo8. La primera fue aislada de un cultivo
enriquecido en EE. UU., mientras que la segunda fue aislada en 1973 de una muestra de suelo
en Filipinas®s. Esta enzima ha sido asociada a la degradacién de una amplia variedad de
agentes toxicolégicos organofosforados tales como gases nerviosos y pesticidas de uso
agricola, demostrando ser altamente eficiente. Desde entonces se han aislado diferentes
bacterias, hongos y cianobacterias capaces de degradar estos compuestos utilizdndolos como
fuente de carbono, energia, nitrégeno o fésforo3s. En general estas enzimas se encuentran
ancladas a la membrana celular, como por ejemplo las de B. diminuta y Flavobacterium, sin
embargo existen excepciones, como la PTE fingica de Aspergillus niger que es extracelular. Se
cree que las PTEs han evolucionado durante los dltimos 70 afos, ya que los OPs no existieron
en ningin ambiente hasta después de la Segunda Guerra Mundial. Se cree que una lactonasa
pudo evolucionar hidrolizando OPs en bajos niveles debido a una actividad promiscua y asi
conferirle una ventaja que permitié la divergencia hacia una nueva enzima. Se han reportado
lactonasas capaces de degradar OPs, y también PTEs con actividad lactonasa®.

Existen tres tipos de PTEs bien caracterizadas en bacterias, diferenciadas entre si por la
evo-lucién de sus genes. La Organofésforo Hidrolasa (OPH) y la Metil Paration Hidrolasa
(MPH), codificadas en los genes opd y mpd, provienen de la evolucién de dos lactonasas
distintas, mientras que la Anhidrolasa Acida de Organofosforados (OPAA), codificada en el gen

opal, proveniente de una proteasa (dipeptidasa)?.

+ Organofésforo hidrolasa (OPH) codificada en el gen opd, ha sido purificada de B.
diminuta y Flavobacterium sp., éstas comparten una homologia casi idéntica en sus secuencias

aminoacidicas®! 92, Existe también una variante de esta enzima llamada OPDA la cual esta
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codificada en el gen opdA, y fue purificada de Agrobacterium radiobacter®3. La OPH contiene
un nucleo en forma de barril conformado por ocho laminas-f3 rodeadas de ocho a-hélices, el
fondo del barril estd conformado por los loops que conectan una laminas-f con la a-hélice
siguiente. Al igual que la mayoria de las amino hidrolasas el sitio activo estd localizado en el
extremo C-terminal del barril (Figura 1.7.a)%. Este esta compuesto de un nticleo doble de dos
metales centrales ligados a residuos del extremo C-terminal del centro de las laminas-f3, y el
sitio de unioén al sustrato esta conformado por los loops que forman el extremo C-terminal con
el fondo del barril®. El ion metdlico natural de la PTE es el Zn2+, pero se ha evaluado su
actividad con los cationes Cd?+, Co2+, Mn?+, y Ni2* observandose que conservaba su actividad
pero con diferentes velocidades de reaccién. La OPH es un dimero de dos estructuras
idénticas de 336 aminoacidos y tiene un peso molecular de aproximadamente 72kDa. Es capaz
de hidrolizar un amplio rango de OPs y puede clivar enlaces de tipo P-O, P-F y P-S pero con

diferentes eficiencias?l.

* Metil paration hidrolasa (MPH) esta codificada en el gen mpd y se ha encontrado en
numerosas bacterias no relacionadas filogenéticamente como en Plesiomonas sp?’,
Methylibium petroleiphilum, Azoarcus sp, Leptothrix cholodnii, Chromobacterium violaceum y
Sinorhizobium meliloti's. Estas son muy activas frente al MP, no obstante, pueden hidrolizar
otros compuestos OPs, pero con menor eficiencia. Su estructura cristalina ha sido resuelta®,
tiene un pliegue de B-lactamasa en lugar del pliegue de barril TIM. Cada mondmero en la
enzima dimérica se pliega como un sandwich af3 / Ba, tipico del pliegue de B-lactamasa
(Figura 1.7.b). A pesar de la secuencia diferente y el plegamiento de proteinas, el sitio activo

de MPH comparte caracteristicas comunes con la PTE%.

+  Anhidrolasa Acida de Organofosforados (OPAA) la siguiente clase de enzimas esta
codificada por el gen opaA y fue aislada de Alteromonas undina y Alteromonas haloplanktis100.
101, A diferencia del resto de las PTEs, la OPPA parece haber evolucionado de una proteasa y
no de una lactonasa. Esta enzima pertenece a la familia de las dipeptidasas, posee una
estructura oligomérica que comprende dos subunidades las cuales a su vez estan formadas
por dimeros. Cada sub-unidad de dimeros posee un dominio globular entorno a su N-terminal,
y en su C-terminal se encuentra el centro binuclear que contiene los dos iones metalicos, esta
posee naturalmente dos iones Mg2+ 102, La actividad originaria de la OPAA aparenta ser la

degradacion de los péptidos que contienen prolina generados durante la descomposicion de
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proteinas tipo coldgeno. Se ha demostrado que esta enzima posee actividad prolidasa, con

especificidad de dipéptidos que posean prolina como segundo residuo03.

a)

Figura 1.9. Estructura tridimensional: a) OPH b) MPH c) OPAA.

Dado que la poblacion mundial estd aumentando rapidamente, es probable que los OPs
sigan siendo una parte esencial para que la agricultura resuelva el desafio de una demanda
cada vez mayor de alimentos. Asimismo, y como ya se mencion6, los métodos tradicionales
para el tratamiento de estos compuestos altamente téxicos para mamiferos son costosos, y
hasta pueden generar nuevos productos igual o mas téxicos. En consecuencia, la tensién sobre
el medio ambiente y la salud publica aumentard, haciendo del desarrollo de herramientas
eficientes para la biorremediacion, una tarea de alta prioridad. Las enzimas que degradan OPs
son la via mas prometedora disponible para esta tarea. El desafio es optimizar dichas enzimas
para resistir las presiones del ambiente (es decir, la temperatura, el pH) y ser lo
suficientemente versatiles como para operar en un rango de compuestos OP de uso comun. Se
han logrado avances significativos hacia estos objetivos utilizando varios métodos de
mutagénesis y de tipo evolutivol04 105, De manera similar, los métodos 6ptimos para la
inmovilizacién de estas enzimas todavia se estdn investigando, el objetivo es desarrollar
catalizadores con las propiedades cataliticas deseadas que se puedan manejar de manera facil
y continua en un proceso de biorremediacién.

En este sentido se han reportado diferentes sistemas para el tratamiento de ambientes
contaminados, por ejemplo Caldwell et. Al1% disefi6 un sistema inmovilizando la PTE de B.
diminuta en membranas de nylon lo que probd ser un método eficiente para la degradacién de
OPs en aguas. Del mismo modo, Gaoa et al.107 han inmovilizado OPA recombinante en fibras de
poliéster y fueron aplicadas a un reactor en continuo degradando 0,05 mM de MP en 2 h. Por

su parte Mulbry et al.108 desarrollé6 un biorreactor con un consorcio de microorganismos
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capaces de degradar 15.000 L de CP en un solo batch, y dos de estas unidades se mantienen
operativas en Estados Unidos desde 1996. Por su parte Khalid et al.10% también emplearon un
consorcio bacteriano, pero inmovilizado en perlas de alginato de calcio reforzadas con
polisulfona como biocatalizador en un reactor tipo batch para la degradaciéon de 1 mM de CPP
en 18 h. También se ha reportado el empleo de microorganismos aislados de suelo
inmovilizados en esponjas de poliuretano en reactores de lecho empaquetado para la
degradacién de CPP, como por ejemplo de una Pseudomonas sp. exhibiendo la degradacién de
0,75 mM en 24 h110, mientras que Yadav et al.11! reportaron el uso de Aspergillus sp. con el cual

se degradd hasta 0,4 mM en 24 h.

1.5. NUCLEOSIDOS NATURALES Y SUS ANALOGOS

Los nucleésidos y los nucleétidos son compuestos endégenos que participan en varios
procesos celulares, como la sintesis de ADN y ARN, la sefializacién celular, la regulaciéon de
enzimas y el metabolismo. Estos son glicosilaminas, que consisten en la unién de una base
nitrogenada y un monosacarido de cinco carbonos (D-ribosa o D-2-desoxirribosa) a través de
un enlace B-glicosidico. Las bases son compuestos derivados de los ntcleos heterociclicos
pirimidina y purina. Cuando alguna de estas bases estdn unidas a la D-ribosa se forman las
subunidades del acido ribonucleico (ARN) y cuando lo estan a la D-2-desoxirribosa forman
parte del acido desoxirribonucleico (ADN) (Figura 1.10).

Los analogos de nucledsidos (ANS) y nucledtidos (ANT) son compuestos sintéticos,
modificados quimicamente que se han desarrollado para imitar a sus contrapartes fisiolégicas
con el fin de explotar el metabolismo celular y posteriormente incorporarse al ADN y al ARN
para inhibir la divisiéon celular y la replicaciéon viral. La diversidad quimica de estos
compuestos se basa en modificaciones como la halogenacién, metilaciéon, N-conjugacién,
saturacion de enlaces C-C, hidroxilaciones, apertura del anillo correspondiente al azucar, la
proteccion por grupos polares y reemplazo del oxigeno por nitrégeno.

Los ANSs y ANTs terapéuticos utilizados actualmente explotan las mismas rutas
metabdlicas de los nucleésidos o nucledtidos endogenos, y también actilan como anti-

metabolitos.
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Figura 1.10. Nucle6sidos naturales.

Estos analogos ingresan a las células a través de transportadores de nucledsidos
especificos, y existe una creciente evidencia de que los transportadores de aniones organicos
o catidnicos, asi como los transportadores de péptidos, participan en la captacion celular de
ciertos analogos antivirales. Dentro de las células, los farmacos son posteriormente
fosforilados por una nucledsido quinasa y una nucledsido monofosfato quinasa, y luego una
nucleésido difosfato quinasa, creatina quinasa o 3-fosfoglicerato quinasa cataliza la dltima
etapa de fosforilacion (Figura 1.11.). Esto conduce a la acumulacién de analogos de
nucleosidos di- y trifosforilados en células infectadas con cancer o virus. Esta accion tiene
beneficios terapéuticos potenciales, por ejemplo, en la inhibicién del crecimiento de células
cancerosas, la inhibicion de la replicacion viral y otras indicaciones. Ademas de su
incorporaciéon a los acidos nucleicos, los analogos de nucledsidos y nucleétidos pueden
interactuar e inhibir enzimas esenciales como las polimerasas humanas y virales (es decir,
polimerasas dependientes de ADN o ARN), quinasas, ribonucleétido reductasas, ADN

metiltransferasas, purin y pirimidin nucleésido fosforilasas y timidilato sintetasas!!2.
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Figura 1.11. Mecanismo de accién de los analogos de nucleésidos?!2,

1.5.1. Aplicaciones

1.5.1.1. Anticancerigenos

Los ANSs con actividad antineopldsica actian también como antimetabolitos,

interactuando con la maquinaria encargada en la replicacién de las células tumorales e
interfiriendo con la sintesis de ADN, evitando de esta manera la division celular y por ende el
crecimiento de los tumores. Debido a que la velocidad de replicaciéon es mayor en células
tumorales, la inhibicion celular se produce principalmente en éstas. Los mecanismos de
accion para estos andlogos de nucledsidos son la activacion de la apoptosis por activacion de
un grupo de proteinas denominadas caspasas y la activacidn de ciertos receptores que estan
involucrados en el inicio de la muerte celular. Asimismo, la incorporacién de los analogos de
nucleésidos en el ADN celular causa la ruptura de la hebra en fase S (sintética)
desencadenando la apoptosis. Adicionalmente también inhiben las enzimas involucradas en la

biosintesis de nucledsidos purinicos y pirimidinicos. En la tabla 1.3. se citan algunos ejemplos

de ANSs aplicados al tratamiento de algun tipo de cancer y sus usos.
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Fludarabina

La fludarabina es un andalogo arabinésido fosforilado de la
adenosina, sustituido en la posicién 2 de la base por un fldor.
Inhibe la sintesis de ADN interfiriendo con enzimas como la
ribonucleotido reductasa y la ADN polimerasa, entre otras.

La cladribina es un analogo de la desoxiadenosina, en el cual la
base se encuentra sustituida en la posicién 2 por un cloro. Es
indicada en pacientes con leucemia linfocitica. Posee efectos
inmunosupresores, e inhibe la adenosindeaminasa, lo cual
interfiere con la habilidad de la célula de procesar ADN.

La citarabina (AraC) es un analogo modificado en el aztcar, en
el cual la ribosa ha sido reemplazada por arabinosa. Este
compuesto dafna el ADN en su fase sintética. A su vez, inhibe
tanto la ADN como la ARN polimerasas y la enzima nucleétido
reductasa, necesarias para la sintesis de ADN. Es administrada
en pacientes con leucemia linfocitica.

La floxuridina es un analogo pirimidinico, en el cual la base se
encuentra sustituida en la posiciéon 5 por un flior. La forma
activa es la base fluorada que es liberada enzimaticamente en
el cuerpo. Este compuesto principalmente actia como
inhibidor de la timidilato sintetasa. Esta inhibicion bloquea la
sintesis de timidina, requerida para la replicacion del ADN. Es
indicado en el tratamiento de cancer gastrointestinal.

La gemcitabina, un derivado de nucledsido pirimidina
bifluorado, con actividad citotéxica por inhibicién de la
sintesis de ADN, lo que parece inducir el proceso de muerte
celular. Tiene actividad en tumores malignos hematoldgicos y
contra varios tumores sélidos.
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NH,

tanto de ARN como de ADN. La induccién de la citotoxicidad
esta relacionada con la disminucién de la expresion MET en
células de mieloma multiple y la expresion reducida de ciclina
E en células de cancer de mama.

N X
HzN\</ l ) La 8-amino-adenosina induce una disminucién en la sintesis
HO N N
0

OH OH
8-amino adenosina

Tabla1.3. Anticancerigenos, estructura quimica de los analogos de nucleésidos,
modo de accidn y usos13 114,

1.5.1.2. Antivirales

El desarrollo de farmacos antivirales ha comenzado desde que se aprobé la primera droga
antiviral, idoxuridina, en junio de 1963. Desde entonces, se han desarrollado muchos
medicamentos antivirales. Entre junio de 1963 y abril de 2016, se aprobaron formalmente 90
medicamentos para tratar 9 enfermedades infecciosas humanas a pesar del hecho de que se
han propuesto en literatura miles de inhibidores antivirales.

Se pueden mencionar nueve virus humanos, virus de ADN: Virus de Hepatitis B (VHB),
Citomegalovirus (VCMH), Virus del Herpes simple (VHS), Virus del Papiloma Humano (VPH) y
Virus de Varicela Zoster (VZV). Virus de ARN: Virus de Hepatitis C (VHC), Virus Sincicial
Respiratorio (VRS) y Virus de la influenza. Retrovirus: Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH). Curiosamente, 11 de los 90 medicamentos antivirales, han sido aprobados para el
tratamiento de mas de una enfermedad infecciosa, lo que sugiere que los medicamentos
antivirales pueden tratar infecciones virales multiples. Por ejemplo, la ribavirina, es eficaz
contra tres virus de ARN: VHC, VRS y virus de la influenza. Mas importante adn, los
medicamentos antivirales del mismo grupo comparten mecanismos similares de accion
farmacolégica para inhibir la replicacién viral durante el ciclo de vida del mismo!15. Cuando se
analizan las posibilidades quimioterapéuticas antivirales, la mejor guia es el ciclo de
replicacién viral, el cual puede dividirse en varios pasos: primero el virus se une a la
superficie de la célula huésped. El material genético del virus utiliza los mecanismos
bioquimicos de la célula huésped para replicar su material genético; estos pasos de
replicacidn son diferentes en los virus de ARN o ADN, pero el acido ribonucleico mensajero
(ARNm) es producido en ambos. Entonces el material genético viral es encapsulado y las

nuevas particulas salen de la célula huésped. Si bien todos los virus siguen un ciclo de
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replicacion, éste puede variar considerablemente de una familia de virus a otra. Por lo general
los inhibidores son especificos para una familia de virus y en algunos casos para algin
miembro en particular de esa familia. De esta forma, el ciclo reproductivo de los virus esta
intimamente conectado a la célula que ataca, por lo que un agente antiviral efectivo debe
afectar las enzimas relacionadas con el virus sin alterar las funciones celulares del huésped.
Como bien se mencioné se cuenta con una amplia cantidad de analogos de nucledsidos

utilizados en terapias antivirales, algunos ejemplos de ellos se mencionaran en la tabla 1.4.

Retrovirus
VIH
0
\KI\NH NH, 0 HN%
Antiviral HO NJ | N f)NH :\")\N
ntivirales
° HO N/go N N/kNHZ

N N
¢ ¢
HO N HO N
N3  Zidovudina Zalcitabina Didanosina Abacavir

AZT ddcC ddI ABC

Actiian sobre la transcriptasa reversa del VIH y cumplen la funcién de terminador
de la reaccién, compitiendo con sus derivados 5'-trifosfato para asi inhibir la
sintesis de ADN.

Modo de
accion

Virus de ADN

VSH - VZV

0

NH, 0
= | NH {NfN N
/&o HO onN N) </ | N
0- H N

0
F3C Br.
| NH
HO N&O Ho N
Antivirales ‘\ﬁ/ 0
OH

0
0/
OH OH
5-Trifluorometil-2’- Briduvina Vidarabina Aciclovir
desoxiuridina TFT BVDU VDR ACV

TFT inhibe la replicacién del ADN y ha sido utilizada en usos tdpicos para
infecciones herpéticas oculares, mientras que BVDU, VDR y ACV son los
inhibidores del virus del herpes y del virus de la varicela zoster. El mecanismo de
accion de estos compuestos involucra su fosforilacién preferencial por las
quinasas virales y una vez formados los correspondientes trifosfatos, inhiben la
ADN polimerasa o sirven como sustratos para ser incorporados al ADN viral.

Modo de
accion
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CMV

NH2

\/

Valganciclovir
o VGCV
Antivirales

\N

NH2
Cidofovir
CDV Ganciclovir
GCV

Inhiben la DNA pohmerasa. VGCV es utilizado en el tratamiento de infeccién por

Modode CMV que puede ocurrir después de un trasplante, GCV es utilizado en el

accion  tratamiento de la retinitis en pacientes con SIDA. Por su parte CDV es empleada
en retinitis cuando los pacientes muestran resistencia a ganciclovir y foscarnet.

I Ik \*
Antivirales
Lamivudina Entecavir ‘\p/ Telbuvidina

3TC ETV LdT
Modo de . P . T . -
accién Inhiben la sintesis de DNA, estan indicados para el tratamiento de Hepatitis B.
Virus de ARN
VHC, VRS y Virus de la Influenza
0]
NH,
)
Antivirales 4 N
HO N
F
(ON
Rivabirina
OH F RBV

La accién antiviral de RBV esta correlacionada con la inhibiciéon de la enzima

inosina monofosfato deshidrogenasa, lo que conlleva a una falta de guanosina

Modode 5’-trifosfato (GTP) celular, lo que potencia la accién de 5’-trifosfato de ribavirina

accion en la inhibicién de la RNA polimerasa viral. Su mayor potencial clinico es en el

tratamiento de enfermedades respiratorias como la influenza A o B y otras
infecciones producidas por el virus de la fiebre hemorragica.

Tabla 1.4. Antivirales, estructura quimica de los andlogos de nucle6sidos, modo de accién y usos!13,
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1.5.2. Pronucledtidos

En el disefio de nucledsidos activos farmacolégicamente no solo debe tenerse en cuenta los
requerimientos estructurales necesarios para la interaccion con las correspondientes
polimerasas y quinasas. Sino también, deben abordarse ciertas desventajas que presentan los
nucleésidos como su baja biodisponibilidad y su rapido catabolismo a derivados inactivos.

Como ya se ha mencionado, las especies que interfieren con las polimerasas son los
nucledsidos trifosfatos, pero el eficiente anabolismo de esos compuestos es frecuentemente
obstaculizado por el primer paso de fosforilacion mediado por quinasas virales o celulares,
que da origen a los correspondiente nucleésidos monofosfatos (NMPs). Esta etapa es
especifica y usualmente puede llevar al desarrollo de resistenciallé. A fin de sortear el paso
limitante de fosforilacién de los andlogos nucleosidicos y evitar el desarrollo de resistencia a
estas drogas vinculadas a este proceso, seria deseable poder realizar la administracion directa
de los monofosfatos de dichos compuestos. Sin embargo, esta estrategia no es viable debido a
su estructura iénica. Por ello, una estrategia que se presenta como alternativa es el uso de
pronucledtidos, éstos son ANS fosforilados en los que el grupo fosfato ha sido enmascarado
para aumentar la hidrofobicidad y permitir la entrada del compuesto en la célula. La
diversidad quimica de los pronucleétidos depende del tipo de nucledsido asi como de las
mascaras quimicas, que pueden ser iguales (llamados compuestos simétricos) o diferentes
(llamados compuestos asimétricos) y pueden estar vinculados por un enlace fésforo-oxigeno
(conocido como fosfoésteres) o un enlace de fosforo-nitrégeno (conocido como
fosforamidatos). Los pronucleétidos son insensibles a la desaminacion extracelular e
intracelular, entran en las células independientemente de los transportadores de membrana,
liberan nucleésidos fosforilados y ANS dentro de las células, en consecuencia resultan ser
independientes de las nucledsido quinasas!17.118,

El concepto pronucleétido se presentd por primera vez en 1982 con la descripcion del
arabinésido citidina- 5'-monofosfato (Ara-CMP) 119. La eficacia clinica de este enfoque fue
confirmada por la aprobacién de la FDA de los pronucledtidos antivirales Tenofovir disoproxil
y Adefovir dipivoxil. Por su parte también se han evaluado los ésteres de ditioetilo, S-acil-2-
tioetilo (SATE), aciloximetilo, aciloxibenzilo, amidatos de ésteres metilicos de aminoacidos y
fosfatos ciclicos, entre otros!20. Dichas sintesis reportadas se llevaron a cabo por medios
quimicos. El bis(S-pivaloil-2-tioetil)-5’-fosfotriéster de AraC fue sintetizado como prodroga de

AraCMP121 mientras que diversos dialquilfosfatos de 2'3'-didesoxi-3-deazaadenosina
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demostraron tener mejores propiedades anti-HIV que el correspondiente nucle6sido, a mayor
lipofilicidad del derivadol2z,

En este marco, los pronucledtidos constituyen una familia de rapido crecimiento de
derivados de analogos de nucledsidos que tienen un gran potencial para la actividad en cepas
resistentes a farmacos de enfermedades infecciosas en comparaciéon con andlogos de
nucledsidos y nucleétidos convencionales. Resulta de suma importancia generar nuevas
metodologias experimentales y enfoques quimiosintéticos que faciliten la obtencion de este

tipo de compuestos, siendo la biocatélisis aplicada una herramienta prometedora.
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2.1. REACTIVOS Y MICROORGANISMOS

Los solventes grado PA y HPLC utilizados fueron adquiridos de Anedra, Biopack, Sintorgan,
o J. Baker. Los compuestos organofosforados: MP, PO, CPP y CP fueron Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA), mientras que el DDVP fue obtenido por donacién de Chemotechnica SA.

Los reactivos para medios de cultivo fueron Merck o Biopack. Las bacterias estudiadas
fueron obtenidas por donacién de la Coleccion Espariola de Cultivos Tipo (CECT), Universidad
de Valencia; mientras que los hongos por el Laboratorio de Micologia de los Alimentos de la

Universidad Nacional de Quilmes.

2.2. SINTESIS QUIMICA DE MPO Y CO

Se sintetizaron quimicamente MPO y CO por desulfuraciéon oxidativa de MP y CP
respectivamente. A una solucién 2 mM de MP o CP en 2 mL de diclorometano se le agregé6 gota
a gota 2 mL de una soluciéon 4 mM de acido m-cloroperbenzoico (mCPBA), en un bafio con
hielol. La reaccién fue llevada a cabo a temperatura ambiente durante 3 h con agitacion
magnética. El seguimiento de la reacciéon fue realizado por CCD en placas de silica, utilizando
como fase movil éter de petroéleo: acetato de etilo 50:50 v/v para el MPO, mientras que para el
CO se empled cloroformo: metanol 98:2 v/v.

Transcurrido el tiempo de reaccion se realizaron 3 extracciones de 30 mL con una soluciéon
saturada de bicarbonato de sodio, la fase organica resultante se sec6 con sulfato de sodio
anhidro y posteriormente, se evapord el solvente por rotavap. El sélido obtenido fue
purificado por cromatografia en columna empleando como fase mévil diclorometano cuando
se purific6 MPO y cloroformo para CO. La purificacion se siguié por CCD, se confirmé la pureza

e identidad de los OPs por HPLC y tH-RMN, respectivamente.
2.3. ACTIVIDAD HIDROLITICA DE FOSFOTRIESTERASAS BACTERIANAS

2.3.1. Cultivo bacteriano

Brevundimonas diminuta C1P71.29 (Bd); Streptomyces phaeochromogenes CCRC 10811
(C13) y Streptomyces setonii ATCC 39116 (C35),; Nocardia corynebacterioides ATCC 14898

(C39) y Nocardia asteroides ATCC 19296 (C49); Arthrobacter oxydans ATCC 14358 (C55) y
85



Arthrobacter oxydans ATCC 14359 (C64) se cultivaron en sus medios 6ptimos de crecimiento

de acuerdo con lo estipulado por CECT (Tabla 2.1.) por 72 h, a 30°C y 200rpm.

Microorganismo Medio de cultivo
Brevundimonas diminuta Medio 2 (Nutrient agar II)
Streptomyces setonii Medio 118 (Streptomyces medium)
Streptomyces phaeochromogenes Medio 118 (Streptomyces medium)
Arthrobacter oxydans Medio 2 (Nutrient agar II)
Arthrobacter oxydans Medio 2 (Nutrient agar II)
Nocardias asteroides Medio 56 (YEME, Bennett’s)

Medio 1 con 1% maltosa

Nocardias corynebacterioides :
g4 (Nutrient agar I + 1%maltosa)

Tabla 2.1. Medios de cultivos (Anexo I).

2.3.2. Preparacion de los biocatalizadores

2.3.2.1. Células enteras

Una vez cultivados los microorganismos tal como se mencioné en la seccién 2.3.1., se
determiné el crecimiento por medicidn de la densidad éptica a 600 nm. Considerando que 0,4
DO = 2x108 cél mL-1, se determin6 cantidad de cél mL! de cultivo y se tomd el volumen
correspondiente para colectar 2x109 células por centrifugacion (Centrifuga Beckman JA2) a
10000 rpm por 10 min a 4°C. Luego se realiz6 un lavado con H;O destilada y una nueva

centrifugacion. El pellet resultante se emple6 como biocatalizador.

2.3.2.2. Extracto enzimdtico

Para la obtencion del extracto enzimatico, y considerando que la PTE es una enzima de
membrana, fue de interés obtener dicha porcion de la célula de los respectivos
microorganismos con actividad PTE. Para ello, se parti6 de las células enteras tal como lo
descripto en 2.3.2.1., donde el pellet resultante se resuspendié en H;O destilada y se llevé a
cabo la disrupcién celular por sonicacion empleando Sonics vibra-cell modelo VCX130. Se

realizaron 4 ciclos a 50% de amplitud bajo bafio de hielo. El homogenato resultante fue
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centrifugado a 10000 rpm durante 10 min a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet
resultante se utilizé como biocatalizador.

2.3.3. Determinacion de la actividad enzimatica

2.3.3.1. Condiciones estdndar

Los pellets obtenidos en el punto 2.3.2.1 fueron resuspendidos en 1 mL de una solucién 2
mM de MPO en buffer Tris-HCl 50 mM pH 8y 1% de dimetilsulf6xido (DMSO). La hidrdlisis del
fosfotriéster fue evaluada por triplicado, a 30°C y 200 rpm. Se tomaron muestras a 0, 15, 30,
45, 60,90, 120 y 150 min.

Para la determinacion de los parametros cinéticos, Km y Vmax, se llevo a cabo la reacciéon
de hidroélisis de acuerdo a lo mencionado anteriormente, evaluandose diferentes

concentraciones de sustrato: 2,1, 0,5y 0,1 mM.

2.3.3.2. Condiciones variables

2.3.3.2.1. Temperaturay pH

Se evalud la actividad PTE de acuerdo con lo mencionado en el inciso 2.3.3.1., evaluando
diferentes temperaturas de reaccion: 30°C, 40°C, 50°C y 60°C; como as{ también diferentes
pHs. Cuando la reaccion se realiz6 a pH 6 y 7 se utilizé buffer fosfato de potasio 50 mM, a pH 8
y 9 buffer Tris-HCl 50 mM, finalmente con buffer Glicina-potasio 50 mM cuando se ensay¢ la

hidroélisis a pH 10.

2.3.3.2.2. Sustrato

Diferentes OPs fueron evaluados como sustrato: MPO, PO, MP, CO, CP, CPP y DDVP.
Inicialmente se prepar6 un stock 5X (10 mM) en el buffer correspondiente, con un % de DMSO
en solucion de acuerdo a lo establecido en Tabla 2.2., debido a la baja solubilidad de los OPs en

agua. Por lo tanto, la mezcla de reacciéon posee una concentracién final 2 mM de cada uno de

éstos.
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OPs % DMSO
MPO 1

MP 1
PO 1
Cco 4
6
1
1

CP
CPP
DDVP

Tabla 2.2. Porcentajes de DMSO
en mezcla de reaccion.

2.3.4. Inmovilizacién de célula entera y extracto enzimdtico; y su evaluacion como

biocatalizador en la hidrolisis de OPs

2.3.4.1. Inmovilizacion

Se inmoviliz6 por atrapamiento tanto las células enteras como el extracto enzimatico de las
bacterias previamente estudiadas, éstos fueron preparados de acuerdo a lo descripto en la
seccion 2.3.2. Los pellets (células enteras o extracto enzimatico) fueron resuspendidos en 2,5
mL de alginato 2% p/v y se gotearon en una solucién de 100 mM CaCly, las esferas asi
obtenidas se incubaron en dicha solucién con agitacién magnética por al menos 15-30 min.

Luego se colectaron y se evaluaron como biocatalizadores para la hidrélisis de OPs.

2.3.4.2. Evaluacién de los biocatalizadores inmovilizados en la degradacion de OPs

La reacciéon de hidrolisis se llevo a cabo utilizando 6 ml de una solucién 0,15 mM
(aproximadamente 50 mg L-1) de OP en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 8 a 30°C cuando se realiz6
bajo condiciones estandar, y en las condiciones optimizadas expuestas en la tabla 2.3.
dependiendo del microorganismo utilizado. La reaccién se realizé por triplicado durante 21
dias, durante los primeros 7 dias se tomaron muestras cada 24 h, luego cada 72 h. Se utiliz6

como blanco quimico, la misma mezcla de reaccion sin biocatalizador.
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OPs Microorganismo Condiciones optimizadas

MPO C35 pH 8 -50°C
MP C64 pH 8 -50°C
PO C49 pH 8-50°C
co C49 pH 8 -50°C
CP C13 pH 8-40°C
CPP C13 pH 8-40°C

DDVP C55 pH 8-60°C

Tabla 2.3. Condiciones de reaccién optimizadas.

2.3.4.3. Optimizacion de la carga enzimdtica del biocatalizador inmovilizado

Para la optimizacion de la reacciéon, se inmovilizaron diferentes cantidades de
biocatalizador tanto células enteras como extracto enzimatico, incorporando a la mezcla de
reacciéon 2, 4, 6 y 10 veces mas biocatalizador respecto de la cantidad propuesta para la
condicion estdndar 1X=2x109 cél mL-l. Luego su actividad PTE fue evaluada bajo la

metodologia descripta en 2.3.4.2.

2.3.5. Disenio de reactor para el tratamiento de aguas contaminadas con OPs

Con el objetivo de armar un reactor de lecho empacado, se utilizé un reactor tubular
cilindrico de vidrio de un volumen total de 150 ml. Este reactor posee una invaginacion
lateral, la cual permite la inserciéon de un sensor de temperatura en el seno del liquido a fin
estimar la temperatura a la cual trabaja minuto a minuto. La regulacién de la temperatura se
realiz6 por un sistema disefiado previamente en nuestro laboratorio. Este posee cintas
calefactoras flexibles de silicona, la que fue facilmente enrollada sobre el reactor tubular; y
conectada a un sistema de calefaccion controlada por un pirémetro (Novus N321). La
temperatura de trabajo fue seteada y censada por una termocupla, controlandose asi la
temperatura del sistema. Adicionalmente el pirémetro permiti6 hacer ajustes de
calentamiento-enfriamiento, y de esta manera iniciando la calefaccion antes de que la
temperatura esté por debajo de la temperatura de trabajo, y que el mismo finalice antes de

que la temperatura esté por sobre el set point en el que ha sido ajustado. Por su parte, el flujo
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fue regulado mediante el uso de una bomba peristaltica con cabezal de dos vias, y se
emplearon mangueras de silicona curada al platino con diametro de 3 mm.

En base a los resultados obtenidos de la optimizacién del biocatalizador inmovilizado, la
mezcla de reaccidn posee perlas de alginato en las cuales se inmovilizaron de 2x109 cél mL-1
(1X). Cuando se ensay6 la degradacién de PO, el microorganismo inmovilizado fue C49,
mientras que para el tratamiento de CPP, se inmoviliz6 Pd. El volumen muerto del reactor fue
determinado: 38 mL, mientras que el reservorio poseia un volumen de 150 mL con 0,15 mM
de PO o CPP. Una vez iniciado el ciclo de degradacién del OP se tomaron muestras a distintos
tiempos, fueron analizados y cuantificados por diferentes metodologias de acuerdo con el OP

ensayado (Seccion 2.6., Capitulo 2).

2.3.5.1. Caracterizacion del reactor

2.3.5.1.1. Determinacion del tiempo de residencia y tipo de flujo

La determinacion del tiempo de residencia del reactor tubular se llevé a cabo mediante
un ensayo “estimulo-respuesta”, para ello inicialmente se hizo recircular por el reactor una
solucién de biftalato de potasio 0,1 mM pH 4 a un flujo de 0,5 mL min-1. Una vez estabilizado el
pH se realizé un pulso del trazador tetraborato de sodio 0,1 mM pH 8,9. A la salida del reactor
se fueron colectando muestras de 1 mL y determinandoles el pH a cada una de ellas.

Con los datos colectados del cambio del pH en el tiempo, se determind el tiempo de

residencia medio y la dispersién del reactor empleando las ecuaciones de la siguiente tabla:

Paso Ecuaciones Observaciones

Inyeccién del trazador en un instante
1 pH (t) t= 0 y medicion del pH (t) en el
efluente en funcién del tiempo.

Construccion de la curva pH(t). A
2 pH(i+ 1) — pH(i) partir de ella se calculé la derivada en
Der (i) = : AL : cada punto, obteniéndose la curva E(t)
(Der(i) vs t(i)), donde el valor maximo
representa el tiempo de retencidn.
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El tiempo de retencién medio tR es el

R % Der(i)t(i)At primer momento de la distribucion
3 th = v Der(i)At dada por la grafica E(t)
Determinacién de la varianza (o2) de la
o Der (i t(i), 1 calculo del
4 X 5. Der(i)t(i)?At X curva be'r (1)l vs t(i) ose; e lca cu ,of e'
= — — iR area bajo la curva de la gréafica;
YiDer(i)At permite dar una idea del grado de
dispersidn, determinandose el
segundo momento de distribucion.
e 2 . a’ -
tRZ  Pe+1 validapara =07 = 0,3 c4104lo de la dispersion utilizando el
método de la varianza, que relaciona o
5 2 con Pe donde: v = velocidad del

fluido dentro del tubo, L=Longitud del
reactor y D,=coeficiente dispersion
Pe = — axial.

Tabla 2.4. Ecuaciones para la determinacién de los tiempos de residencia media, Peclet y tipo de flujo.

2.3.5.1.2. Reutilizacién y productividad

Los reusos del sistema se evaluaron llevando acabo tantos ciclos de degradaciéon como el
reactor mantuviese el 50% de la actividad respecto del primer ciclo. Cada uno de estos ciclos
fueron llevados a cabo al igual que lo mencionado en la seccién 2.3.5. Entre cada ciclo se

realizaron lavados con 2 volimenes de columna empleando buffer Tris-HCI pH8.

2.4. ACTIVIDAD HIDROLITICA DE FOSFOTRIESTERASAS FUNGICAS

Tras el andlisis de bibliografiaz 3 y considerando las cepas disponibles dentro del cepario
del Laboratorio de Micologia de los alimentos de la UNQ, se seleccionaron tres géneros

fangicos a evaluar: Aspergillus, Fusarium y Penicillium.
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2.4.1. Cultivo de hongos

Se creci6 Aspergillus niger (ASN), Fusarium sp (FSP), Penicillum chrysogenum (PENCH) y
Penicillium nalgiovence (PENNL) en medio so6lido de acuerdo a sus medios 6ptimos de
crecimiento (Tabla 2.5.) durante 7 dias a 26°C. Con el fin de conservar dichas cepas a partir de
los microorganismos crecidos en medio sélido, se repicaron en cultivos liquidos de dgar-agua
20%. Una vez crecidos, se alicuotaron en criotubos conteniendo 15% de glicerol para
conservarse en freezer a -80°C.

Por su parte, para obtener el biocatalizador se inoculé en 150 mL de los medios
correspondientes para cada hongo con 1x105 esporas mL! y se incub6é a 30°C y 130 rpm
durante 10 dias. Para llevar a cabo el conteo de esporas del indculo inicial, se tomaron esporas
del cultivo en medio sélido y fueron suspendidas en 2 mL de H;0q4 estéril. Posteriormente se
tomaron 20 pL de dicha suspension y fueron depositadas en camara de Neubauer. Bajo
microscopio 6ptico, se realizé conteo de acuerdo a lo reportado por French & Heber+.

Finalmente la determinacion de esporas mL-! fueron calculadas de acuerdo a la Ecuacién 2.1.

Microorganismo Medio de cultivo
A. niger CYA (Czapek yeast extract)
Fusarium sp MEA (Malt extract)
P. chrysogenum MEA
P. nalgiovence MEA

Tabla 2.5. Medios de cultivos fingicos. (Anexo II)

(Cl+C2+C€3+ C4+C5)
5

Ecuacidn 2.1. Determinacion de concentracién de esporas por conteo en camara de Neubauer,
siendo C1,C2,C3,C4 y C5 nimero de esporas en los respectivos cuadrantes.

25.10%

Esporas.mL™1=

2.4.2. Determinacion de la actividad hidrolitica fiingica

La actividad hidrolitica de los hongos propuestos fue determinada utilizando MPO como
sustrato. Se evalud la hidrélisis en growing, como asi también del sobrenadante resultante del

cultivo fungico a fin de comprobar actividad PTE extracelular.
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La reaccién en growing fue llevada a cabo a partir de 10 mL de cultivo fingico. Por su
parte, para la obtencion del medio extracelular, la misma cantidad de cultivo flngico fue
centrifugado a 14000 rpm durante 15 min. El sobrenadante obtenido, fue filtrado a presion
reducida con un filtro de 0,22 pm, el filtrado resultante se emple6 como fuente de
biocatalizador. Finalmente, se agregé 2mM de MPO y se tomaron muestras durante 21 dias.

Habiendo determinado que los microorganismos poseen actividad PTE extracelular, se
evalud la hidrélisis a pH 8, considerando que en su mayoria estas enzimas suelen ser mas
activas a dicho pH. El pH del medio extracelular de los hongos evaluados se encuentra en el
rango de pHs acidos entre 2 y 5. Por consiguiente, fueron llevados a pH 8 con una solucién de
KOH 1M. Posteriormente se le agreg6 la masa necesaria de MPO para una concentracion final

2 mM, finalmente se tomaron muestras durante 21 dias.

2.4.3. Aislamiento de PTE fiingica extracelular

+ Metodologia I: Para el aislamiento de las proteinas extracelulares, al cultivo fingico
obtenido en 2.4.2. se le agreg6 80% de sulfato de amonio y se incub6 overnight (ON) a 4°C con
el fin de llevar a cabo la precipitacion de las proteinas. El precipitado fue colectado por
centrifugacion a 7500 rpm, y resuspendido en la minima cantidad de buffer Tris HCl pH 8
50mM. Posteriormente a fin de eliminar las sales de la precipitacion se llevé a cabo una
dialisis, incorporando dentro de la membrana la solucién proteica, posteriormente se
sumergié en un vaso de precipitados conteniendo 1 L de buffer Tris HCl pH 8, 50 mM, y se lo

incub6 ON.

+ Metodologia II: A partir de lo obtenido en 2.4.2. se procedi6 directamente a concentrar y
separar proteinas por tamafio por ultra centrifugacién empleando un centricon Vivaspin 20,
Sartorius® que posee una membrana con un cut off de 10 kDa. Una vez obtenido el crudo
enzimatico, una fraccion de éste se conservo y otra fue liofilizada. A ambas fracciones se le
determind la concentracion proteica por el método de Bradford.

2.4.3.1. Determinacion de proteinas totales del extracto enzimdtico fiingico

Se determiné cantidad de proteinas totales presentes en el extracto mediante ensayo de
Bradford, empleando Albimina sérica bovina (BSA) como patrén de la calibracién. En placas
de 96 pocillos se incorporaron 200 pL del reactivo de Bradford y 10 uL de muestra proteica
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por pocillo, luego se incub6 por 5 minutos. Posteriormente se medié absorbancia a 595 nm,

empleando como lector de placas, Cytation 5.

1.0
0.8
— o Slope 529980000 + 857800
E 0.6 X=0.0 90800 * 48080
g Y=0.0 -0.003029
z 0.4 R2 0,9871
< Ecuacionde y=529980000x + 90800
0.2
CC
0.0 . . . Tabla 2.6. Ecuacién de CC por andlisis de

0.0 0.5 1.0 1.5 regresion lineal.
BSA (mg/mL)

Grafico 2.1. Curva de calibracion de BSA.
2.4.4. Determinacion de la actividad hidrolitica del extracto enzimdtico

Considerando que los extractos enzimaticos descriptos en 2.4.4 fueron concentrados 40 y
50 veces, se tomaron 20 pL de los mismos y fueron resuspendidos en 1mL de una solucién 2
mM de MPO en MEA y 1% de DMSO. La hidroélisis del fosfotriéster fue llevada a cabo por
triplicado, a 30°C y 200 rpm. Se tomaron muestras por 21 dias, las que fueron analizadas y

cuantificadas de acuerdo a la seccion 2.6. (Cap 2).

2.5. AISLAMIENTO DE NUEVAS FUENTES FOSFOTRIESTERASICAS DE SUELO

Previamente en nuestro laboratorio se habian aislado a partir de muestras de suelo dos
bacterias con actividad fosfotriesterasica. En este trabajo se llevé a cabo la identificacién de
las mismas en colaboracién con la Dra. Lorena Rojas y el Dr. Daniel Ghiringhelli, del
Laboratorio de Ingenieria Genética y Biologia Celular y Molecular, Area Virosis de Insectos

(LIGBCM-AVI). Posteriormente, se estudid la actividad hidrolitica frente a diferentes OPs.

2.5.1. Identificacion de especies bacterianas a nivel de género de dos cultivos

bacterianos mediante analisis del 16S rDNA
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2.5.1.1. Extraccion de ADN total

Se realizaron cultivos en placa de Petri con medio Luria Bertani (LB) mediante estrias por
agotamiento. De cada placa se tom6 material proveniente de 1 colonia, se coloc6 en un tubo
tipo eppendorf de 0,5 ml y se resuspendi6 en 30 pl de agua bidestilada estéril. Se procedié a la
lisis mediante incubacién a 100 2C en bafio maria durante 5 min. Finalmente, se centrifugé a

16000 g durante 3 min y se recuperd el sobrenadante.

2.5.1.2. Amplificacion

Se utilizaron 2 pl de cada muestra obtenida en 2.5.1.1 como molde para las reacciones de
amplificacion del 16S rDNA mediante PCR utilizando primers disefiados especificamente para
esta amplificacion (24F5 y 1492R6) en 20 pl finales.

La amplificaciéon se realizé en un ciclador térmico Verity Thermal Cycler (Applied
Biosystems, USA) con Taq Pegasus ADN polimerasa (PB-L SA, Argentina). La concentracién
final utilizada de MgCl, fue 3 mM y de dNTPs 0,5 mM. Se emplearon concentraciones estandar
de buffer y primers. El perfil de amplificacién fue: 95 °C 180 segundos (s), 35 x [72 °C 120 s],
72°C420s.

2.5.1.3. Electroforesis en gel de agarosa

Las electroforesis de ADN en geles de agarosa se realizaron en sistema sumergido y la
concentracién de agarosa utilizada fue de 0,8 % m/v debido al tamafio de los fragmentos
analizados. Los geles fueron preparados en buffer TAE (40 mM Tris-Ac pH=8, 1 mM EDTA)
conteniendo 0,5 ug mL-1 de bromuro de etidio. Las corridas electroforéticas se realizaron con
el mismo buffer, a un voltaje constante entre 4 y 7 V cm-L. Las muestras de ADN se sembraron
utilizando buffer de siembra (TAE 1X, glicerol 50%, Orange G) en una proporcién 2:1. Se
sembraron alicuotas del 10 % de cada reaccién y se emple6é como referencia el ladder 1 kb
(PB-L SA, Argentina). Los tamafios de los fragmentos se estimaron utilizando marcadores de
tamafio comerciales como patrones de referencia (Ladder50 pb, Ladder 100 pb, Ladder 400
pb, Ladder 1kpb plus, A/HindlIII y A/BstEI de PB-L SA, Argentina).

Para la visualizacién del ADN se utilizé un transiluminador de luz UV DyNA Light Dual

Intensity UV Transilluminator (Labnet). Las imagenes de cada electroforesis se digitalizaron
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mediante el programa Kodak Digital Science 1D, empleando la cAmara Kodak Electrophoresis

Documentation and Analysis system 120.

2.5.1.4. Purificacién de productos y secuenciacion

Los productos de reaccién obtenidos de PCR se purificaron mediante un kit de purificacion
en columna (Monarch PCR & DNA Cleanup Kit, New England Biolabs, EEUU), siguiendo las
indicaciones del fabricante. La secuenciacién de los productos de PCR purificados, se realiz6
por el servicio de secuenciacién automatica de MACROGEN (Macrogen Inc., Gasan-dong, Seoul,

Republica de Corea).

2.5.1.5. Andlisis bioinformdtico

Los andlisis bioinformaticos se realizaron con las herramientas Ribosomal Database
Project (RDP) y Silva database, y el alineamiento multiple de las secuencias se realizo
mediante el algoritmo de Needleman-Wunsch empleando el programa ClustalX. Los arboles
filogenéticos se construyeron mediante Neighbor-Joining y fueron obtenidos a partir de la

base de datos Silva.

2.5.2. Determinacion de la actividad fosfotriesterdsica y puesta a punto de las

condiciones de reaccion de los microorganismos aislados.

La actividad hidrolitica de los microorganismos aislados, asi como la puesta a punto de las
condiciones de reaccion se llevaron a cabo en Cytation 5. Este equipo, permitié efectuar las
cinéticas enzimaticas analizando en tiempo real la formaciéon de los productos de hidrélisis.

Cuando se estudio la actividad fosfotriesterasica en condiciones estandar y su optimizaciéon
de pH y temperatura con MPO, como asi también la aceptacion de sustrato (MP, PO, CO y CP)
las mezclas de reacciéon fueron preparadas al igual que en la seccién 2.3.3. Estas se
depositaron en placas de 24 pocillos, e incubadas a la temperatura (segun corresponda) y
agitacidn de trabajo en Cytation 5 por 2,5 h. Periodo en el que transcurrio la reaccion y, al
mismo tiempo se determind la formaciéon de PNF o CF, de acuerdo al sustrato estudiado, por
medicion de absorbancia o fluorescencia respectivamente. Adicionalmente se incorporaron

blancos de reaccién: a) Mezcla reaccion sin enzima y b) Mezcla de reaccidn sin sustrato.
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Finalmente cuando se estudio6 la hidrolisis de DDVP y CPP, la reaccion fue llevada a cabo
como en la seccion 2.3.3 no solo en cuanto a la composicidén de la mezcla de reaccién sino

también en cuanto a la metodologia.

2.6. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD HIDROLITICA

El analisis de las muestras para la cuantificacién de la velocidad de reaccién se disefié en

base al sustrato o el producto de hidrdlisis, lo que dependié del sustrato empleado.

2.6.1. MPO, POy MP

MPO, PO y MP, tras ser utilizados como sustratos en las reacciones biocatalizadas de
hidrolisis dan como producto p-nitrofenol (PNF). Es por esto que las muestras obtenidas a
partir de dichas experiencias fueron analizadas bajo la misma metodologia.

Considerando que el PNF tiene su maximo de absorcién a 405-410 nm, se analizaron las
muestras en lectora de placa Cytation 5 a 405nm. La cuantificacidn se realizé empleando una
curva de calibracion (CC) de PNF a las siguientes concentraciones: 0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,075;

0,1 mM. En el grafico 2.1. se muestra a modo de ejemplo una CC, como asi también su analisis

por regresion lineal en Prisma Graph pad (Tabla 2.8.).

0.8-
_ 0.67 Pendiente 5.298 £ 0.108
g X=0.0 0.05901  0.0061
S 0.4 Y=0.0 -0,01114
2 R? 0,9934
= az Ecuacién de CC y=5.298x + 0.059

) Tabla 2.7. Ecuacién de CC por andlisis de
0.0 T T 1 regresion lineal
0.00 0.05 0.10 0.15

PNF (mM)

Grafico 2.2. Curva de calibracién de PNF.

2.6.2.COy CP

Por su parte CO y CP dan como producto de hidrdlisis clorferén (CF), es por ello que las

muestras obtenidas de las reacciones llevadas a cabo con dichos sustratos fueron analizadas
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cuantificando la formaciéon de este. Inicialmente se disefié un método para su analisis por
HPLC en el cual se utiliz6 como fase mévil CH3CN:H,0 55:45 (v/v), un tiempo total de 8 min y
flujo 0,9 mL min-1. El CF fue detectado por absorbancia a una longitud de onda de 360 nm y
presentd un tiempo de retencion (tr) de 3 min. Una segunda metodologia fue propuesta en la
cual se llevé a cabo la medicién de fluorescencia, considerando que para el CF el Aem= 355nm y
el Aex=460 nm, en lectora de placas Cytation 5. En ambos casos, se realizd6 una curva de

calibracion a partir del CF; posteriormente, basandose en ésta se cuantificoé el producto de

reaccion de las muestras.

4.0x10°
Pendiente 529980000 + 857800
_ 3.0x10°H ° X=0.0 90800 + 48080
g 9 Y=0.0 -0.003029
2 2.0x10°1 R2 0,9871
2 Ecuacionde  _ > 9980000x + 90800
1.0x10° CC
. Tabla 2.8. Ecuacién de CC por andlisis de
0.00 0.05 0.10 0.15 regresion lineal.

CF (mM)
Grafico 2.3. Curva de calibracién de CF.

2.6.3. CPP

El consumo de CPP fue detectada por HPLC a 235 nm, empleando columna C18 Fortis:

5um, 150x 4,6mm. La fase movil utilizada fue agua con 1% acido fosférico: acetonitrilo 80:20

v/v durante 10 min con un flujo de 09 ml min-1,
1.5x10°

T 1.0x10°

=

(=3

o

o)

7] &

2 5.0x10*4
0 1 T 1 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

CPP (mM)

Grafico 2.4. Curva de calibracién de CPP.
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CC

Tabla 2.9. Ecuacion de CC por analisis de
regresion lineal.

Pendiente 596300 + 37400

X=0.0 6648 + 2968

Y=0.0 -0,01115

R2 0,9883

Ecuacion de y=596300x + 37400
2.6.4. DDVP

La actividad enzimatica empleando DDVP como sustrato, se analiz6 por consumo del
mismo, ya que sus productos de hidrélisis no absorben al UV. El DDVP tiene un maximo de
absorcién a 280 nm, con lo cual se analizé por HPLC, utilizando un método isocratico de 16

min, 48:52 ACN: H;0, flujo 0,9 ml min?t Columna C18 Fortis: 5um, 150x 4,6mm.

6.0x105
4.0x10°

2.0x105

Abs (235 nm)

0 I 1 Ll 1
0.0 0.5 1.0 1.5

DDVP (mM)

Grafico 2.5. Curva de calibracién de DDVP.

Pendiente 503400 + 21830
X=0.0 36910 + 9502
Y=0.0 -0,07332
R2 0,9779
Ecuacion de y=503400x + 36910
CcC

Tabla 2.10. Ecuacién de CC por analisis de
regresion lineal
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2.6.5. Andlisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos de los resultados obtenidos en Graph Pad Prisma

determinando:

e Regresion lineal, para la determinaciéon de las pendientes de las curvas de las
cinéticas enzimaticas (concentracion de sustrato o producto en funcién del tiempo), las
que se corresponden con las velocidades iniciales de reaccidén (Vo). Adicionalmente fue

empleado para determinar las ecuaciones de las curvas de calibracion.

e ANOVA de 1 via seguido de post-test Tukey o Dunnet, cuando se compararon los

resultados obtenidos contra un control.

e ANOVA de 2 vias seguido post-test Bonferroni fue utilizado cuando se realizaron
comparaciones multiples como por ejemplo, en el caso de las comparaciones bajo
diferentes condiciones de reaccion (STD y OPT) respecto de los diferentes

biocatalizadores.

e Regresion no lineal, Cinética enzimatica, Michaelis Menten, para la determinacion de

los parametros Km y Vmax.

En todos los casos se indic6 la interaccion en las comparaciones como: *** P <0,001;

*xx P <0,01; = P <0,05.

2.7. SINTESIS ENZIMATICA DE DIMETIL FOSFATO DE INOSINA

2.7.1. Preparacion del biocatalizador

La obtencion del biocatalizador empleado para la sintesis enzimatica de dimetil fosfato
de inosina se llevd a cabo de acuerdo a lo detallado en 2.3.2. El extracto enzimatico
resultante fue liofilizado y conservado a -20°C hasta su uso. La cantidad de proteinas

totales se determinaron por el método de Bradford (Seccién 2.4.3.1, Cap 2).

2.7.2. Reaccion de transesterificacion enzimdtica
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10 mM de MPO en presencia de 100 mM de inosina, 20 mg del extracto enzimatico y
150 mg de tamices moleculares en 1 mL de DMF anhidro fueron incubados a 40°C y 200
rpm. Se tomaron muestras cada 24 horas durante 4 dias y se las analizé por HPLC y 31P-
RMN. Adicionalmente se llevé a cabo como control una mezcla de reaccién con inosina en
ausencia de enzima, como asi también la mezcla de reaccién empleando como nucleéfilo

agua en lugar de MPO.

2.7.3. Andlisis de muestras y cuantificacion del producto de interés

Las muestras obtenidas a partir de la transesterificacién enzimatica fueron analizadas
por absorbancia a 254 nm en HPLC Beckman con inyeccién manual o Gilson con inyeccién
automatica, empleando una columna C18, Grace. Se realiz6 una corrida en gradiente donde

la fase moévil fue Acetonitrilo:Agua (Tabla 2.11.) a un flujo 0,9 mL/min.

Tiempo (min) Proporcion ACN:Hz0

0 65:45
15 95:5
18 95:5
30 65:45

Tabla 2.11. Metodologia desarrollada para andlisis de
muestras de mezcla de reaccién de sintesis de DMPIno.
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CAPITULO 3

“Estudio y optimizacion de las condiciones de reaccion de
nuevas fuentes bacterianas con actividad fosfotriesterasa”
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OBJETIVOS
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¢ Objetivo General

Estudiar las fuentes bacterianas con actividad fosfotriesterasa previamente

seleccionadas a partir de un cepario wild type.

¢ Objetivos especificos

1. Cuantificacion de la actividad hidrolitica de seis nuevas bacterias seleccionadas

como fuentes de fosfotriesterasas, empleando MPO como sustrato modelo.

2. Optimizacion de las condiciones de reaccién de la hidrdlisis de MPO.

3. Aplicacion de los biocatalizadores en la degradacion de diferentes OPs.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. SINTESIS QUIMICA DE METIL PARAOXON Y COROXON

Los analogos oxigenados del CP y MP fueron sintetizados por desulfuracion oxidativa,
empleando como agente oxidante mCPBA. Tras la purificacién por extraccion, seguido de
cromatografia en columna se obtuvo un rendimiento del 66% de MPO, verificando la
hidrolisis del MP o MPO tras observarse la formaciéon de PNF (26,2%). Por su parte la
obtencion de CO arrojé un rendimiento del 40%.

El andlisis del MPO por HPLC tras su purificacién mostr6 una sola sefial con un tg=19,5
min, mientras que para el CO una senal con tg=3 min. El espectro de H-RMN para MPO
arrojé los siguientes resultados: § 8,26 (2H, d, fenilo, J=8,9 Hz), 7,42 (2H, d, fenilo, ]=8,9
Hz), 3,86 (6H, d, CH30, J=11,5 Hz). Mientras que con el espectro de coroxén se obtuvo: §
7,59 (1H, d, J]=7,5 Hz), 7,19 (1H, d, ] =1,3 Hz), 7,07 (1H, dd, ]=7,5, 1,3 Hz), 4,13 (4H, dq,
]=8,6, 6,0 Hz), 2,55 (3H,s), 1,20 (6H,t, ] =6,0 Hz).

i i
—O—P’—O—R o —0—P—0—R R=PNF,CF
(l) mCPBA (l)

Figura 3.1. Sintesis quimica de CO y MPO.

3.2. HIDROLISIS DE COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS POR
FOSFOTRIESTERASAS BACTERIANAS

3.2.1. Reaccioén de hidrdlisis en condiciones estandar

Seis cepas bacterianas resultaron positivas de un cribado de actividad fosfotriesterasa
en medio sdlido, realizado previamente en nuestro laboratorio: Streptomyces
phaeochromogenes CCRC 10811 (C13), Streptomyces setonii ATCC 39116 (C35), Nocardia
corynebacterioides ATCC 14898 (C39), Nocardia asteroides ATCC 19296 (C49),
Arthrobacter oxydans ATCC 14358 (C55) y Arthrobacter oxydans ATCC 14359 (C64).

En el presente trabajo, se emplearon dichos microorganismos como biocatalizadores en
la degradacion de OPs. Inicialmente se cuantificé la actividad hidrolitica bajo condiciones
estandar (STD: 30°C - pH8) determinando la velocidad inicial (Vo) de hidrélisis frente a un
OP modelo, el MPO, considerando que no posee grupos voluminosos que impidan su

ingreso al sitio activo de la enzima. Adicionalmente, el hecho de poseer enlace P=0
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respecto de los OPs tioésteres (P=S), le confiere mayor solubilidad y reactividad.
Finalmente, es importante destacar que el producto de hidrdlisis de este compuesto, el
PNF, puede ser cuantificado facilmente por absorbancia. Se empleé como control positivo
uno de los microorganismos estudiados en mayor profundidad en la actividad de interés,
Brevundimonas diminuta (Bd).

Con el fin de evaluar la actividad fosfotriesterasa de los diferentes biocatalizadores
frente al MPO, se estudi6 la formacién de PNF a lo largo del tiempo. A partir de los
resultados obtenidos en la cuantificacién del producto de hidroélisis, se realizé un analisis
de regresion lineal en GraphPad Prism, y se determiné las pendientes de las mismas
(Grafico 3.1.), las que se corresponden con el valor de V, de reacciéon empleando 2 mM de
MPO (Grafico 3.2.). Al analizar dichos resultados comparandolos estadisticamente, se
observd que las cepas C49 y C13 exhibieron tres veces mas actividad PTE que Bd, mientras
que C35, el doble. Los otros microorganismos fueron menos activos que el control
positivo. Estudios previos describieron bacterias de diferentes géneros en la degradacion
de OPs, entre ellas: Flavobacterium, Bacillus, Agrobacterium, Arthrobacter y Nocardial;
mientras que las estudiadas en el presente trabajo son de diferentes especies respecto de

las mencionadas en bibliografia.

Adicionalmente, se realizé una aproximacion de los parametros cinéticos michaelianos,
Km y Vmax, a partir de las Vo determinadas empleando diferentes concentraciones de
sustrato. De acuerdo con lo planteado por Michaelis-Menten, Km, indica la concentraciéon
del sustrato cuando la velocidad de reaccién es igual a la mitad de la velocidad maxima de
la reaccion. Dicha constante se puede considerar como una medida de la unién de un
sustrato con una enzima determinada, conocida también como su afinidad de unién. Un
bajo valor de Km indica una gran afinidad de unidn, ya que la reacciéon se aproximara a
Vmax mas rapidamente. Por el contrario, un alto Km indica que la enzima no se une tan
eficientemente con el sustrato, y Vmax solo se alcanzara si la concentracion del sustrato es
lo suficientemente alta como para saturar la enzima. En este sentido, es interesante
mencionar que dichos parametros cinéticos pueden variar dependiendo del sustrato,
solventes, temperatura y pH en el que se lleve a cabo la reaccion. Estudios previamente
reportados sobre la PTE de Bd, expusieron un valor para Km de 0,05 mM cuando la
reaccidon de hidrdlisis se llevd a cabo con PO como sustrato. Adicionalmente cuando los
grupos etilos fueron sustituidos por metilos (MPO), Km incrementé su valor dos 6rdenes
de magnitud pero la Vmax no varié significativamente? 3. Esto permite explicar el
incremento del valor de la Km arrojada para la Bd estudiada en este trabajo (Tabla 3.1.),

respecto de lo reportado previamente.
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Grafico 3.1. Concentracion de PNF (mmoles) vs Tiempo (min).
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Grafico 3.2. Velocidades iniciales de hidrdlisis de los difentes microorganimos

ensayados como biotacalizadores en la degradaciéon de MPO en condiciones estandar.

Km (mM) Vmax (mM/min)

Bd 2,52 0,22 1,01 £ 0,04
C13 1,14+ 0,14 2,51+0,14
C35 0,97 £ 0,05 0,56 + 0,04
C39 0,39 +£0,02 0,17 £0,02
C49 1,72 0,09 2,68+0,81
C55 ND ND

C64 1,70 £ 0,60 0,19 £0,04

Tabla 3.1. Parametros cinéticos de biocatalizadores
en la hidrélisis de MPO a pH8, 30°C.

3.2.2. Estudio de la actividad fosfotriesterdsica en condiciones de reacciéon

variables

3.2.2.1. Temperaturay pH

La degradacién de OPs por microorganismos en ambientes contaminados, depende de
numerosos factores como el tipo de pesticida, la frecuencia de su uso y los ciclos de
aplicacion, como asi también del pH, contenido nutricional, la diversidad microbiana, la

temperatura y el potencial redox#*556.
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El pH y la temperatura son unas de las principales variables que afectan directamente a
la actividad enzimatica. Estudios realizados demostraron que el incremento en el pH del
suelo estimula a una mayor poblacién y diversidad microbiana, resultando en un
incremento en las actividades enzimaticas. Asimismo, también se observé que enzimas
involucradas en el ciclo del C, N, S y P fueron sensibles a dicha variacién’. En cuanto a la
degradaciéon de OPs, se ha reportado dicha influencia en la hidroélisis en suelo del
clorpirifés y del fenamifés; donde se demostré que al aumentar el pH también lo hacia la
degradaciéon de dichos OPs8 910, Por su parte, también se estudié la relaciéon de la
temperatura con la degradacion de los dos OPs anteriormente mencionados en suelo. Se
observo a 35°C el maximo de actividad, como asi también que conforme disminuia la
temperatura (hasta 5°C), la actividad también lo haciall. En este sentido, y considerando la
importancia de estos factores, se evaluaron los perfiles de actividad frente a diferentes
pHs y temperaturas de los biocatalizadores hallados previamente.

En principio se evalud la hidrélisis de MPO, sustrato modelo, en un rango de pHs entre
6 y 10, manteniendo el resto de las variables constantes. En el Grafico 3.4. se observa que
Bd posee mayor actividad hacia pHs basicos, con un maximo a pH 8. Las cepas C13, C35y
C49 mostraron mayor actividad hidrolitica a pH 10, 7 y 8, con un aumento de 7, 6 y 3 veces
en relacién a la cepa control, respectivamente. Cuando se comparan las actividades
respecto al pH estandar (pH 8), C13 exhibié un aumento de aproximadamente el doble en
su actividad a pH 10, C35 y C39 la triplicaron a pH 7 y pH 9 respectivamente.

Es importante destacar a C35, que a pesar de poseer su maximo de actividad a pH 7,
también exhibe altos valores de hidrélisis a pH 6. Estos resultados son de interés en
aplicaciones particulares como las que han sido propuestas para Lactobacillus brevis, el

cual fue ensayado en la decontaminacion de alimentos acidos?2.
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Grafico 3.3. Variacién de la actividad PTE frente al pH.

Como bien se ha mencionado, la temperatura es otro de los parametros que influyen en
la actividad enzimatica. En general, las fosfotriesterasas mas estudiadas y caracterizadas
como las de Bd y Agrobacterium radiobacter son mesofilicas!3. Dentro de dicho grupo,
entre los microorganismos estudiados en este trabajo, se destaca C13, que tiene su
maximo de actividad a 40°C. Si bien el resto de los microorganismos poseen mayor
actividad a otras temperaturas, son activas en el rango mesofilico. Por su parte las cepas
35, 49 y 64 exhiben su maximo de actividad a 50°C, mientras que C39 fue mas activa a
60°C. Estos resultados son notables, debido a la necesidad de nuevas enzimas
termoestables en biorremediaciéon para la degradacion de OPs en climas extremos. Han
sido reportadas pocas PTE hipertermofilas, dentro de ellas la de Sulfolobus solfataricus
MT4, es una arquea que ha sido estudiada dentro de un intervalo de 30-95°C,
observandose un aumento de actividad con la temperatural4. Tras la determinacién de las
Vo de reaccion a diferentes temperaturas (Grafico 3.4.), se determind que C13 fue 2 veces
mas activa a 40°C que en condiciones estandar, y 8 veces mas que Bd en las mismas
condiciones. C49 y C35 mostraron a 50°C siete y treinta veces mas actividad PTE que a
30°C respectivamente; cuando se las comparé con Bd, el aumento fue aiin mas notable con

26y 75 veces mas actividad.
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Grafico 3.4. Variacion de la actividad PTE frente a la temperatura.

En base al andlisis del comportamiento de la actividad hidrolitica con respecto a
diferentes pHs y temperaturas, se combinaron aquellas condiciones en las que se obtuvo
mayor actividad, solo se observdé un efecto sinérgico cuando se emple6 Bd como
biocatalizador (Tabla 3.2). Con lo cual se procedié a seleccionar como condiciones

optimizadas (OPT) de reaccién aquellas en las que se observo mayor actividad PTE (Tabla
3.3.).

Microorganismo  pH Vo T (C Vo Mix condiciones
(umol/min) (umol/min)  vo (umol/min)
Bd 8 0,46 £ 0,01 60 0,51+0,02 0,51 +0,02
C13 10 2,38+ 0,05 40 3,42 +£0,09 2,70 £ 0,03
C35 7  2,55+0,15% 50 27,2 + 0, 2%** 14,9+0,1
C39 9 0,50 £ 0,01 60 0,47 £ 0,02 0,23 £0,01
C49 8 1,34+0,05%* 50 9,3£0,2 9,3+£0,2
C55 10 0,19 £ 0,02 60 0,33+£0,01 0,29 £ 0,02
C64 6 0,21+£0,01 50 0,63 +0,01 0,45+ 0,02

Tabla 3.2. Actividad PTE a pH y temperatura 6ptimos, y combinacién de dichas
condiciones.2 Experimentos llevados a cabo a 30°C. » Experimentos realizados a pH8.
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Microorganismo Condiciones optimizadas

Bd pH8 - 60°C
C13 pH8 - 40°C
C35 pH8 - 50°C
C39 pH8 - 60°C
C49 pH8 - 50°C
C55 pH8 - 60°C
C64 pH8 - 50°C

Tabla 3.3. Condiciones optimizadas de reaccién
para cada microorganismo.

3.2.2.2. Sustrato

Se ha estudiado la hidrélisis de una variedad de OPs de los tipos fosfotriésteres y
tiofosfotriésteres empleando como biocatalizador los microorganismos previamente
hallados y estudiados, bajo las condiciones estdndar y optimizadas determinadas

anteriormente.

3.2.2.2.1. MPO, MP, PO.

Considerando la estructura quimica del MPO, MP y PO es posible observar que los
productos obtenidos son el PNF y el dimetil o dietil fosfato (DMP, DEP) dependiendo el

OPs (Figura 3.2.), los que no resultan ser toxicos para el ambiente.

( N
X X
Il PTE Il
R—O—Pl’—O NO, ———— > No, OH R—o—1|>—0H
R—=0 R—0
MP: X=S5; R=CH3- PNF DMP: R=CHj3
MPO: X=0; R=CH;- DEP: R=CH;CH,
PO: X=0; R=CH3CH,-
- J

Figura 3.2. Hidrolisis de MPO, MP y PO.

Si bien MPO no es aplicado en formulaciones comerciales, en este trabajo ha sido
utilizado a fin de caracterizar la aceptacién de sustrato de cada uno de los
biocatalizadores. En el grafico 3.5. se observa a modo de resumen las actividades

hidroliticas bajo las condiciones optimizadas propuestas para cada microorganismo. C35
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es el microorganismo que exhibié mayor capacidad degradadora por MPO, dentro de los
microorganismos wt hallados, con 33 veces mas actividad que la cepa control, por su parte
C49 posee 11 veces mdas actividad que esta ultima. Si se comparan las condiciones
estandar respecto de las optimizadas es importante destacar las cepas 13, 35 y 49, las que

aumentaron su actividad 2, 30 y 10 veces.

20- EN STD
104 ZZ OPT
7

pmol/min (PNF)

Bd C13 C35 C39 (C49 C55 Co64

Grafico 3.5. Velocidad inicial de reaccién de la hidrélisis del MPO
en condiciones estandar (STD) y 6ptimas (OPT).

También ha sido analizado como sustrato, el andlogo azufrado del MPO, el MP. La cepa
control, Bd, mostré 3 veces mas actividad en condiciones optimizadas, mientras que C13 y
C64 mostraron 2 y 10 veces mas actividad que el control en las mismas condiciones. El
resto de los microorganismos no exhibieron variaciones significativas en su capacidad
hidrolitica (Grafico 3.6.).

En todos los casos la actividad PTE fue menor que con MPO, a excepcion de C64, la cual
incrementd su actividad y fue el microorganismo que exhibié una mayor V, para ese
sustrato. Para entender dicha disminucion es interesante analizar diferentes aspectos que
contribuirian a ello. En primer lugar, si bien estructuralmente MP es similar a MPO, al
estar el oxigeno del fosforilo sustituido por un azufre, su reactividad es menor debido a
que la electronegatividad de éste es menor con respecto al oxigeno, causando una
disminucidn en el caracter electrofilico del centro fosforicols.

Por otra parte, Jackson et all6, propone que la variacion de la polaridad entre el enlace
P-S y P-0O no es lo suficientemente grande como para modificar la unién al sitio activo. Por

lo que se propone el concepto de “unién no productiva”, el cual afecta directamente a la
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Keat. Si un sustrato se une al sitio activo de una enzima en una orientacién que no permita
la hidrélisis, Km no se vera afectada ya que la afinidad al sustrato se mantiene, sin
embargo la Kc: disminuird, ya que el nimero de enzimas disponibles para catalizar la
hidrélisis se vera reducido. En consecuencia, la enzima no podra llevar a cabo ninguna
reaccion hasta que el sustrato sea liberado por difusidn o se reoriente, siendo ésta una
forma de inhibicion por sustrato pero que no es facilmente calculable.

Este fendmeno ha sido reportado para los OPs en diferentes investigaciones realizando
mutaciones en aminoacidos no involucrados en el mecanismo de reaccién se demostrd
que las interacciones con la zona hidrofébica de la cavidad del sitio activo contribuyen a la

correcta orientacidn del sustrato, y por lo tanto mayores velocidades de hidroélisis!?.

pmol/min (PNF)

Bd C13 €35 C39 (€49 C(C55 Ceé4

Grafico 3.6. Velocidad inicial de reaccién en la hidrolisis del MP
en condiciones estandar (STD) y 6ptimas (OPT).

El tercer OP estudiado fue el PO para el cual las cepas C13, C35 y C49 mostraron 5, 6 y
148 veces mas actividad bajo condiciones éptimas respecto de las estdndar. Asimismo, se
compararon actividades frente a la cepa control Bd, donde C49 y C64 mostraron ser 20y 3
veces mas activos.

Por otra parte, es interesante comparar actividades obtenidas respecto del MPO,
observandose que C55 bajo condiciones estandar, y C64 en condiciones optimizadas
mostraron ser 16 y 3 veces mas activas con PO. El resto de los microorganismos exhibi6
una menor actividad que con MPO. Dicha disminucién se condice con lo reportado por
Dornaski et al?, los que al evaluar actividad hidrolitica de la PTE de Bd, observaron que el
reemplazo de grupos metoxi por etoxi en el sustrato produce un incremento en Km, y una
disminucion en catalisis. Adicionalmente, Maxwell y Brench?8 estudiaron la afinidad de los

OPs por la acetilcolinesterasa (AChE), y propusieron que esa afinidad esta determinada
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por su uniodn a los sitios hidr6fobos en el sitio activo de la enzima. Sin embargo, los grupos
alcoxi, en particular, aquellos que tienen pequefio nimero de carbonos serian menos
hidrofébicos, en consecuencia, podrian unirse al sitio activo de manera inespecifica. En
este sentido, se producirian uniones no productivas, generando un efecto inhibitorio.
Adicionalmente se realizé un estudio molecular dinamico del sustrato dentro del sitio
activo de la PTE, y se demostré que el PO puede unirse de forma incorrecta de manera que

no puede ser hidrolizado, disminuyendo la Kca: 1°.
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Grafico 3.7. Velocidad inicial de reaccion en la hidrélisis del PO
en condiciones estandar (STD) y 6ptimas (OPT).

3.2.2.2.2.CO, CP

El CO ha sido empleado en screening de nuevas PTEs20.21 considerando que el producto
de hidrdlisis del CO es el clorferon (CF) (Figura 3.3.), el cual es fluorescente y posee un
coeficiente de extincién molar mucho mayor (e=22x10° mol L-1)14 que, por ejemplo, el PNF
(e=17x103 mol L1). Esto representa una ventaja en la bisqueda de nuevas enzimas

capaces de degradar OPs, ya que el CF es mucho mas sensible en cuanto a su deteccion.
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Figura 3.3. Reaccidn de hidrdlisis de CO y CP.

Considerando que ambos OPs son analogos y uno de sus productos de hidrolisis es el
CF, inicialmente fueron analizados por absorbancia a 360 nm en HPLC. En la Figura 3.4. se
expone a modo de ejemplo cromatogramas obtenidos a partir del analisis de muestras de
reaccion de hidrolisis catalizada por Bd. La sefial correspondiente al CO (tr= 3 min)
disminuye en el tiempo mientras que aparece la sefial del CF con un tr de 6 min. Durante el
desarrollo de estos ensayos, nuestra universidad adquiri6 el Cytation 5, Biotek, el cual
entre sus funciones cuenta con una lectora de placas que permitia medir fluorescencia.
Este nuevo equipamiento permitié el analisis de las muestras de manera mas sencilla,
rapida y economica, respecto del analisis por HPLC. Por lo tanto los andlisis de las

muestras obtenidas con estos OPs, fueron analizadas utilizando este tltimo equipamiento.
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Figura 3.4. Cromatograma de hidrélisis de CO catalizado por Bd
a) to, al inicio de la reaccidn; b) t;, al final de la reaccion.
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La actividad PTE frente a estos OPs disminuyé respecto de lo exhibido para MPO, PO y
MP. Esto puede ser explicado considerando por una parte que tanto el CO y CP son
estructuralmente mas voluminosos, lo que generaria un efecto estérico y con ello una
disminucion en la catalisis. En particular para el CO, C49 fue la mejor en condiciones
optimizadas exhibiendo 5 veces mads actividad que Bd. C13 fue la mas activa en la
hidroélisis de CP aumentando 3 veces su actividad en condiciones optimizadas y 2 mas que
la cepa control.

Por su parte cuando se comparan las actividades exhibidas entre estos analogos, se
observo, como esperado, que la actividad fue mayor con el oxén. C55 mostr6 122 y 138
veces mas actividad en condiciones estandar y dptimas respectivamente con CO que con
CP. Estos resultados se condicen con lo previamente reportado por Horne?2, quien evalud
la actividad hidrolitica de Pseudomona monteilli C11 frente a dichos OPs resultando una

mayor actividad con CO.
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Grafico 3.8. Velocidad inicial de reaccion en la hidrolisis del CO
en condiciones estandar (STD) y 6ptimas (OPT).
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Grafico 3.8. Velocidad inicial de reaccion en la hidrélisis del CP

en condiciones estandar (STD) y 6ptimas (OPT).

3.2.2.2.3. DDVP

La actividad PTE frente al DDVP fue relativamente alta, si se la compara con los
resultados obtenidos para los OPs oxigenados, la cepa 55 exhibi6 una actividad 10 veces
superior en comparacién con el sustrato modelo, MPO. Esto podria deberse a que el DDVP
es el OP mas pequeiio estructuralmente; ademas el grupo saliente del producto, el
diclorovinil alcohol (Figura 3.5.), puede tautomerizar al dicloroacetaldehido (DCA), y al ser
muy volatil no se acumularia en el medio de reaccién; en consecuencia, podria desplazar el

equilibrio favoreciendo la hidrélisis.

0

0 g 0
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Figura 3.5. Hidrolisis de DDVP.

La cepa 55 fue el biocatalizador que exhibié mayor actividad hidrolitica siendo 100 y
2,5 veces mas activa que Bd en condiciones estandar y optimizadas respectivamente. Por
su parte C13, C35 y C49 mostraron un incremento de 200 veces en condiciones estandar

respecto de la cepa control. Finalmente cuando se comparan las variaciones de actividad
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entre ambas condiciones ensayadas, se observé un incremento muy significativo en

condiciones optimizadas de 270 veces mas que en condiciones estandar para Bd.
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Grafico 3.9. Velocidad inicial de reaccion en la hidrélisis del DDVP
en condiciones estandar (STD) y 6ptimas (OPT).

3.2.2.2.4. CPP

Evaluar CPP como sustrato se presenta especial interés. Por un lado brinda informacién
de la especificidad de sustrato de los biocatalizadores en estudio, pero sobre todo por el
interés de obtener algun catalizador eficiente para su degradacién considerando su amplia
utilizaciéon en nuestro pais y los problemas que esto acarrea en cuestiones de
contaminacién ambiental y toxicidad para las personas.

€55, C13, C35 y C39 resultaron los microorganismos con mayor actividad PTE frente al
CPP, siendo entre 3 y 2 veces mas activos que Bd en condiciones estandar. Cuando se
analizaron en condiciones 6ptimas, la mayoria de los biocatalizadores disminuyeron su
actividad respecto de lo obtenido en condiciones estandar, a excepciéon de Bd y C49 las que
duplicaron su velocidad inicial. Estos resultados son controversiales considerando que en
condiciones dptimas se esperaba un aumento en la actividad PTE, como se ha observado a
lo largo del estudio de la hidrélisis de los diferentes OPs. En consecuencia, resultaria muy
interesante, optimizar las condiciones de reaccion empleando CPP, ya que las aqui

propuestas fueron realizadas con un OP estructuralmente muy diferente.
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Grafico 3.11. Actividad hidrolitica frente a CPP
en condiciones estandar (STD) y 6ptimas (OPT).

Tras el estudio realizado, no solo se han puesto a punto las condiciones de reaccién de

cada biocatalizador, si no que se ha seleccionado un microorganismo capaz de degradar

cada uno de los organofosforados eficientemente (Tabla 3.4).

Vo (umol min-1)

Compuestos
Microorganismos Condiciones Condiciones
organofosforados
estandar optimizadas
MPO C35 0,887 +£ 0,035 27,2 £ 0,2%**
PO C49 0,065+ 0,01 9,6 + 0,2%**
MP C64 0,19 0,05 1,821 + 0,007***
Cco C49 0,12 +0,01 0,17 £ 0,02**
CP C13 0,008 + 0,002 0,024 + 0,003***
DDVP C55 2,24 +£0,17 3,13 +0,83*
CPP C13 31,5+2,6 25,5 +5,4*

Tabla 3.4. Microorganismos capaces de degradar eficientemente cada uno de los OPs.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Los OPs representan un gran riesgo de contaminaciéon a escala mundial, siendo los
meétodos fisicos y quimicos utilizados para su eliminacién muy costosos, como asi también
contaminantes. Alternativamente la degradaciéon biolégica de dichos compuestos se
presenta como una opcioén practica, econdémica y amigable con el medio ambiente; sin
embargo, una de las principales dificultades de la biorremediacidn es encontrar la enzima
o el microorganismo capaz de realizar la degradacion del contaminante. En este sentido, se
estudid la actividad PTE de seis microorganismos previamente seleccionados dentro de
nuestro cepario. Todos fueron capaces de hidrolizar el sustrato modelo MPO, y las
mayores velocidades registradas fueron obtenidas empleando las cepas 13 y 49 que
fueron 3 veces mas activas que la cepa control.

Al evaluar la influencia de las condiciones de reaccion sobre la actividad PTE se observo
que a mayor pH la velocidad de hidrdlisis aument6. Adicionalmente, es interesante
destacar que la cepa 35 exhibié 13 veces mas actividad a pH 6 que el control, siendo de
interés ya que la mayoria de las PTEs suelen ser mas activas a pH basicos. Por otra parte,
no se logré determinar una tendencia definida en cuanto a la variacién de la actividad
frente a la temperatura de reaccion, sin embargo se consiguié incrementar la velocidad de
hidrélisis significativamente de las cepas 35 y 49 a 50 °C, alcanzando asi un aumento de
actividad de 58 y 20 veces respecto de Bd. En base a estos ensayos, se combinaron las
mejores condiciones de pH y temperatura de cada microorganismo, donde se esperaba
observar un efecto sinérgico, lo que s6lo ocurrié para Bd, aun asi, se establecieron
condiciones 6ptimas de reaccién para cada cepa.

Todas las bacterias propuestas fueron capaces de degradar los distintos OPs ensayados,
y fue posible seleccionar un microorganismo 6ptimo para cada sustrato tal como lo es
Streptomyces setonii ATCC 39116 para el MPO, Nocardia asteroides ATCC 19296 frente a PO
y CO, Arthrobacter oxydans ATCC 14359 para el MP, Arthrobacter oxydans ATCC 14358
frente a DDVP y Streptomyces phaeochromogenes CCRC 10811 para el CPP.
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CAPITULO 4

“Identificacion de bacterias aisladas de suelo y estudio de
sus actividades fosfotriesterasa ”
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OBJETIVOS
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e Objetivo General

Obtener nuevas fuentes microbianas con actividad fosfotriesterasa a partir de muestras

de suelo.

¢ Objetivos especificos

4. Identificar 2 bacterias previamente aisladas de suelo con actividad PTE.

5. Cuantificar la actividad PTE de los microorganismos capaces de degradar OPs.

6. Optimizar las condiciones de reaccién de los microorganismos aislados.

7. Evaluar la aceptacion de diferentes OPs como sustratos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS CON ACTIVIDAD
FOSFOTRIESTERASA

En la naturaleza se han encontrado que los microorganismos evolucionan para ser
capaces de degradar ciertas compuestos como resultado de la exposiciéon continua o
repetida a sustancias quimicas xenobio6ticas como los OPs!. Este comportamiento ha dado
lugar a una mayor degradacién microbiana de muchos productos quimicos y, por lo tanto,
ha provocado una reduccidn de la eficacia de varios pesticidas, incluidos los OPs?, de hecho
las primeras PTE halladas y estudiadas han sido aisladas de muestras de suelo.

En base a ello y con el objetivo de obtener nuevas fuentes bacterianas con actividad
PTE, previamente en nuestro laboratorio se habian aislado dos microorganismos con
actividad fosfotriesterasa de suelo tratado con clorpirifés y cumafés provenientes del
Partido de Daireaux, provincia de Buenos Aires. Para ello se empled una metodologia de
aislamiento basada en cultivo por enriquecimiento empleando como selector, pesticidas
tiofosfotriésteres como unica fuente de fosforo. Se obtuvieron 11 aislamientos, a los cuales
se les realiz6 un ensayo de actividad hidrolitica en medio sélido con coroxén3. Finalmente
se obtuvieron 2 aislamientos que mostraron intensidad de fluorescencia adecuada:

“CPPRO_6y CPR6_4".

4.1.1.Identificacion de los aislamientos

En colaboracién con la Dra. Lorena Rojas y Dr. Daniel Ghiringhelli, del Laboratorio de
Ingenieria Genética y Biologia Celular y Molecular, Area Virosis de Insectos (LIGBCM-AVI),
se identificaron los aislamientos CPRO_6 y CPR6_4 a nivel de género mediante analisis del

16S rDNA.
41.1.1.  Amplificacién de 16S rDNA
En la Figura 2.1 puede observarse el analisis de los amplicones obtenidos de las
reacciones de PCR mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8%, empleando como

referencia el ladder 1 kb. El producto de las reacciones fue purificado y enviado a

secuenciar, empleando los mismos oligonucle6tidos usados en la amplificacion.
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CPR46 CPRO6 ladder 1kb Figura 4.1. Gel de agarosa 0,8% Se
observan los amplicones correspondientes

al rDNA 16 S en cada aislamiento.

3,00 kpb
2,00 kpb
1,50 kpb

| 1,00 kpb
. 075kpb

0,50 kpb

4.1.1.2.  Secuencias depuradasy corregidas
Las cuatro secuencias recibidas de la secuenciacién fueron depuradas, eliminando las
regiones de baja calidad, y los pares de lecturas correspondientes a cada aislamiento

fueron ensamblados en los contigs correspondientes.

CPRO6 16SrDNA (1336 nt, parcial)

TTGCTTTCCTTGAGACCGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTATGCAACCTACCCTTTTCTGGGGGATAGCCCG
AAGAAATTCGGATTAATACCGCATAAGACCACGATACGGCATCGTGACGGGGTCAAACATTTATGGGAGA
AGGATGGGCATGCGTGCCATTAGCTAGTTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAGGCTACGATGGCTAGGGGAT

CTGAGAGGATGGCCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAAT

CGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTCCG
GGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAGAGGGCAGCTAGACAGCAATGTCATGCCAATCTCAAAAA
GCCGTTCACAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTTGGATTCGCTAGTAATCGCGTATCA
GCAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGGAAGTTGGGGG
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CPR46 16SrDNA (1263 nt, parcial)

AGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTGCCTTTAGGTTCGGAATAACTCAGGGAAACTTG
TGCTAATACCGAATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCCTTTAGAGCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGA

CTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGE

GGTGGGGATGAC
GTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGGTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGACTACAGAGGGTTAATCCT
TAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGTCCTCTGCAACTCGAGGGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTG

En ambos casos, la secuencia sombreada en Amarillo indica una lectura simple (1 sola
hebra), mientras que la regién sombreada en verde indica una doble lectura (confirmacién
mediante secuencia directa y complementaria).

4.1.1.3.  Identificacion por comparacion con Ribosomal Database Project y

Silva database.

En la siguiente tabla se presenta la identificacién de cada aislamiento en un contexto
taxondémico, determinandose que CPRO6 se corresponde con una bacteria del género

Pedobacter (Pd) mientras que CPR46 es del género Brevundimonas sp.

Sample | database | score/identity | domain phylum class
CPRO6 RDP 0.982/777 Bacteria Bacteroidetes Sphingobacteriia
CPR46 RDP 1.000/77? Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria
CPRO6 Silva 7?77/97.76 Bacteria Bacteroidetes Sphingobacteriia
CPR46 Silva 777/100.00 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria

. name (the most similar
order family genus .
known specie)
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uncultured bacterium; GI5-

Sphingobacteriales | Sphingobacteri Pedobact
phingobacteriales | Sphingobacteriaceae | Pedobacter 005-F01; Fj192729

Brevundimonassp. V4.B0.07;

Caulobacteriales | Caulobacteriaceae | Brevundimonas AJ227800

Sphingobacteriales | Sphingobacteriaceae | Pedobacter | -------

Caulobacteriales Caulobacteriaceae | Brevundimonas |-------

Uncultured bacterium clone T5-127 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
— Uncultured bacterium clone Glu58 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
— Pedobacter rhizosphaerae strain 01-96 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
CFB group bacteria | 3 leaves
— CFB group bacteria | 2 leaves
{ L unclassified | 15 leaves
"J— t————— Pedobacter borealis strain YF04-4(1) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
] Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone clone AF-35478
- Pedobacter sp. oral clone AV100 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
ﬁ Uncultured bacterium gene for 16S rRNA, partial sequence, clone: IC-37
| bacteria | 2 leaves
L L Sphingobacterium sp. 44/35 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
- Uncultured bacterium clone Chun-w-71 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
CFB group bacteria | 8 leaves
- Uncultured bacterium gene for 16S rRNA, partial sequence, clone: SC-85
—— Uncultured Sphingobacteriaceae bacterium clone MBR blank 6 16S rRNA gene, partial
Pedobacter ureilyticus strain THG-T11 16S ribosomal RNA, partial sequence
- CFB group bacteria | 6 leaves
1 Uncultured Flavobacterium sp. clone JXS1-17 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone ncd1005f05¢1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone ncd761g01c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
—LCFB group bacteria | 2 leaves
| Uncultured bacterium clone N-106 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
—— bacteria | 5 leaves

~——————— Uncultured bacterium clone ncd2798a11c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

’ ﬁ Flavobacterium-like sp. oral clone AZ123 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

T Uncultured Pedobacter sp. clone GI8-sp-M06 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
[ bacteria | 3 leaves
L Uncultured bacterium clone nbu291f04c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured Pedobacter sp. clone FA6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
bacteria | 4 leaves
Fenpropathrin-degrading bacterium JQL3-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
CFB group bacteria | 3 leaves

— bacteria | 9 leaves

CFB group bacteria | 4 leaves
| — CFB group bacteria | 2 leaves
| L——————— Uncultured bacterium partial 16S rRNA, clone SINW595_N11D0_16S_B
‘_? Uncultured bacterium gene for 16S rRNA, partial, clone: 12TCLN140
CFB group bacteria | 5 leaves

— Uncultured bacterium clone nbt116f10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
— Pedobacter sp. H37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
‘ 4 ~ CPRO6

L Uncultured bacterium clone GI5-005-F01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

0.01
—
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I 0.0007 I

Uncultured bacterium clone OTU39 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas vesicularis strain 98 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. VA1 partial 16S rRNA gene, strain VA1
Brevundimonas sp. strain EN14ES7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone 2-31043 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas vesicularis 16S rRNA gene, strain Asd M7-3
Uncultured bacterium clone EDW07B001_102 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
e Brevundimonas sp. CCBAU 10915 168S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas vesicularis strain IHBB 11140 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. R3(2014) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. MC8-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas vesicularis strain A3PC5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. Marine-1 partial 16S rRNA gene, isolate Marine-1
Brevundimonas vesicularis strain EGE-B-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. V3M6 partial 16S rRNA gene, strain V3M6
Brevundimonas vesicularis strain JH3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone BD72BR84 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. BYMS20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone 16slp107-1b09.p1k 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. FXJ8.080 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Caulobacteraceae bacterium NR6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas vesicularis strain FDAARGOS_289, complete genome
Uncultured bacterium clone EDW07B001_133 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone TF85 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone MTWL201306-79 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured alpha proteobacterium clone C1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas nasdae strain W1-2B 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas vesicularis strain CE39 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

e Brevundimonas vesicularis strain W125 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas sp. GW460-12-10-14-LB2, complete genome

- Uncultured bacterium clone EDW07B002_55 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Caulobacteraceae bacterium BFE1B 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas sp. YC21R 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. BNA-7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacterium strain NS27 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone EDW07B006_35 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. WPCB153 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone EDWO07B001_114 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas vesicularis strain DCB19 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Caulobacteraceae bacterium HP11H 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
- Brevundimonas sp. BNA-8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. MEB1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas intermedia strain W123 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
4‘ Brevundimonas nasdae strain R2A7.2-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas nasdae strain PYGV-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Caulobacteraceae bacterium HP40 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. CHNTR43 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas intermedia gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence
Brevundimonas intermedia strain ATCC 15262 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. AcG 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas sp. JAM-AL06 gene for 16S rRNA, partial sequence

Uncultured bacterium clone MTWL201306-72 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

e Brevundimonas sp. 7-8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas vesicularis strain R367B/1A 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

- Uncultured bacterium clone EDW07B001_53 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas vesicularis strain 266XY4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas nasdae strain 14D 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas vesicularis strain Busing 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas sp. DB-14 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

S Uncultured bacterium clone ACOC2BEOQ9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone EDW07B001_82 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas sp. MC5-f4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas sp. R-37024 partial 16S rRNA gene, strain R-37024

Brevundimonas sp. FrWW-Asx16 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence

Brevundimonas nasdae strain P1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. 5420S-28 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. PrLB12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas vesicularis strain XFB-BC 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas vesicularis strain CSB3-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
e Uncultured bacterium clone EDW07B001_63 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. 266XY5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone EDW07B001_60 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. HINF003 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence
Brevundimonas sp. CmLB14 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone AC1C1BD02 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. B7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone EDW07B001_58 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

CPR46

Brevundimonas vesicularis strain D67 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas vesicularis strain EQH12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone EDW07B001_40 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. AmL 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas vesicularis strain KMDH12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
e Uncultured bacterium clone EDW07B001_90 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. FSBSY13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
- Uncultured bacterium clone 16slp97-1b10.p1k 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone RS-B13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
- Brevundimonas vesicularis strain L17 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacterium ST11(2015) strain ST11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone EDW07B001_62 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. JPB-1.09 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone EDW07B001_137 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas vesicularis strain KNUC9022 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Brevundimonas sp. V4.BO.05 partial 16S rRNA gene, marine isolate

Brevundimonas vesicularis strain NBRC 12165 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Brevundimonas sp. FrW-Asx5 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence

Uncultured bacterium clone 16slp123-1f04.p1k 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Alpha proteobacterium MBIC3965 gene for 16S rRNA, partial sequence
Brevundimonas nasdae strain 13636E 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured organism clone ctg_ CGOF287 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Uncultured bacterium clone MTWL201306-54 16S ribosomal RNA gene, partial sequence




4.2. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD HIDROLITICA DE PEDOBACTER (CPR06)
Y BREVUNDIMONAS SP (CPR64).

4.2.1. Reaccion de hidrolisis en condiciones estandar

Se cuantificé la actividad PTE de los microorganismos identificados, para ello
inicialmente se evalu6 la hidrolisis de MPO en condiciones estandar (pH 8, 30°C). Los
ensayos cinéticos realizados, a diferencia de lo realizado experimentalmente para la
determinacién de Vo en el capitulo 3, fueron llevados a cabo en Cytation 5, dicho equipo
permitié ensayar la hidrélisis enzimatica y determinar la formacién de producto en
tiempo real. Para ello la mezcla de reaccion fue depositada en placas de 24 pocillos, el
equipo fue seteado bajo las condiciones de temperatura y agitacién deseadas, como asi
también la frecuencia de medicidn de absorbancia por un periodo de 2,5 h.

A modo de ejemplo en el Grafico 4.1. se observan los reportes provistos por el Cytation
para hidrolisis de MPO con Pd como biocatalizador. Es posible visualizar donde se observa
el incremento de la absorbancia (405 nm) a lo largo del tiempo, lo que indica un aumento

de la concentracion de PNF, con sus respectivas replicas y blancos.
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Grafico 4.1. Resultados obtenidos con Cytation 5, del ensayo de actividad hidrolitica
empleando como sustrato MPO y Pd como biocatalizador a 30°C, pH 8.

La nueva metodologia empleada resulté mas sencilla, ampliamente mas rapida y que
ademds permitié evitar errores operacionales, en comparaciéon con la metodologia
empleada en los ensayos previamente realizados. Por lo tanto, se continu6 trabajando con
esta metodologia y se determinaron los valores de Vo para ambos aislamientos. En el

grafico 4.2. se exhiben los resultados obtenidos, las tasas obtenidas con Pd y Bsp fueron
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menores que el control positivo (Bd). Sin embargo, fue de interés continuar su estudio ya
que estos microorganismos fueron aislados de suelo tratado con CP, pesticida del tipo
tiofosfotriéster, por lo cual es posible que estos microorganismos sean mas eficientes en la

hidrolisis de estos sustratos.

0.54

N
NS
[ ]

o=
W
1

Vo (nmol/min)

0.0
Bd Pd Bsp

Grafico 4.2. Actividad hidrolitica de microorganismos aislados
Empleando como sustrato MPO en condiciones estandar.

4.2.2. Determinacion de las condiciones de reaccion

Como ya se observd y desarrollé a lo largo de este trabajo, la degradacion de OPs
depende de numerosos factores entre los que hemos estudiado el pH, temperatura, y el
tipo de OPs#5. Es por ello que se procedid a estudiar dichos parametros empleando como

biocatalizador las bacterias aisladas.

4.2.2.1. Temperaturay pH

Para estudiar el efecto del pH y temperatura en la actividad hidrolitica de Pd y Bsp, se
ensay6 la degradacion del MPO como sustrato modelo, en un rango de pHs (pH 6 a pH 10)
y temperaturas (30°C a 60°C).

Tal como se observa en el Grafico 4.3., ambos microorganismos incrementaron
aproximadamente 6 veces mas actividad a pH 10 respecto del pH 8. Adicionalmente, es
interesante destacar que Pd exhibi6 a pH 6 y pH 7 un incremento de la actividad de 2,5

veces respecto a las condiciones estandar.
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Grafico 4.3. Actividad hidrolitica frente a diferentes pHs.

Adicionalmente si se comparan los microorganismos aislados, con los resultantes del
screening de cepas wt (Capitulo 3), a pH 10 tanto Pd como Bsp resultaron hasta 6 veces
mas activas que los microorganismos wt a excepciéon de C13. La que como se observa en el
grafico 4.4. fue la mas activa bajo estas condiciones de pH. Por su parte cuando nos
centramos en los resultados obtenidos hacia pHs acidos, si bien resultaron destacables los
valores de Vo arrojados por las bacterias aisladas a pH 6, y hasta fueron maés activos que la
mayoria de los microorganismos wt, C13 y C35 aun siguen siendo los biocatalizadores més

activos en estas condiciones.

3-
3 Bd
1 == C13
== C35
E= C39
2-
%‘ I I B C49
E N Em C55
§ i EE C64
g
= == Pd
E Bsp
" nH [l H ” H

pH6 pH7 pH8 pH9 pH10

152



Grafico 4.4. Actividad hidrolitica frente a diferentes pHs.

Por su parte, cuando se estudid el efecto de la temperatura se observé que conforme
incrementd ésta, la actividad PTE también aumenté. Pd y Bsp incrementaron 2 y 3,5 veces
su actividad a 60°C respecto de 30°C. Por su parte Pd para el resto de las temperaturas
ensayadas no exhibe diferencias significativas respecto de lo observado a 30°C, mientras

que Bsp mostré un incremento escalado conforme increment6 la temperatura.
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Grafico 4.5. Actividad hidrolitica frente a diferentes temperaturas.
Nuevamente si se comparan los microorganismos aislados, con los wt (Grafico 4.6.),

tanto Pd como Bsp no mostraron ser los mas activos bajo cada condicién de temperatura.
Sin embargo es interesante resaltar que si bien su Vo es menor que la de C13 a 60°C, ésta
fue la temperatura a la cual exhibieron mayor actividad PTE. Estos resultados, son
atractivos desde el punto de vista biotecnolégico ya que, tanto Pd como Bsp, permiten
trabajar en el rango termdfilo, proveyendo de enzimas termoestables aplicables a la
degradacién de OPs en climas extremos. Ademds, una alta estabilidad térmica
generalmente también esta vinculada a una alta resistencia a otras condiciones, como la

presencia de disolventes, detergentes, etc®.
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Grafico 4.6. Actividad hidrolitica frente a diferentes temperaturas.

I I i

Bd
C13

C35
C39
C49
C55
C64
Pd

Bsp

Para finalizar y determinar las condiciones optimizadas de reaccién, se combiné pH y

temperatura donde se observé mayor actividad enzimadtica, a fin de evaluar si al

combinarlas la actividad PTE mejoraria ain mas.

Se comprobd un efecto sinérgico (Grafico 4.7.) con un aumento de 32 veces la actividad

en condiciones éptimas respecto de las estandar. Por lo tanto para ambos biocatalizadores

la condicion optimizada de reaccién fue pH 10, 60°C.

STD
OPT
pH 10
60°C

igal

v, (Lmol/min)

Bsp

Grafico 4.7. Mix de pH y temperatura 6ptimos.
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4.2.2.2. Sustrato

Otra variable de suma importancia es el tipo de sustrato empleado, por ello se estudio
la hidrolisis biocatalizada de diferentes OPs bajo condiciones estandar de reacciéon, como
asi también bajo las condiciones de reaccién optimizadas previamente.

Bajo condiciones estandar se observé mayor actividad hidrolitica cuando se emplearon
como sustrato CO, CP y CPP, respecto de MPO, PO y MP. La diferencia entre estos dos
grupos de OPs es que estructuralmente sus grupos salientes son mas voluminosos. Estos
resultados no son sorprendentes, si se considera que estos microorganismos fueron
aislados de suelo tratado con CP, por lo cual es posible que hayan evolucionado para
aceptar este tipo de sustratos debido a la constante exposicion a éll. Adicionalmente, si
analizamos ambos grupos de OPs, cuando los OPs del tipo oxigenados fueron utilizados, la
actividad enzimatica fue superior respecto de los tiofosfatos a excepcidn de los resultados
obtenidos para CPP. En general la disminucién de la actividad PTE, como bien ya ha sido
explicado previamente puede deberse a la menor reactividad de los tiofosfatos”.

Por otra parte, cuando la hidrdlisis de MPO, PO y MP fueron ensayadas en condiciones
optimizadas se observo un incremento aproximado de 32, 7 y 2 veces respectivamente, en
contraste con lo determinado para las condiciones estandar. En el caso de CO, CP y CPP, la
actividad hidrolitica disminuyé en condiciones 6ptimas. Nuevamente, aqui es interesante
considerar que la puesta a punto de condiciones de reaccién se llevé a cabo con un
sustrato modelo, MPO, es por esto que probablemente para los OPs estructuralmente
similares a éste (PO y MP) la actividad incremente al llevar a cabo los ensayos en
condiciones optimizadas respecto de las estandar. Mientras que para los otros OPs
ensayados, que como bien ya se menciond, son estructuralmente diferentes la actividad
hidrolitica haya disminuido. Es por ello que seria de interés la puesta a punto de las
condiciones de reaccién con cada uno de éstos. Adicionalmente es importante considerar
que la zona de Daireaux, Bs. As. de donde se aislaron estos microorganismos, posee un
clima anual promedio que va desde 10°C a 31°C. El periodo de cultivo en Daireaux
normalmente dura entre 8 a 9 meses (270 dias), desde aproximadamente septiembre
hasta junio, periodo donde la temperatura va desde los 20°C a 31°C8, siendo este rango lo

mas similar a la condicion estandar de reaccién ensayada.
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Grafico 4.8. Actividad hidrolitica de Pd y Bsp frente a diferentes OPs en
condiciones estandar (STD) y dptimas (OPT).
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Grafico 4.8. Actividad hidrolitica de Pd y Bsp frente a diferentes OPs en
condiciones estandar (STD) y ptimas (OPT).

Por ultimo al comparar los microorganismos wt seleccionados como 6ptimos para cada
sustrato bajo condiciones estandar (Capitulo 3) con los resultados obtenidos con los
aislamientos aqui estudiados, se observa que estos ultimos son aproximadamente 5 veces

mas activos cuando PO y MP fueron empleados como sustrato, mientras que la diferencia
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mas destacable se observa en la degradacion CO y CP exhibiendo 10 veces mas que la
actividad PTE que los microorganismos wt (Grafico 4.9. a).

En condiciones optimizadas (Grafico 4.9. b) los microorganismos wt resultaron ser mas
activos que Pd y Bsp en el caso de la hidroélisis biocatalizada de MPO, PO, siendo la

diferencia muy amplia para CPP.
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Grafico 4.9. Actividad hidrolitica de microorganismos wt, Pd y Bsp frente a diferentes OPs en
a) Condiciones estandar y b) éptimas.
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CONCLUSIONES

Los primeros microorganismos capaces de degradar OPs se aislaron de suelo e
identificaron en 1973 como Flavobacterium sp. y Brevundimonas diminuta®.
Posteriormente, se aislaron e identificaron numerosos tipos de microorganismos con
dicha capacidad, incluyendo bacterias, hongos, algas y cianobacterias??.

En este marco, es que se propuso obtener microorganismos de suelo tratado con OPs y
evaluar la capacidad degradadora de dichos compuestos. A partir de muestras de suelo
de un campo de Daireaux, Buenos Aires, Argentina; se aislaron e identificaron dos
bacterias con actividad fosfotriesterasa del género Pedobacter y Brevundimonas sp. Se
estudiaron los perfiles de actividad hidrolitica bajo diferentes condiciones de pH y
temperatura, empleando como sustrato modelo MPO. Si bien resultaron mas activas a
pH 10, es también interesante resaltar que fueron activas a pH 6 y 7; siendo de interés
la actividad PTE a pHs &cidos, en el tratamiento y decontaminacién de ciertos
alimentos en proceso de fermentacién en medio acido!!. Respecto a la temperatura
Optima, los microorganismos aislados fueron mas activos a 60°C empleando MPO
como sustrato, por lo que estos microorganismos serian termoestables y atractivos
para la biorremediacion en ambientes termofilos.

Posteriormente, con la finalidad de optimizar atin mas la actividad PTE, se combino el
mejor pH y temperatura determinados, observandose un efecto sinérgico, alcanzando
un aumento de actividad de 32 veces respecto de las condiciones estandar,
determinandose que las condiciones optimizadas fueron pH10, 60°C.

Otro aspecto muy importante evaluado fue la especificidad de sustrato, observandose
mayor actividad hidrolitica para OPs estructuralmente mas voluminosos tales como:
CP, CO y CPP respecto de MPO, PO y MP. Incluso Pd y Bsp fueron 10 veces mas activos
frente a CO y CP que los microorganismos Wt en condiciones estindar. También
fueron 5 veces mas activos cuando PO y MP fueron empleados como sustrato. Por su
parte cuando éstos fueron evaluados bajo condiciones optimizadas la actividad PTE
incrementd en la degradaciéon de MPO, PO y MP, mientras que para CO, CP y CPP
disminuyo.

Los resultados alcanzados hasta aqui nos permitieron concluir que el ambiente del
cual es aislado un microorganismo puede ser determinante en su capacidad
hidrolitica, ya que los mejores resultados se observaron para los sustratos del tipo CP,
y las condiciones de reaccién de este tipo de OPs fue a 30°C, temperatura a la cual se

encontraba sometido dichos microorganismos en la naturaleza.
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Finalmente es importante resaltar la gran capacidad degradadora de CPP de estos
microorganismos, considerando que este pesticida es uno de los mas utilizados en
nuestro pais. Previamente, se han aislado varios genes que codifican a enzimas
capaces de degradar OP a partir de microorganismos de diferentes regiones
geograficas, algunos de los cuales se ha demostrado que hidrolizan CPP1z 13, 14,
También se ha demostrado, se ha demostrado que algunos microorganismos lo
degradan co-metabdlicamente en medios liquidos!2 15, Singh et al.16 informaron sobre
la degradacion mejorada de CPP por la cepa B-14 de Enterobacter, degradando 0,075
mM (aproximadamente 25 mg L-1) en 3 dias; considerando la V, determinada para Pd
como biocatalizador en el consumo de CPP, éste podria degradar 0,075 mM en 1 h;
siendo notablemente superior.

De esta manera es posible concluir que hemos hallado e identificado microorganismos
capaces de ser activos en condiciones de pH acidos y, que también son altamente
eficientes en la degradacidon de OPs estructuralmente voluminosos, los que en general
las PTE mas estudiadas no son capaces de degradar. Esta versatilidad y aceptacion de
sustratos los hacen sumamente atractivos no solo para el tratamiento de aguas y

suelos contaminados con OPs, sino también para la decontaminacion de alimentos.
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CAPITULO 5

“Estudios tendientes a la aplicacion en biorremediacion
de los biocatalizadores estudiados.
Desarrollo de un biorreactor”
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OBJETIVOS
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e Objetivo General

Avanzar en el desarrollo de un biorreactor a escala laboratorio para estudiar la
potencial aplicacion de los biocatalizadores hasta aqui ensayados al tratamiento de aguas

contaminadas con pesticidas del tipo organofosforados.

¢ Objetivos especificos

8. Evaluar los extractos enzimdaticos provenientes de las fuentes bacterianas

estudiadas en este trabajo como biocatalizadores en la degradacién de OPs.

9. Inmovilizar por atrapamiento en alginato de calcio tanto las células enteras como el

extracto enzimatico, y evaluar su actividad fosfotriesterasa.

10. Optimizar la carga de biocatalizador evitando la presencia de limitaciones de

transferencia de masa.

11. Disefiar y caracterizar un biorreactor a escala laboratorio para la decontaminaciéon

de aguas con pesticidas organofosforados.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. INFLUENCIA DE DIFERENTES FORMAS DE BIOCATALIZADOR EN LA ACTIVIDAD
FOSFOTRIESTERASICA

3.1.1. Células enteras vs extracto enzimatico

Con el objetivo general de obtener un biocatalizador capaz de ser aplicado en el
tratamiento de aguas contaminadas con OPs, se evaluaron como biocatalizadores las
células enteras de los microorganismos wt seleccionados de acuerdo al sustrato (Tabla
6.1.) y los extractos enzimaticos provenientes de las mismas. Estos extractos se obtuvieron
por lisado celular de las bacterias y posterior seleccion de la porcion correspondiente a la
fraccion de membrana, considerando que en general las PTE bacterianas se encuentran
asociadas a la membrana interna.

La reaccién de hidrdlisis se llevd a cabo bajo condiciones estandar y optimizadas
(Tabla 5.1.), y se propuso estudiar la degradacién completa de 50 mg L1 de OPs,
considerando que en general dicha concentracidn promedio es la utilizada en

formulaciones aplicadas en la industria agricola dependiendo el tipo de cultivo a tratar?.

Condiciones de Reaccion

Compuestos

organofosforados Microorganismos Estandar Optimizadas
(STD) (OPT)
MPO C35 pH8 - 50°C
PO C49 pH8 - 50°C
MP C64 o pH8 - 50°C
Cco C49 pH8 - 30°C pH8 - 50°C
DDVP C55 pH8 - 60°C
CPP C13 pH8 - 40°C

Tabla 5.1. Condiciones de reaccién para la hidrélisis enzimatica de cada uno
de los OPs propuestos en el capitulo 3.

Inicialmente la reacciéon de degradacion fue llevada a cabo por un periodo 50 dias. En
ningun caso se observo la degradacion completa, a excepcién de la reaccion biocatalizada
por el extracto enzimatico proveniente de C64, el que tras 21 dias de reaccion en
condiciones optimizadas alcanzé un rendimiento del 100%, mientras que con células

enteras sélo se obtuvo un 15% de hidrolisis (Grafico 5.1.).
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Grafico 5.1. Reaccion de hidrolisis de MP utilizando células enteras y
extracto enzimatico de C64 en condiciones estandar (STD) y optimizadas (OPT).

Considerando dichos resultados en comparacién con los tiempos de reaccion
reportados en bibliografia?, estos dltimos exhiben el consumo total en periodos mas cortos
(entre 14 y 21 dias). Por lo que se determind como tiempo maximo de reacciéon para el
resto de los ensayos el tiempo empleado por C64 para la degradacién completa de MP.

Al comparar los resultados obtenidos entre ambas formas de biocatalizador se observa
que en general empleando el extracto enzimatico la actividad PTE incrementé. Esto puede
deberse a la localizacién de la PTE, en el extracto enzimdtico ésta se encuentra mas
accesible para su interacciéon con el sustrato, debido a que los OPs ya no deberian
atravesar la membrana externa para interaccionar con la enzima, y de esta manera sortear
dicha limitaciéon. Cuando se evalu6 la hidrélisis de CO con el extracto enzimatico fue
degradado en un 40%, incrementando 2 veces la actividad respecto a lo exhibido con
células enteras. Del mismo modo, los extractos enzimaticos de C35 y C49 utilizados como
biocatalizador en la hidrélisis de MPO y PO respectivamente bajo condiciones dptimas,
alcanzaron hasta un 20% mas de degradacion.

En los casos en los que la actividad hidrolitica fue menor con el extracto enzimatico
como biocatalizador, podria deberse a que la lisis celular por sonicacién para la obtencion
de los mismos puede afectar a la estabilidad de las OP hidrolasas. Al estar expuestas al
medio, el entorno de la enzima (pH y fuerza idnica) cambia, pudiendo producir la

desnaturalizacion de la misma.
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3.1.2. Biocatalizador libre vs inmovilizado

Los biocatalizadores inmovilizados presentan una gran cantidad de ventajas respecto
de los libres, incrementando su estabilidad y vida media3. En este sentido y con
perspectivas a desarrollar un biorrector para el tratamiento de aguas contaminadas con
pesticidas del tipo organofosforados, se llevd a cabo la inmovilizacién por atrapamiento. Si
bien existen diferentes metodologias de inmovilizacién, la seleccionada es la mas utilizada
a la hora de trabajar con células enteras. En este marco la retencidn fisica de la célula fue
llevada a cabo en alginato de calcio, considerando la experiencia previa del grupo y debido
a que es un procedimiento sencillo de realizar*.

Para obtener los derivados inmovilizados, a partir de los cultivos bacterianos de C35,
C13, C49, C55 y C64 se tomaron 1,2x101° células, las que fueron inmovilizadas
directamente para la obtencidn del biocatalizador “Células enteras inmovilizadas”; o
lisadas por sonicacién, y la fraccion de membrana resultante finalmente inmovilizada,
obteniéndose el “Extracto enzimdtico inmovilizado”. Una vez preparados los
biocatalizadores, su actividad hidrolitica fue analizada determinando los porcentajes de
degradacién a los 21 dias de reaccidn.

Comparando los resultados conseguidos para los biocatalizadores libres (Células
enteras y extracto enzimatico) con los de los inmovilizados, se observd que la actividad
hidrolitica fue inferior tanto en condiciones estdndar como optimizadas (Grafico 5.2). Esto
podria deberse a limitaciones de transferencia de materia, siendo ésta una de las
principales desventajas de trabajar con biocatalizadores inmovilizados. Adicionalmente,
no se observaron variaciones significativas en el porcentaje de degradacién si se
comparan ambos catalizadores inmovilizados, a excepcién de las células enteras
inmovilizadas de C13 en la hidrolisis de CPP bajo condiciones optimizadas, que exhibe un
75% de degradacion de sustrato mientras que el extracto enzimatico inmovilizado solo el
20%. Del mismo modo las células enteras inmovilizadas degradaron CPP 75 veces mas en

condiciones optimizadas respecto de lo exhibido en condiciones estandar.
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Grafico 5.2. Porcentaje de OPs remanente luego de 21 dias de reaccién utilizando diferentes formas
de biocatalizadores en condiciones estandar (STD) y optimizadas (OPT).
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3.1.3. Optimizacién de la carga del biocatalizador inmovilizado

Para trabajar con derivados inmovilizados como catalizadores es de interés encontrar
condiciones de trabajo en las que la carga enzimatica contenida en el soporte sea la
maxima posible sin que aparezcan limitaciones en la transferencia de masa.

Para ello, en base a los resultados previamente obtenidos, se exploré la seleccion del
biocatalizador inmovilizado que exhibiera el mayor porcentaje de degradacién para cada
OP. En la mayoria de los casos el extracto enzimatico mostr6 mayor porcentaje de
degradacidén que las células enteras, aunque la diferencia no era significativa. Por lo que, al
evaluar “costo-rendimiento” se seleccionaron las células enteras debido a que, en
cuestiones de costo, la obtencién del extracto enzimatico involucra un paso mas en lo
experimental, y la obtencidn final de un 5% mas de degradacioén, no es relevante. Es por

ello que los biocatalizadores seleccionados fueron:

Compuestos Biocatalizador inmovilizado
organofosforados

MPO Extracto enzimatico proveniente de C35
PO Células enteras, C49
MP Células enteras, C64
Cco Células enteras, C49
CP Células enteras, C13

DDVP Células enteras, C55

CPP Células enteras, C13

Tabla 5.2. Biocatalizadores inmovilizados seleccionados para la degradacién de OPs
en base a los resultados obtenidos en seccién 6.1.2.

De acuerdo a los ensayos realizados hasta esta instancia, se consider6 como punto de
partida la inmovilizacion de 2x10° células cada 2,5 mL de soporte (1X). Para comprobar la
influencia en la degradacién al incrementar la carga de biocatalizador y determinar el
efecto de la transferencia de masa, se analiz6 el porcentaje remanente de OPs tras 21 dias
de reaccion utilizando 2, 4, 6 y 10 veces mas la cantidad de biocatalizador (célula/extracto
enzimatico) inmovilizado respecto del 1X.

En todos los casos se observé un decaimiento en la capacidad de degradacion del
biocatalizador inmovilizado al incrementar la carga enzimética pudiendo estar ligado con
posibles problemas de transferencia de masa, al haber mayor cantidad de biocatalizador
por mL de soporte es posible que exista alguna limitacion en el acceso del sustrato a la
enzima, probablemente haya menor superficie de la célula expuesta al medio para el
ingreso del sustrato a la misma. Por su parte las células enteras de C55 inmovilizadas

empleadas en la hidrélisis de DDVP fueron la excepcidn, ya que en este caso, conforme se
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increment6 la cantidad de biocatalizador la actividad incrementé alcanzandose el doble
cuando se empleé 10X. Este ensayo permitié deducir que, entre las cargas enzimaticas
ensayadas, el trabajar con 2x109 células (1X) seria el limite operacional en la relacién
carga de biocatalizador por mL de soporte, a excepcidn de C55 (10X).

Al observar que aumentando la cantidad de biocatalizador en la mayoria de los casos la
actividad no aumenta, seria de importancia evaluar menores cantidades, ya que quiza
seria posible alcanzar mejores o iguales porcentajes de degradaciéon con menor carga de

biocatalizador por mL de soporte.
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Grafico 5.3. Influencia de la carga de biocatalizador células enteras inmovilizadas por mL de
soporte en la degradacion de los OPs propuestos en condiciones estandar.

5.2. DISENO DE UN BIORREACTOR PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS
CONTAMINADAS CON PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Los tratamientos biolégicos han cobrado gran interés en los procesos de depuracion
de aguas residuales, aprovechando la capacidad de los microorganismos de degradar,
acumular, adsorber o precipitar una gran variedad de contaminantes presentes en aguas o
efluentes. Es por ello que una vez estudiados y caracterizados como biocatalizadores en la
hidrolisis de OPs las células enteras y el extracto celular inmovilizados de diferentes
microorganismos, se procedi6 al armado y caracterizacion de un biorreactor.

A diferencia de lo que ocurre con equipos para procesos de transferencia de masa o de
calor, no existe una metodologia para el disefio de equipos dentro de los cuales se

desarrolle una reaccién o conversién bioquimica, debido principalmente a que el disefio
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del biorreactor estara regido por el sistema de reaccién especifico y el tipo de
microorganismos que se emplee. En el armado del biorreactor a emplear en este trabajo se
tuvo en cuenta la obtencién de un biocatalizador funcional y eficiente para la conversién
de interés y su aplicacién en el mismo. Es por ello que fueron estudiadas las condiciones
de reaccion (pH, temperatura y sustrato), la inmovilizacién (carga de biocatalizador) y
reutilizacion del biocatalizador; como asi también la distribuciéon de los tiempos de
residencia y el tipo de flujo en el reactor.

El biorreactor fue evaluado inicialmente en la degradacion de PO considerando que el
producto de hidrolisis era facilmente cuantificable, como asi también por ser uno de los
OPs mas estudiados. Posteriormente, fue empleado en la degradacién de CPP, ya que es el

OP mas utilizado en nuestro pais y en el mundo como pesticida.

5.2.1. Condiciones de operacién del sistema

5.2.1.1.Temperatura

Existen reportes del uso de biocatalizadores mesoéfilos y terméfilos en biorreactores
para el tratamiento de aguas residuales dependiendo del tipo de reactor. Por ejemplo, se
ha disefiado un biorreactor anaeroébico de lecho expandido granular el cual ha producido
la degradacion total de pesticidas tanto a 35°C como a 55°C. Si bien esta ultima condicién
involucra un costo energético debido a la calefaccion del sistema, presenta la ventaja
adicional de generar un 35% mas de metano, subproducto de la reaccidn, lo que hace al
proceso econdmicamente rentable5. Por su parte también se han inmovilizado OP
hidrolasas termoestables en membranas del tipo hidrofilicas e hidrofébicas para el
tratamiento en biorreactores de agua en forma liquida y vapor®.

Particularmente nuestro laboratorio cuenta con la experiencia en reactores del tipo
batch y lecho empaquetado, por lo que contdbamos con reactores de estos tipos. Para su
utilizacién y considerando el objetivo de este trabajo se seleccioné el reactor de columna,
para el desarrollo de un lecho empaquetado con los microorganismos previamente
inmovilizados que fueron estudiados en condiciones estandar y optimizadas.
Considerando el tipo de reactor disponible, el costo energético de trabajar bajo las
condiciones estudiadas, y un futuro escalado del mismo, es que se decidié finalmente
trabajar en condiciones estandar (30°C), este sistema a diferencia del reactor anaerébico
mencionado, no prevé la subproduccién de compuestos que lo hagan rentable al trabajar a

temperaturas elevadas.
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5.2.1.2. Biocatalizador
5.2.1.2.1. Seleccion del biocatalizador

En base a los resultados previamente obtenidos del estudio de la hidrélisis con los
biocatalizadores inmovilizados para la degradacién de PO, se trabajé con células enteras
inmovilizadas de C49 (Tabla 5.2). Por su parte, para la degradacién de CPP se observé que
en condiciones estandar el biocatalizador “células enteras inmovilizadas de C13” no fue
capaz de degradar CPP, mientras que el “extracto enzimatico inmovilizado de C13” solo
exhibi6 un 20% de degradaciéon. Por lo que resultd interesante considerar los
microorganismos aislados de suelo debido a que estos biocatalizadores libres mostraron
valores de V similares a lo obtenido para C13 (Grafico 4.9., Capitulo 4).

Si bien ambos eran atractivos considerando las velocidades iniciales exhibidas,
Pedobacter se presenta como un catalizador novedoso, ya que no ha sido reportado en
dicha catdlisis a diferencia de Brevundimonas, que ha sido uno de los microorganismos
mas estudiados como fuente de PTE desde que se reveld dicha actividad. Por lo que,
finalmente se decidid estudiar las células enteras y los respectivos extractos inmovilizados

de Pd.
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Grafico 5.4. Porcentaje de CPP permanente luego de 21 dias de reaccion
utilizando diferentes formas de Pd en condiciones estandar.

Tras el andlisis de los resultados expuestos en el grafico 5.4. respecto de lo obtenido
con C13 (Grafico 5.2) todas las formas de biocatalizador de Pd mostraron ser mas

eficientes en la degradacién de CPP. En consecuencia el biocatalizador seleccionado para
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emplear en el biorreactor fue Pd. Posteriormente con el fin de elegir una forma de
biocatalizador entre células enteras y extracto enzimatico inmovilizado, se compararon los
porcentajes de degradacion de CPP, observandose que el primero alcanzé un 75%,
mientras que el extracto un 40%. En resumen, las células enteras inmovilizadas de Pd
fueron seleccionadas como biocatalizador a ser empleadas en el reactor para la
degradacién de CPP.

Finalmente al evaluar el incremento de la carga enzimatica por mL de soporte (2X, 4X,
6X y 10x), no se observaron incrementos significativos al igual que en la mayoria de los

biocatalizadores wt.

5.2.1.2.2. Estudio de transferencia de materia a través del biocatalizador inmovilizado

Las velocidades de reaccién y la transferencia de materia no son independientes.
Considerando que el biocatalizador se encuentra inmovilizado en un polimero de gel
(perlas), y que este deberia permitir la difusion de los reactivos y productos desde y hacia
el interior de la particula, uno de los objetivos fue determinar la influencia relativa de la
transferencia de materia en la velocidad de reacciéon*.

En primera instancia se determiné el tipo de comportamiento cinético para los dos
biocatalizadores propuestos. Para ello se calcularon las velocidades iniciales a distintas
concentraciones de sustrato tanto para el biocatalizador libre como para el inmovilizado.
Del andlisis estadistico por regresion no lineal se determiné que ambos se ajustaban a una
curva del tipo enzimatica michaeliana (Grafico 5.5.). De la misma forma, se determinaron
los parametros cinéticos, Km y Vmax (Tabla 5.3). Tras la comparacién entre los valores de
Km del biocatalizador libre respecto del inmovilizado se desprende, como una primera
aproximacion, que existiria algin tipo de problema de transferencia de masa en el
biocatalizador inmovilizado de C49 para la degradaciéon de PO ya que el incremento en
dicho parametro puede adjudicarse a un menor acceso del sustrato a la enzima. Por su
parte, los valores de Km arrojados para los biocatalizadores de Pd no presentan
diferencias significativas por lo que el biocatalizador inmovilizado no presentaria

problemas de transferencia de masa.
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Grafico 5.5. Determinacion del comportamiento enzimatico utilizando
biocatalizadores libres e inmovilizados para la hidrélisis de a) PO y b) CPP.

Para la determinacién puntual de problemas de transferencia de materia sea interno o
externo del biocatalizador inmovilizado de C49, existen diferentes parametros que dan
cuenta de ellos. Por ejemplo el factor de efectividad interna, permite calcular la relacion
entre la velocidad de reacciéon observada (ra.ns) del biocatalizador inmovilizado respecto
de la velocidad que ocurriria en cualquier punto de la particula. Si dicho valor es igual a 1,
estariamos en ausencia de limitaciones debidas a transferencia de materia. Sin embargo,
no es posible determinar este factor para las reacciones del tipo michaelianas, ya que para
el calculo de la raens no se dispone de una ecuacion para determinar la concentracién del
sustrato en la superficie exterior de la particula en funcién del radio. Lo mismo ocurre si se
quiere determinar el médulo observable para la transferencia de materia, en general las
ecuaciones de difusidon-reaccién para cinéticas de este tipo se resuelven mediante métodos
numéricos realizados por programacion*. A fin de minimizar los inconvenientes de
transferencia de materia, inicialmente seria posible evaluar perlas de alginato de menor
tamafio de modo que bajo la misma cantidad de soporte y células la superficie de

interaccion para la transferencia de materia sea mayor.

C49 entera inmovilizada (PO) Pd entera inmovilizada (CPP)
Libre Inmovilizada Libre Inmovilizada
Vmax 11,68 £ 0,36 12,28 £ 0,35 4,97 £ 0,27 10,81 + 0,47
Km 0,47 + 0,04 0,77 £ 0,05 1,48 £ 0,27 1,03 £ 0,89
R? 0,9974 0,9010 0,9579 0,9902

Tabla 5.3. Parametros cinéticos para biocatalizadores.
libres e inmovilizados en la hidroélisis de PO y CPP,
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5.2.2. Deteccion y seguimiento de las reacciones llevadas a cabo en biorreactor

Alo largo del proceso de degradacion de OPs en el biorreactor, se colectaron muestras

del reservorio que fueron analizadas segtin el OP en cuestién.

5.2.2.1. Paraoxon

Tal como se menciond a lo largo de este trabajo, PO al ser hidrolizado libera como
producto de reaccién PNF, siendo éste facilmente detectado por espectrofotometria a 405
nm. Empleando una curva de calibracion de PNF fue posible determinar la concentracion
del mismo, como asi también indirectamente calcular el porcentaje de sustrato consumido.
Dichos resultados pueden observarse en el grafico 6.6. en el que se exhiben los resultados

obtenidos en el primer uso del biorreactor, observandose el consumo total de PO tras 56 h.
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Grafico 5.6 Cuantificacion de la formacion de PNF y % de degradacion de PO
respecto del tiempo.

5.2.2.2.Clorpirifés

La degradacion de clorpirifés fue determinada por consumo de sustrato, analizando
las muestras por HPLC. En la siguiente figura se exhiben los cromatogramas obtenidos
tras el andlisis de las muestras a tiempo inicial y final, del primer ciclo de uso del reactor

para tratamiento de CPP.
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Figura 5.1. Cromatogramas obtenidos del analisis por HPLC de

a) Tiempo inicial y b) tiempo final de reaccidn.

Adicionalmente, fue posible determinar el porcentaje de CPP remanente en el

reservorio en el transcurso de la degradacién de dicho OP, alcanzandose el 100% tras 17 h

de operacion.

% CPP remanente

10

Tiempo (h)

15

—=— REUSO 1
—=— BCO QCO

Grafico 5.6. Cuantificacion de % de degradacion de CPP respecto del tiempo.
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5.2.3. Caracterizacion del reactor

5.2.3.1. Determinacién del tiempo de residencia y tipo de flujo

El disefio de un reactor, de forma simplificada, implica esencialmente la determinacién
del tamafio necesario para obtener una cierta cantidad de producto en condiciones
precisas. Como en nuestro laboratorio se contaba con una columna de tamafio predefinido,
fue de interés caracterizar el modo de operaciéon del mismo. Para ello inicialmente es
estudio el tiempo de permanencia de los elementos del fluido en el reactor, ya que, aunque
el flujo total no presentara variacién alguna, no todos los elementos del fluido permanecen
el mismo tiempo. La distribucién de los tiempos de residencia (DTR) de un reactor es una
caracteristica del mezclado que ocurre dentro de él; o sea el tiempo que tarda una
molécula desde que entra hasta que sale del reactor, y estd directamente ligado con el tipo
de flujo del sistema’8. Este fue determinado experimentalmente mediante la técnica de
“estimulo-respuesta” aplicando a la entrada del reactor una sefial escalén del trazador
(solucién de biftalato de potasio), y evaluando su salida a través de la medicion de pH.

En primera instancia, una vez llevada a cabo la experiencia y determinado el pH en
funcion del tiempo se realizé el grafico 6.7.a, este representa el recorrido del trazador
introducido al sistema, la curva resultante es una tipica curva del tipo F (pH(t)). Luego a
partir de dichos resultados, se calculé la derivada en cada punto de la curva anterior en
funcion del tiempo medio (Ecuacion 5.1.), donde el valor maximo representa el tiempo de
retencién medio (Grafico 6.7 b), siendo éste: tR=79,25 min. La curva resultante (Curva “E”)

es conocida como la distribucién de edades a la salida (DTR).

pH(i+ 1) — pH(i)

Der (i) = A

Ecuacion 5.1. Distribucion de los tiempos de residencia, curva E(t).
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Grafico 5.7. Variacion del pH respecto del tiempo una vez iniciada
la alimentacién con el trazador a) Curva F b) Curva E,

A partir de la observaciéon de dicha curva, y su comparaciéon con las curvas de los
modelos ideales para flujo pistdn, seria posible determinar la existencia de un posible flujo
defectuoso. Particularmente, la curva E es simétrica y sin cola larga, esto permite decir que
el trazador no muestra dispersién a lo largo de su recorrido por la columna, lo que
presume un flujo que se aproximaria al pistén, o sea al flujo ideal.

Si al modelo ideal de flujo se le supone un cierto grado de difusién axial, es decir
retromezcla, es posible determinar el grado de dispersion de los elementos dentro del
fluido a través del Modelo de Dispersion que relaciona el nimero de Peclet con el tiempo
de residencia promedio y la varianza*. A partir de la curva E (t) (Grafico 5.7. b) fue posible
estimar el grado de desviacién o dispersion que sufri6 el escalon a través de la columna,

cuantificAndose mediante la varianza (02) de la curva E(t) a partir de la ecuacion 5.2.

2

_ NiDer(Dt(i)*At

2z
Y. Der(i)At tR

Ecuacidn 5.2. Calculo para la determinacion de la varianza o2.

Posteriormente se calculd el nimero de Peclet a partir de la ecuacion 5.3. y finalmente

el coeficiente de dispersion axial (Dz, Ecuacidén 5.4).

i 2 alid GZ-=:03 Pe vk
— = valida para — = 0, =—
tRZ Pe+1 para im D,
Ecuacion 5.3. Ecuacién del nimero de Ecuacion 5.4. Calculo del coeficiente de
Peclet. dispersion axial (Dz).
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En la tabla 6.4. se observa que Dz fue un valor pequefio, cercano a cero, lo que permite
concluir que el reactor tiende al flujo pistén Por lo tanto en el reactor tubular empleado, la
reaccion estudiada se desarrolla a lo largo del recorrido por el espacio tubular como un
piston o émbolo, por lo que no existe mezcla en la direccién de desplazamiento, siendo los

perfiles de velocidad planos.

tR 79,25 min

02 144,79

Pe 85,761

Dz 0,004
Tabla 5.4.

5.2.3.2. Reutilizacién y productividad

Aunque el empleo de biocatalizadores inmovilizados es una estrategia muy utilizada,
con el proceso de inmovilizacién puede haber pérdidas de actividad. Sin embargo, ésta
puede ser compensada con la posibilidad de la reutilizacién del mismo, lo que influye
directamente en el costo y la productividad del proceso.

Se estudié la reutilizacién de los biocatalizadores en el biorreactor tanto para la
degradacion de PO como de CPP. Para ello entre los ciclos de degradacion, se llevé a cabo
un lavado con 2 voldmenes de columna, y posteriormente se dio inicio al siguiente ciclo de
reaccion. En el primer ciclo de degradacion se determiné un consumo total de PO tras 56 h
de reaccién, mientras que para CPP el consumo del 100% se alcanz6 tras 15 h. En relacion
a ello, se determind para los sucesivos reusos la actividad alcanzada a dichos tiempos
(grafico 5.8.).

Se considera que un biocatalizador puede ser reutilizado tantas veces en tanto
mantenga al menos el 50% de actividad respecto del primer ciclo. Es por ello, que el
biocatalizador para el tratamiento de PO, es posible reutilizarlo al menos 3 veces. Mientras
que cuando se evalué la degradacion de CPP, tras 8 ciclos de reaccién este mantiene un
60% de actividad, con lo cual podria continuar utilizandose. Por consiguiente, el reactor
para el tratamiento de aguas contaminadas con CPP, seria mas productivo. Ya que soporta

mas ciclos de reaccién y estos ciclos son mas cortos.
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CONCLUSIONES

En los ultimos afios, la biotecnologia ha experimentado grandes avances y, por ende
también sus aplicaciones industriales. Entre ellas, los procesos catalizados por enzimas
utilizados en la industria son cada dia mas numerosos, ya que presentan importantes
ventajas frente a los catalizadores convencionales no biolégicos.

Debido a que la mayoria de las enzimas son solubles en agua, su separacion de los
sustratos y productos no es sencilla, y por lo tanto no pueden ser reutilizadas. Sin
embargo, su inmovilizacién ha permitido superar estos ultimos inconvenientes, logrando
que el proceso biotecnolégico sea econdmicamente rentable.

Con miras a aplicar los resultados obtenidos en este trabajo con los biocatalizadores
analizados a la biorremediacion de aguas contaminadas con OPs, en este trabajo se
inmovilizaron por atrapamiento en alginato de calcio tanto células enteras como extractos
enzimaticos provenientes de los microorganismos bacterianos descriptos.

En lineas generales, no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de
degradacion al trabajar con extracto enzimatico inmovilizado respecto de las células
enteras inmovilizadas. Por lo que, tras el analisis de los resultados obtenidos se decidi6
inmovilizar las células enteras de C49 y Pd para ser utilizadas como biocatalizador en la
degradacion de PO y CPP respectivamente, en el sistema de reactor tubular de lecho
empacado.

Los biocatalizadores seleccionados fueron caracterizados en cuanto a su reutilizacion
observandose que en la degradacion de PO, el biocatalizador se pudo reutilizar hasta 3
veces, mientras que el de CPP tras 8 ciclos de reusos no alcanzé un decaimiento del 50%
de su actividad, por lo que se podria seguir utilizando. Asimismo se han estudiado las
limitaciones de transferencia de masa determinandose que en el caso del biocatalizador
empleado para la degradaciéon de CPP no existen problemas difusionales. Mientras que
C49 inmovilizada si present6 estas limitaciones, que podrian determinarse disefiando un
modelado matematico que se ajuste al comportamiento enzimatico de los biocatalizadores
empleados, para la determinacion de la velocidad observable de reaccion.
Experimentalmente podrian evaluarse el efecto sobre la transferencia de masa del tamano
de poro o entramado del soporte, como asi también del tamafio de las perlas de alginato.

Por otra parte, se estudi6 la distribucion de los tiempos de residencia, o sea

permanencia de los elementos del fluido dentro del reactor, determindndose que su
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comportamiento de flujo era del tipo pistén por lo que el recorrido del fluido en el espacio
tubular es como un émbolo, siendo la dispersion axial del fluido despreciable.

El reactor disefiado en este trabajo degrada 0,15 mM de CPP en 56 h, en comparacién
con trabajos previamente reportados los rendimientos son inferiores®19, pero es
importante no perder de vista que el biocatalizador empleado es wild type, y que es
posible reutilizarlo un nimero mayor de ciclos que otros sistemas ya estudiados!!. En
suma, los resultados obtenidos son alentadores para explorar en un trabajo futuro el
escalado del biorreactor disefiado.

Finalmente, si bien se ha evaluado la degradaciéon de PO por ser uno de los OPs mas
estudiados, el reactor para el tratamiento de aguas contaminadas con CPP, cobra mayor
relevancia por ser este pesticida uno de los mas utilizados en nuestro pais en la
produccion agroindustrial como insecticida. También, es importante resaltar que este OP
es utilizado en el tratamiento de pulgas y garrapatas. Debido a sus usos, este pesticida se
distribuye y dispersa en el ambiente por aplicaciones terrestres y aéreas; por lo que existe
como residuos en los alimentos y en el agua, contaminando vegetales, peces, aves y demas
animales. Es por ello que el sistema disefiado se presenta como una posible solucién a esta
problematica que afecta directamente a mamiferos considerando la alta toxicidad de estos
compuestos. Asimismo, los biocatalizadores hallados podrian ser aplicados a otros tipos
de reactores a fin de explotar su capacidad en la degradaciéon de CPP a temperaturas

elevadas.
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CAPITULO 6

“Hongos, fuentes de hidrolasas degradadoras de MPO”
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OBJETIVOS
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e Objetivo General

Hallar nuevas fuentes de hidrolasas extracelulares capaces de degradar OPs.

¢ Objetivos especificos

12. Realizar un screening de actividad fosfotriesterasa a partir de microorganismos

fingicos en medio liquido.

13. Determinar la actividad OP hidrolasa extracelular de los hongos seleccionados en

14. Obtener extractos enzimaticos concentrados, parcialmente purificados y activos a

partir de los hongos seleccionados en 1.

15. Evaluar la capacidad hidrolitica de los extractos obtenidos en 3 a pH 8.

16. Obtenery evaluar la actividad del extracto enzimatico liofilizado.

17. Optimizar la cantidad de extracto enzimatico liofilizado en la mezcla de reaccidn.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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5.3. SCREENING EN MEDIO LIQUIDO DE PTE FUNGICAS

5.3.1. Evaluacién de la actividad PTE fiingica

A diferencia de bacterias existe poca informacién sobre la biodegradaciéon de OPs por
hongos. Si se considera que éstos son miembros importantes de los microorganismos que
son criticos para el ciclo biogeoquimico y son responsables de la degradacién de algunos
xenobidticos en la biosfera, es que resulta de interés evaluar su capacidad en la
biodegradacion de OPs. En este sentido y con la finalidad de llevar a cabo un screening de
actividad PTE flingica, se seleccionaron en base a bibliografia y a los hongos disponibles en
nuestro laboratorio, cuatro microorganismos a ser evaluados como biocatalizadores en la
degradaciéon de MPO: Fusarium sp (FSP), Penicillium chrysogenum (PENCH), Penicillium
nalgiovence (PENNL) y Aspergillus niger (ASN). Este ultimo ya ha sido reportado con
actividad PTE en la degradaciéon de CPP y endosulfan! mientras que en este trabajo se lo

evaluara frente a un OP auin no reportado.

Figura 6.1. Microorganismos evaluados en la degradacion de pesticidas.
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Para la reaccion de biodegradacién en medio liquido, a partir de los cultivos en placa de
las cepas seleccionadas se colectaron 1x105 esporas mL-1, y se cultivaron en presencia de
MPO para inducir la produccién de PTE u otras clases de enzimas capaces de degradar
dicho OP. Como las enzimas necesarias para la catdlisis de la biodegradaciéon de MPO
pueden no ser inherentes al metabolismo fungico, el crecimiento de las cepas en presencia
de OP puede inducir la formacién de estas enzimas durante el proceso. Adicionalmente, a
lo largo de este trabajo se ha remarcado la importancia en la actividad PTE frente a ciertas
variables como el pH, la temperatura y del sustrato. Considerando que no hemos hallado
reportes del uso de hongos como biocatalizadores en la degradacién de MPO, este fue
seleccionado como sustrato. Por su parte el pH también fue un parametro que se tuvo en
cuenta. Es por ello que, tras el crecimiento de los hongos, a cada uno de los cultivos se les
determiné el pH, observandose que los medios de reaccién de ASN y PENNL tenian pH2,
mientras que FSP y PENCH, pH5. Si bien se ha reportado y sugerido a lo largo de este
trabajo que en su mayoria las PTEs exhiben actividades cataliticas mejoradas
principalmente a pHs basicos23, se han hallado algunas PTEs bacterianas con actividad
hacia pHs acidos, por lo que se decidié continuar trabajando bajo las condiciones nativas
del cultivo fungico. Para ello, los cultivos crecidos fueron inoculados con 2mM de MPO
dando inicio a la reaccién. Esta se llevé cabo a 30°C, y el seguimiento de la biodegradacién
se realizé analizando la formacién de PNF a distintos tiempos, Edwards y Tchounwou*
informaron que la vida media de MPO en medios acuaticos (lago, rio, agua marina y agua
destilada) oscilaba entre 24 y 30 dias. Por lo tanto, se llevaron a cabo experimentos hasta
los 30 dias para que la degradacidn progrese en el periodo de vida media reportado ya que
el principal objetivo es utilizar estos microorganismos en el tratamiento de aguas
contaminadas con OPs.

En todos los casos cuando se llevé a cabo la reacciéon de hidrolisis con el cultivo
completo (Growing, Grw), se comprobd y determiné la degradacién del 92% de MPO
cuando se utiliz6 PENCH como biocatalizador, un 65% aproximadamente con ASN y
PENNL, y un 51% con FSP (Tabla 6.1). Ademas, con el objetivo de comprobar la actividad
PTE extracelular, a partir de los cultivos fngicos se obtuvieron los respectivos crudos
enzimaticos (CE) de cada hongo. Para ello, los cultivos fungicos fueron centrifugados y
filtrados con filtros de 0,22 um, y los filtrados resultantes fueron utilizados como medio de
reaccidn siguiendo la premisa de que la enzima capaz de degradar MPO era extracelular.
Tal como se observa en el grafico 6.1. en todos los casos se comprobd actividad PTE
extracelular. Posteriormente, a partir de los resultados reportados en dicho grafico, se

determinaron las Vys (Tabla 6.1.), no se observaron diferencias significativas cuando se
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empled el medio de reaccion completo respecto de CE, a excepcion de ASN donde la
disminucion de la actividad es minima. Estos resultados indican que la enzima capaz de
degradar OP es extracelular, permitiendo alcanzar porcentajes de degradacién de 99% y

65,5% empleando el extracto enzimatico de PENCH y FSP respectivamente en 30 dias de

reaccion.
a) ASN b) FSP
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Grafico 6.1.Cinética enzimatica en medio liquido empleando
cultivo fungico (Growing, Grw) y el crudo enzimatico (CE).

Hongo G:‘/:/ Consumé)E ervo (umol/min) =
ASN 63,9 32,6 0,029 + 0,002** 0,020 £ 0,004
FSP 51,4 62,5 0,024 £ 0,003 0,029 £ 0,002
PENCH 92,3 99,0 0,038 £ 0,003 0,034 £ 0,003
PENNL 65,1 55,3 0,027 £ 0,002 0,022 £ 0,003

Tabla 6.1.Porcentajes de degradacién de MPO y Vo
determinados empleando diferentes biocatalizadores.
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Estudios previamente reportados en la degradacién de MP, empleando células enteras
de Aspergillus sydowii y Penicillium decaturense en growing exhibieron que tras 20 dias de
reaccion a pH 7 y 30°C, se alcanz6 entre un 96% y 100% de biodegradacién del OP5. Por
su parte Jain et alé obtuvieron a partir de hongos aislados (Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Penicillium aculeatum y Fusarium pallidoroseum) sus respectivas PTE extracelulares
alcanzando hasta un 96% de degradacién de monocrotofés al utilizarlas como
biocatalizadores a pH 8, 32°C por 4 dias. Aunque los resultados conseguidos al utilizar los
biocatalizadores propuestos en el presente trabajo arrojaron porcentajes de degradacién
destacables como en el caso de FSP y PENCH, los tiempos en que se obtuvieron fueron mas
prolongados respecto de lo reportado en bibliografia. En este punto es interesante
mencionar que los ensayos realizados en este trabajo fueron llevados a cabo a pHs acidos,
reportandose entonces cuatro nuevos hongos que secretarian una hidrolasa capaz de
degradar MPO a pH 2 y 5. La capacidad de estas enzimas flingicas seria aplicable al
tratamiento de frutas y vegetales’ que contienen pesticidas OP en la superficie o en sus
hojas producto del rociado con pesticida durante su cultivo, tales como L. brevisé o

S.phaeochromogenes (C35) propuesta en este trabajo.

6.2.1. Efecto del pH en la actividad PTE fiingica

Con el objetivo de optimizar las condiciones de reaccién, nos hemos propuesto estudiar
el efecto del pH en la actividad enzimatica de los cuatro biocatalizadores fngicos.

En el grafico 6.2. se observan tanto los valores de Vo como asi también los porcentajes
de degradacion obtenidos al realizar el ensayo cinético empleando como fuente de
biocatalizador el medio de cultivo, Grw, y el crudo enzimatico, CE. Tal como era esperado
conforme varia la V,, también lo hacian los porcentajes de degradacion. Sélo en el caso de
FSP se observo6 un incremento significativo a pH8 en la actividad hidrolitica respecto del
pH original, alcanzando en forma Grw un 89% de degradacién. Por su parte PENNL y

PENCH exhibieron un pequefio incremento, mientras que ASN disminuy6 su actividad.
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Grafico 5.2.a) Velocidad inicial de reaccién y b) porcentaje de degradacién de MPO,
para ambos Grw y CE de cada hongo al pH original vs pH8.

Tras evaluar los hongos como fuentes de enzimas capaces de degradar MPO a pH 4cido
y basico, estos biocatalizadores demostraron ser versatiles y capaces de hidrolizar dicho
OP en dos zonas de pH antagonicas, esto abre un abanico mayor de posibles usos de estos
microorganismos, ya no solo en el tratamiento de alimentos como se mencioné
anteriormente sino, en suelos y ambientes de diferentes rangos de pH contaminados con

este tipo de compuestos?.®.

5.4. OBTENCION Y OPTIMIZACION DE UN EXTRACTO ENZIMATICO FUNGICO ACTIVO

A partir de un cultivo de un microorganismo se puede obtener la enzima deseada por
los métodos tradicionales de purificacion de proteinas. En general requiere de tres
grandes pasos: el cultivo del microorganismo productor de la enzima de interés, la
recuperacion y purificacion de la enzima, y la formulaciéon del producto enzimatico en
polvo, granulados o disoluciones?°.

En este trabajo se propuso la obtencién de un extracto enzimatico parcialmente
purificado de las OP hidrolasas flngicas extracelulares, considerando que trabajar con
enzimas extracelulares confiere ciertas ventajas por ser la purificaciéon de estas mucho
mas facil que el aislamiento de enzimas intracelulares ya que no se requieren métodos de

lisis o ruptura celular.
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5.4.1. Obtencion de extracto enzimadtico fiingico

La degradacion de OPs empleando extractos enzimaticos ha sido investigadal® 12, Por
ejemplo Ya et al!3 han evaluado la degradacion de CPP por “Extractos libres de células
(CFE)” de Verticillium en vegetales en condiciones de laboratorio y agricolas. Trabajar con
CFE o enzimas extracelulares purificadas permite una mejor manipulacién del
biocatalizador. Particularmente los hongos involucran mayores tiempos de crecimiento a
diferencia de las bacterias: la preparacion de los cultivos en medio sélido y luego liquidos
abarcan al menos entre 10 y 14 dias de crecimiento microbiano, dependiendo del hongo.
Asimismo la cantidad de enzima por mL de cultivo que expresa suele ser menor que en
bacterias. Considerando este ultimo punto y pensando en un proceso mas rentable, nos
propusimos obtener un extracto enzimatico fingico. A partir de un cultivo fungico de 400
mL de cada hongo, obtenidos segtin descripto en la seccién 6.1.1., se llevé a cabo una
centrifugacion y filtracion, el filtrado resultante fue utilizado como fuente de hidrolasas
(CE). Posteriormente se evaluaron dos protocolos para ser concentrados, y semi-

purificados:

5.4.1.1. Concentracién por precipitacién

A partir de los crudos enzimaticos se precipitaron enzimas con sulfato de amonio al
80%. El precipitado se recogié por centrifugacion y se disolvié en el menor volumen
posible de buffer Tris-HCl 50 mM (pH 8). Luego, se dializ6 contra el mismo buffer a fin de
desalar el CE. En este punto se tuvieron inconvenientes, ya que luego del proceso de
dialisis se observaba un precipitado.

Tras evaluar la posibilidad de trabajar con diferentes concentraciones de sulfato de
amonio, nos encontrdbamos en un compromiso considerando que quizas la enzima de
interés no precipitaria. Es por ello que evaluamos un nuevo protocolo evitando agregar

sales al medio.

5.4.1.2. Concentracién y purificacién parcial por filtracién

Nuevamente, partiendo de 400 mL de los respectivos CE se consigui6é concentrar 50
veces los extractos enzimaticos (EE) de PENCH y PENNL, y 40 veces los provenientes de
ASN y FSP. Los EE resultantes no solo fueron concentrados mediante centrifugacion, sino
que también es posible afirmar que se realizé una purificacién parcial considerando que

los centricones utilizados poseen una membrana con un cut off del0 kDa, y por
210



consiguiente separan por tamafio molecular las enzimas. Basandonos en que en general
las PTE suelen tener un tamafio total aproximado de 73 kDa5 tras llevar a cabo la
ultracentrifugacion seleccionamos y conservamos la fraccién correspondiente al tamafio
de interés.

Tras la obtencién de los EE concentrados, la actividad enzimatica y los porcentajes de
degradacién fueron determinados (Grafico 6.3.) si bien se observan leves disminuciones
en la Vo exhibida cuando se compara lo obtenido para EE concentrado respecto del CE,
estas diferencias no son significativas, lo que indicaria que el proceso de concentracién y
semi-purificacion no afectaron a la capacidad catalitica. Pero bien, esas pequefas
diminuciones en la actividad observada se pueden ligar al procedimiento experimental,
pudiendo haberse perdido una cierta masa de la enzima de interés producto de la
manipulacion de la misma.

En una tercera etapa, se llevd a cabo el proceso de liofilizacién de los extractos
enzimaticos concentrados a fin de obtener un biocatalizador estable, facil de manipular y
conservar. En general, las enzimas suelen ser mas estables desecadas que en disolucion,
por lo que se recurre a este proceso o a la preparaciéon de granulados®. Los EEs
concentrados obtenidos fueron liofilizados y evaluada su actividad enzimatica,
observandose una ligera disminucién tanto en la actividad hidrolitica y por ende en los
porcentajes de degradacion de MPO respecto de lo exhibido cuando se utilizé6 como fuente
de PTE el EE concentrado, sin embargo estas disminuciones no son significativas (Grafico
6.3.), a excepcidn de lo observado para el EE liofilizado de PENCH, el cual es capaz de
degradar un 20% menos a MPO. Es probable que la OP hidrolasa de PENCH sea mas
sensible a la eliminacién completa de agua del medio por lo que el proceso de liofilizaciéon

produzco la desnaturalizacién enzimatica al modificar el microentorno enzimatico.
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Grafico 6.3.a) Velocidad inicial de reaccion y b) % degradacion de MPO, cuando el crudo
enzimatico (CE), extracto enzimatico concentrado y extracto enzimatico liofilizado
fueron utilizados como biocatalizadores.

Finalmente y a modo de resumen, en la tabla 6.2. se detallan tanto la cantidad de
proteinas totales como su actividad enzimatica, para los biocatalizadores obtenidos en

cada una de las etapas previamente mencionadas.

Masa seca Proteinas Actividad .

. v . sae Cantidad
del micelio totales enzimatica total
fungico (g) (mgmlL-1) (umol min-1)

Crudo ASN 0,020 + 0,004
FSP 5,31 ND 0,029 + 0,002
PENCH 16,98 0,034 + 0,003 400 mL
PENNL 0,027 £ 0,003
ASN - 0,69 0,020 + 0,002 10 mL
Concentrado  pgp - 0,66 0,026 + 0,002 10 mL
y semi
purificado PENCH - 0,1 0,028 + 0,005 8 mL
PENNL - 0,35 0,019 + 0,003 8 mL
ASN - 0,62 0,016 + 0,002 187 mg
Lo FSP - 0,60 0,027 + 0,002 124,4 mg
Liofilizado
PENCH - 0,95 0,023 + 0,003 139,6 mg
PENNL - 0,33 0,022 + 0,004 163,4 mg

Tabla 6.2.Perfil de cada etapa de obtencion del extracto enzimatico semi-purificado
de hidrolasa capaces de degradar MPO.

5.4.2. Optimizacion de la carga enzimdtica

Una vez obtenido el EE liofilizado y constatado que tras dicho proceso mantiene su
actividad enzimatica, fue de interés optimizar la cantidad de biocatalizador a fin de
mejorar los porcentajes de degradacion y los tiempos de la misma. Al llevar a cabo la
hidrolisis enzimatica con el agregado de 10 veces mas la cantidad de biocatalizador (10X)
respecto de lo empleado en los ensayos de la seccion 5.1, se observd que la Vo del EE
liofilizado de PENCH increment6 su actividad un 50%, mientras que los de ASN y PENNL
exhibieron aproximadamente el doble de la actividad enzimatica respecto de lo reportado

para las mismas reacciones con 1X (Grafico 6.4.).
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Grafico 6.4.a) Velocidad inicial de reaccion y b) % degradacion de MPO,
cuando se utilizé 1Xy 10X de extracto enzimatico liofilizado.
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Cuatro hongos fueron evaluados como fuentes de hidrolasas, demostrando ser todos
capaces de degradar MPO en medio liquido. Penicillium chrysogenum fue el que exhibio
mayor actividad hidrolitica degradando el 92% del OP, mientras que Aspergillus niger y
Penicillium nalgiovence presentaron porcentajes de degradacién del 65%, y Fusarium sp de
51% tras 30 dias. Es interesante destacar que estos microorganismos exhibieron dichos
porcentajes de degradaciéon a pHs acidos, ya que como se menciond anteriormente, la
mayoria de las PTEs reportadas son mas activas a pH basicos (pH 7-9). Ademas, la
actividad OP hidrolasa de estos hongos no habia sido previamente reportada.

Se comprobd que las hidrolasas involucradas en la degradacion de MPO de estos
hongos eran extracelulares manteniendo su actividad cuando se evalué el crudo
enzimatico. Si bien no se han realizados estudios a nivel molecular a fin de confirmar qué
tipo de hidrolasas presentan dichos hongos, Jain & Gaarn!? han reportado y determinado
que algunas cepas de A. niger, A. flavus, P. aculeatum y F. pallidoroseum presentan
hidrolasas extracelulares que estidn compuestas por dos subunidades de 33 y 67 kDa
coincidentes con las PTE bacterianas. Adicionalmente, se obtuvo como biocatalizador un
extracto enzimatico liofilizado, que a excepcidn del extracto de PENCH que mostré 40%
menos actividad PTE, el resto mantuvieron su capacidad catalitica respecto de lo obtenido
al inicio del proceso. En consecuencia, en lineas generales es posible afirmar que con los
resultados obtenidos fue posible obtener un biocatalizador estable, facilmente
manipulable y conservable.

Actualmente existen reportes del uso de extractos libres de células fingicas aplicados al
tratamiento de CPP en vegetales como la espinaca de agua (I[pomoea aquatica-water
spinach), espinaca china (Basella alba-Malabar spinach) y pimiento, entre otros® y
considerando que los biocatalizadores aqui estudiados son altamente activos a pHs acidos,
estos serian potenciales biocatalizadores para el tratamiento de alimentos contaminados
con estos pesticidas. Respecto al tratamiento de aguas contaminadas con OPs estos
biocatalizadores también serian de utilidad ya que mostraron ser también activos a pH
bésicol 8.

En perspectivas a futuro seria ttil evaluar el extracto enzimatico frente a diferentes
OPs, a fin de determinar la especificidad por sustrato, que como bien ya hemos

demostrado puede ser sumamente variable de acuerdo a su estructura quimica.
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CAPITULO 7

“Sintesis de dimetilfosfato de inosina
biocatalizada por fosfotriesterasas”
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¢ Objetivo General

Emplear fosfotriesterasas como biocatalizadores en medio orgdnico para realizar la
transesterificacion de fosfotriésteres con nucleésidos como nucleéfilos, y de esta manera

disefiar una metodologia que permita la sintesis de pronucleétidos.

e Objetivos especificos

 Evalu . ., e g vi u
18. Evaluar condiciones de reaccién de transesterificacion previamente estas a
punto en la obtencion de 5’-dimetil fosfato de inosina empleando fosfotriesterasa

de Brevundimonas diminuta.

19. En base ala evaluacion de los microorganismos wt hallados de nuestro cepario con
la actividad hidrolitica de MPO, y la optimizacion de las condiciones de
temperatura; evaluar C35 a 50°C como biocatalizador para la sintesis de 5’-

dimetil fosfato de inosina.

20. Evaluar la capacidad de las fosfotriesterasas extracelulares flingicas en la reaccién

de transesterificacion.
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7.1.SINTESIS ENZIMATICA DE 5-DIMETILFOSFATO DE INOSINA

Como bien ya se ha mencionado, la sintesis de fosfotriésteres de nucledsidos y analogos
resulta ser una alternativa prometedora en el desarrollo de nuevos productos
farmacolégicamente activos con mejor biodisponibilidad!. Para ello, resulta de suma
importancia generar nuevas metodologias experimentales y enfoques quimiosintéticos
que faciliten la obtencion de este tipo de compuestos, siendo la biocatalisis aplicada una
herramienta prometedora al respecto.

A lo largo de este trabajo se han empleado las fosfotriesterasas en la hidrolisis de un
ndimero de fosfotriésteres. La sustitucion del agua? por otros nucleéfilos como los
nucledsidos permitiria disefar la reaccion de transesterificacion catalizada por PTE para
la obtencion de fosfotriésteres de nucledsidos. En este sentido existe un unico dato de
literatura de una reacciéon de transesterificacion empleando dicho biocatalizador en la
transesterificacion de paraoxén con 2-feniletanol en medio organico anhidro, utilizando
dimetilsulféxido como solventes.

Con la finalidad de efectuar una primer aproximacién a la sintesis de pronucledtidos a
través de reacciones biocatalizadas, se utilizaron como catalizadores PTEs en la

preparacién de 5’-dimetilfosfato de inosina en medio organico.

7.1.1. Transesterificacion biocatalizada por fosfotriesterasas bacterianas.

Se ha empleado un extracto enzimatico de Brevundimonas diminuta como
biocatalizador en la preparacién de dimetil derivados de NMPs. Previamente en nuestro
laboratorio se han evaluado diferentes nucledsidos como nucledfilos en la
transesterificacion de fosfotriésteres, particularmente para MPO, OP con el que se
obtuvieron los mejores porcentajes de conversion. Ademas, se han evaluado condiciones
de reaccion tales como solventes, reacciones molares nucledsido/donor de fosfato y
concentraciones de dichos reactivos. En base a estas variables estudiadas, las condiciones
de reaccion fueron puestas a punto.

En el presente trabajo se llevd a cabo la sintesis biocatalizada de dimetilfosfato de
inosina (DMPIno) empleando el extracto enzimatico de Bd mencionado y las condiciones
de reaccion estipuladas previamente: 1:10, MPO: Inosina, DMF anhidra a 40°C por 96 h
(Figura 7.1.).
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Figura 7.1. Reaccidn de transesterificacion biocatalizada
para la obtencién de dimetilfosfato de inosina.

El seguimiento de la reaccién se llevo a cabo analizando alicuotas por HPLC. Si se
comparan los cromatogramas obtenidos al analizar la muestra del tiempo inicial respecto
del final, en ambos casos se observan las sefiales correspondientes a los sustratos: inosina,
tr= 4,45 min y MPO, tr= 19,5 min. Ademas, al final de la reaccién se observan dos sefiales
que no fueron observadas al inicio. La primera corresponde al subproducto de la reaccion,
PNF tr=18,1 min, mientras que la segunda sefial, que no se corresponde con ninguna de las
anteriormente mencionadas y posee un tiempo de retencion de 7,4 min, podria

adjudicarse al producto de transesterificacion del triéster.
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Figura 7.2. Analisis de muestras de reaccion por HPLC (Dilucién1:10). a) Tiempo inicial, b) Tiempo
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final de reaccién. Inosina, tR= 4,417 min; MPO, tR=19,45 min; PNF, tR=18,125 min y DMPIno,

tR=7,4 min.
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Por su parte, el espectro de RMN de 31P de la mezcla de reaccion revel6 tres sefiales, dos
a-3,98 y -4,27 ppm, y una tercera a aproximadamente 2 ppm. Con el fin de determinar e
identificar cada una de las sefiales, también se analiz6 una muestra de la reacciéon de
hidrélisis de MPO, arrojando dos sefiales coincidentes con las asignadas previamente a
MPO y a dimetil fosfato (DMP). Ademas, la sefial de 2 ppm podria asignarse a un
fosfotriéster en funcién del campo al que aparece. La concordancia entre los resultados de
RMN y HPLC, sugiere que se trataria del producto de fosforilacién de la inosina.

Finalmente se calcul6 el rendimiento respecto de la inosina mediante una curva de
calibracion a partir de dicho nucledsido considerando que éste es el Unico croméforo

capaz de absorber a 254 nm, obteniéndose 9% de DMPIno.
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Figura 7.3. 31P-RMN a) Se observa una sola sefial correspondiente al MPO,
b) Se observan las sefiales del producto DMIMP y del subproducto de hidrolisis, dimetilfosfato
(DMP).
Considerando el bajo rendimiento obtenido, es que nos hemos propuesto evaluar

nuevas fuentes de PTE. En este marco, cabe decir que previamente todos los

microorganismos wt hallados de nuestro cepario con actividad PTE fueron ensayados
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observandose rendimientos del 2% para la C35 (S. phaeochromogenes), mientras que para
el resto de los microorganismos porcentajes inferiores o nulos. Es por ello que luego de
haber estudiado y puesto a punto las condiciones de reacciéon de dichos microorganismos
en la reacciéon hidrolitica, su actividad natural, se decidi6 evaluar la C35 a 50°C
(temperatura 6ptima) en la reaccion de transesterificacion, dado que fue el biocatalizador
wt que exhibi6 las mayores tasas de hidrolisis de MPO. Luego de seguir la reaccién por 96
h, no se registré6 por HPLC una sefial a los 7 min, por lo que hemos concluido que bajo
dichas condiciones el rendimiento fue nulo, o quizas tan bajo que la sensibilidad del

equipo empleado no permiti6 detectarlo.

7.1.2. Transesterificacién biocatalizada por fosfotriesterasas fiingicas

Tal como se menciond previamente, hemos hallado cuatro hongos como fuente de
actividad fosfotriesterasa, por lo que fue de interés evaluar su capacidad para llevar a cabo
la transesterificacion y obtener DMPIno. Para ello se emple6 el extracto enzimatico flingico
obtenido al igual que para llevar a cabo la reaccién hidrolitica. La composicién de la
mezcla de reaccion fue la misma que la empleada en el inciso anterior. La reaccidn se
sigui6 por HPLC, observandose, a excepcidn del extracto enzimatico de ASN, una sefial con
un tg de 7,5 min. Si bien en el caso de la sefial correspondiente a DMPIno cuando la
reaccidn fue llevada a cabo con PTE de Bd, arroj6 un tr de 7 min, es posible que el pequefio
corrimiento se deba a que las muestras fueron analizadas en un HPLC diferente, aunque la
metodologia y la columna empleada fueron las mismas. Es por ello que avanzamos en el
andlisis por 31P-RMN, observandose solamente las sefales correspondientes a MPO y DMP.
Esto nos lleva a concluir que las PTE flngicas aqui estudiadas no serian buenos

biocatalizadores para llevar a cabo la transesterificacion.
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a) Tiempo inicial y b) tiempo final de reaccién.
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Los analogos de nucledsidos se han utilizado ampliamente como antivirales y
medicamentos contra el cancer, ya que imitan a los nucleésidos naturales pudiendo
incorporarse en el ADN recién sintetizado causando, entre otros efectos, la terminacién
prematura de la cadena. Para que los analogos de nucledsidos ejerzan su accién es esencial
que dichos compuestos se conviertan intracelularmente en los trifosfatos
correspondientes. Sin embargo, el eficiente anabolismo de los trifosfatos es
frecuentemente obstaculizado por el primer paso de fosforilacion mediado por quinasas
virales o celulares especificas, que da origen a los correspondiente nucledsidos
monofosfatos. Con el objeto de sortear dicho paso, seria deseable poder realizar la
administraciéon directa de los monofosfatos de dichos compuestos. Sin embargo, esta
estrategia presenta ciertos inconvenientes como la limitacién de su transporte hacia la
célula y la rapida desfosforilacion. Es por ello que surge el desarrollo de prodrogas,
mediante las cuales se enmascara la carga o cargas negativas del fosfato* 5.

La utilizacién de enzimas para la preparacion de prodrogas nucleotidicas se presenta
como una gran alternativa. En este trabajo se han evaluado dos fosfotriesterasas
bacterianas y cuatro flingicas en la reacciéon de transesterificacion de metil paraoxén con
inosina. Se obtuvo 10% (respecto del nucledsido) de 5°-dimetilfosfato de inosina con la
fosfotriesterasa de Brevundimonas diminuta. Es importante mencionar que los resultados
obtenidos son datos preliminares que deben ser corroborados mediante una estricta
elucidacion estructural del producto formado.

De confirmarse nuestra hipotesis, se presentaria una metodologia sencilla y novedosa
para la sintesis de fosfotriésteres de nucledsidos. Ademas seria de interés obtener por
medio de ingenieria genética, la PTE sobreexpresada a fin de mejorar los rendimientos
obtenidos. También seria util llevar a cabo mutagénesis a fin de optimizar la aceptacion de

sustrato.
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En la presente tesis doctoral se han seleccionado y estudiado nuevas fuentes de
fosfotriesterasas que fueron luego aplicadas a la hidrélisis de compuestos
organofosforados como asi también, en una primera aproximacién, a la sintesis de
fosfotriésteres de nucleosidos.

En este marco se han analizado las condiciones de reaccién de 6 cepas bacterianas con
actividad fosfotriesterasa, previamente seleccionadas en nuestro laboratorio, que
permitieron encontrar condiciones para mejorar las actividades originalmente obtenidas.
Por ejemplo, se consiguié incrementar significativamente la velocidad de hidrélisis de
Streptomyces setonii ATCC 39116 (C35) y Nocardia asteroides ATCC 19296 (C49) a 50°C,
alcanzandose asi un aumento de 75 y 26 veces la actividad respecto de Brevundimonas
diminuta (Bd). Otro resultado remarcable, considerando que la mayoria de las
fosfotriesterasas muestran actividad a pHs basicos, es que Streptomyces setonii ATCC
39116 (C35) mostro6 13 veces mas actividad que el control a pH 6.

Si bien todas las cepas fueron capaces de degradar los distintos compuestos
organofosforados (OPs) ensayados, se seleccioné para cada sustrato el microorganismo
que llevaba a cabo mas eficientemente la hidrélisis del mismo: Streptomyces setonii ATCC
39116 (C35) para metil paraoxén (MPO), Nocardia asteroides ATCC 19296 (C49) frente a
paraoxon y coroxon, Arthrobacter oxydans ATCC 14359 (C64) frente a metil paration,
Arthrobacter oxydans ATCC 14358 (C55) frente a diclorvés y Streptomyces
phaeochromogenes CCRC 10811 (C13) frente a clorpirifos.

Se identificaron y estudiaron también dos bacterias (del género Pedobacter y
Brevundimonas) con actividad fosfotriesterasa aisladas previamente en nuestro
laboratorio, provenientes de campos tratados con compuestos organofosforados de la
provincia de Buenos Aires. El estudio de sus perfiles de actividad hidrolitica en diferentes
condiciones de pH y temperatura, empleando como sustrato modelo metil paraoxon,
permitié determinar que estos microorganismos presentaron mayor actividad a 60 °C por
lo que serian potencialmente utiles para biorremediacién en ambientes termdfilos.
Ademas mostraron actividad a pH 6 y 7, lo que los hace aptos para el tratamiento y
decontaminacién de ciertos alimentos. La optimizacion de las condiciones de reaccion
mostré que Pedobacter (Pd) y Brevundimonas sp. (Bsp) fueron 10 veces mas activos frente
a coroxon y cumafds que los microorganismos wild type en condiciones estandar. Estos
resultados permiten concluir que el ambiente del cual es aislado un microorganismo es
determinante en su capacidad catalitica, ya que los mejores resultados se observaron para
OPs con sustituyentes voluminosos; en particular, clorpirifés, que es uno de los pesticidas

con que estos suelos han sido tratados. Ademas, la temperatura de reacciéon elegida fue
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30°C, coincidente también con la temperatura a la cual se encontraban dichos
microorganismos en la naturaleza.

Con el fin de aplicar los resultados obtenidos en este trabajo a la biorremediacion de
aguas contaminadas con OPs, se inmovilizaron por atrapamiento en perlas de alginato de
calcio tanto células enteras como extractos enzimaticos provenientes de los
microorganismos bacterianos estudiados. Luego de un andlisis de costos-beneficios se
decidi6 seleccionar las células enteras inmovilizadas de Nocardia asteroides ATCC 19296
(C49) y Pedobacter (Pd) como los biocatalizadores inmovilizados mas adecuados para ser
usados para la degradacién de paraoxdn y clorpirifés respectivamente, en un reactor
tubular de lecho empacado. Estos biocatalizadores fueron caracterizados en cuanto a su
reutilizacion, observandose que en la degradacién de paraoxon, el biocatalizador se pudo
reutilizar hasta 3 veces, mientras que para clorpirifds tras 8 ciclos de reusos no se alcanz6
un decaimiento mayor del 50% de su actividad original, por lo que se podria seguir
utilizando. Por otra parte, el estudio de la distribuciéon de los tiempos de residencia
permitié concluir que el comportamiento del flujo era del tipo piston, por lo que el
recorrido del fluido en el espacio tubular es como un émbolo, siendo la dispersion axial
despreciable.

El reactor disefiado en este trabajo fue capaz de degradar 0,15 mM de clorpirifés en 56
h; aunque en comparacién con informes previos los rendimientos son inferiores. Es
importante considerar que el biocatalizador empleado es wild type y que es posible
reutilizarlo un numero mayor de ciclos que otros sistemas ya informados. Por
consiguiente, consideramos que los resultados aqui obtenidos son alentadores para
explorar en un futuro el escalado del proceso.

Por otra parte, y con el fin de expandir el repertorio de OP hidrolasas disponibles, se
evalud la presencia de esta actividad en cuatro hongos seleccionados del cepario del
Laboratorio de micologia de los alimentos de la Universidad Nacional de Quilmes. Entre
ellos, Penicillium chrysogenum fue el que exhibié mayor actividad hidrolitica, degradando
el 92% de metil paraoxén a los 30 dias de reacciéon. Es destacable que estos
microorganismos fueron activos a pHs acidos, que la enzima es extracelular, que la
actividad OP hidrolasa de estos hongos no habia sido reportada con anterioridad y que el
extracto enzimatico liofilizado, en lineas generales, mantuvo la actividad hidrolitica. Este
ultimo tipo de biocatalizador es una alternativa novedosa, estable y facilmente utilizable.
En perspectivas a futuro seria util evaluar el extracto enzimatico frente a diferentes OPs, a
fin de determinar la especificidad por sustrato, que como bien ya hemos demostrado,

puede ser sumamente variable de acuerdo a su estructura quimica.
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Finalmente, hemos explorado el uso de las enzimas aqui estudiadas para la preparacion
de prodrogas nucleotidicas, lo que consideramos una alternativa muy beneficiosa
comparada con las metodologias quimicas utilizadas en la actualidad. Si bien en este
trabajo se han ensayado temperaturas distintas y nuevas fuentes enzimaticas, no se han
podido mejorar las bajas conversiones que se habian obtenido previamente en nuestro
laboratorio. Los resultados preliminares obtenidos deben confirmarse con una estricta
elucidacién estructural del producto obtenido. Con perspectivas a futuro seria de interés
sobreexpresar la enzima seleccionada y mediante ingenieria de proteinas, optimizar la

aceptacion de los sustratos nucleosidicos.
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ANEXO 1

Comp

osicion medios de cultivo para crecimiento bacteriano

M1 maltosa 1% (Nutrient agar I + 1%maltosa)

Extracto de carne 5g
Peptona 4cida de caseina 10g
NaCl 5g
H:0 1L

Medio 2 (Nutrient agar II)

Extracto de carne 1g
Peptona acida de caseina 5g
Extracto de levadura 2g
NaCl 5g
Hz0 1L

Medio 56 (YEME, Bennett’s)

Glucosa 4g
Extracto de malta 10g
Extracto de levadura 4g
Hz0 1L

Medio 118 (Streptomyces medium)

Glucosa 4g
Extracto de malta 10g
Extracto de levadura 4g
CaCOs 2g
H-0 1L
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ANEXO II

Composicién para medios de cultivo para crecimiento fiingico

MEA (Malt extract)
Extracto de malta 20g
Peptona 4cida de caseina 1g
Glucosa 20g
Agar 20g
H-0 1L

CYA (Czapek yeast extract)

Extracto de levadura 5g
Sacarosa 30g
K;HPO, 1lg
Czapek concentrado* 10 mL
Solucién de metales traza** 1 mL
H-0 1L
Czapek concentrado*

NaNO3 30g
KCl 5g
MgS0..7H,0 5g
FeS0..7H20 01g
H,0 100 mL

Solucion de metales traza**

CuS04.5H,0 05g
ZnS04.7H,0 1g
H,0 100 mL
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CYAm

Glucosa 10g
Sacarosa 30g
Czapek concentrado* 10 mL
Solucién de metales traza** 1 mL
H,0 1L
Czapek concentrado*

NaNOs 20g
KCl 5g
MgS0..7H20 5g
H,0 100 mL
Solucién de metales traza**

FeCl; 05g
BaCl, 10g
CaCl, 25¢g
H,0 100 mL
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ANEXO III

Capitulo 7

e (Cromatogramas de patrones, reaccion de transesterificacion
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Figura 7.2. a) PNF, tr 18,3 min. b) Inosina, tr 4,3 min c) MPO, tr 19,5 min.
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