Revista Multidisciplinar

E Ciencia Latina

DOI: https://doi.org/10.37811/cl rcm.v6i5.3423

Identificacién de w-aminotransferasa en células completas de
Fusarium oxysporum: pH, temperatura y afinidades de (R)-(-)-(a)-
metilbencilamina y piruvato de sodio
Rita Maria Campa Ramos

https://orcid.org/0000-0001-6156-8896
2206201997 @unison.mx

Abraham Rogelio Martin Garcia
https://orcid.org/0000-0002-7794-9041
abraham.martin@unison.mx

Patricia Guerrero German

https://orcid.org/0000-0002-3835-7342

patricia.guerrero@unison.mx

Universidad de Sonora. Divisién de Ingenieria: Ingenieria Quimica. Posgrado en Ciencias
de la Ingenieria: Ingenieria Quimica. Blvd. Luis Encinas y Rosales S/N.

Hermosillo, Sonora- México

Ciencia Latina Revista Cientifica Multidisciplinar, Ciudad de México, México.
ISN 2707-2207/ISSN 2707-2215 (en linea),septiembre-octubre,2022,Volumen 6,Nimero 5 p 4650



https://doi.org/10.37811/cl_rcm.v6i5.3423
https://orcid.org/0000-0001-6156-8896
mailto:a206201997@unison.mx
https://orcid.org/0000-0002-7794-9041
https://investigadores.unison.mx/es/persons/abraham-rogelio-m%C3%A1rtin-garc%C3%ADa
https://orcid.org/0000-0002-3835-7342
mailto:patricia.guerrero@unison.mx

Campa Ramos, Martin Garcia, Guerrero German.

RESUMEN

La demanda de compuestos quirales e intermediarios que utilizan tecnologia enzimatica ha
aumentado en la industria farmacéutica. En la elaboracién de aminas enantioméricamente puras
esta aumentando la relevancia de las w-aminotransferasas esto por su enantioselectividad que
se utilizan para sintesis de aminas quirales. En este trabajo se ensayaron células completas de
Fusarium oxysporum con la reaccion de transaminacion. El resultado de la prueba de
transaminacion mostrd actividad correspondiente a R-Aminotransferasa. La prueba de
aminotransferasa se llevd a cabo en un volumen de 50 mlL, utilizando la mezcla de reaccion
compuesta por 15 mM de (R)-(-)-(a)-Metilbencilamina, piruvato sédico 100 mMy 1 mM piridoxal-
5-fosfato. La actividad de las aminotransferasas se midid directamente con la velocidad de
reaccion inicial de produccion de acetofenona. Se prepararon cultivos celulares de F. oxysporum
y se pusieron en contacto con nitrogeno liquido para liberar la enzima. Se utilizd una masa de 1.2
g de lisado de F. oxysporum para seleccionar valores adecuados de temperatura y pH. La
temperatura optima fue 32.5 ° Cy el pH fue 6.28, mostrando una velocidad de reaccién de 6
uM/min. El piruvato de sodio presento una km de 9.55 mM vy la (R)-(-)-(a)-Metilbencilamina una
km de 2.27 mM.
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Identificacion de w-aminotransferasa en células completas de Fusarium oxysporum: pH,
temperatura y afinidades de (R)-(-)-(a)-metilbencilamina y piruvato de sodio

Identification of w-aminotransferase activity in whole cells of
Fusarium oxysporum: pH, temperature and affinities of (R)-(-)-(a)-

methylbenzylamine and sodium pyruvate

ABSTRACT
The demand for chiral compounds and intermediates using enzyme technology has increased in

the pharmaceutical industry. In the elaboration of enantiomerically pure amines, the relevance
of w-aminotransferases is increasing, due to their enantioselectivity, which are used for the
synthesis of chiral amines. In this work, whole cells of Fusarium oxysporum were tested in the
transamination reaction. The results of the transamination reaction were positive to R-
Aminotransferase activity. The aminotransferase activity test was carried out in a volume of 50
mL, using a reaction mixture composed by 15 mM of (R)-(-)-(a)-Methylbenzylamine, 100 mM
sodium pyruvate and 1 mM pyridoxal-5-phosphate. The activity of the aminotransferases was
measured directly from the initial reaction rate of acetophenone production. Cell cultures of F.
oxysporum were prepared and placed in contact with liquid nitrogen to release the enzyme. A
mass of 1.2 g of F. oxysporum lysate was used to select suitable temperature and pH values. The
optimal temperature was 32.5 °C and the pH was 6.28, showing a reaction rate of 6 pM/min.
Sodium pyruvate presented a km of 9.55 mM and (R)-(-)-(a)-Methylbenzylamine a km of 2.27
mM.

Keywords: Chiral compounds; Optical activity; w-Aminotransferase; Fusarium oxysporum.
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INTRODUCCION

La biocatalisis es una herramienta Util para producir compuestos orgdnicos a través de
procesos altamente estereoselectivos (Behrens y col., 2011). Asi, las enzimas son
catalizadores extraordinariamente precisos que actlan en condiciones no agresivas para
el medio ambiente. La mayoria de las moléculas que se encuentran en la naturaleza son
compuestos Opticamente activos, ya que las enzimas de los organismos vivos son
estereoespecificas y por lo tanto tienden a producir un solo enantiomero (Koszelewski y
col., 2009). Por ello, las industrias quimicas estan incorporando cada vez mds estos
procesos, especialmente para la sintesis de compuestos quirales de alta pureza dptica.
Las enzimas son de gran utilidad en la sintesis de farmacos gracias a que realizan
reacciones con temperaturas suaves y pH moderado, ademas de presentar alta
guimioselectividad, regioselectividad y estereoselectividad para producir compuestos
enantioméricamente puros (Torres, 2014). Los biocatalizadores presentan alta
selectividad; esto los hace muy interesantes para la sintesis de farmacos porque la pureza
enantiomérica del producto final es un paso crucial en la sintesis de farmacos. En el uso
de aminotransferasas, tanto en la industria quimica como en aquellas que requieren el
uso de catalizadores altamente especializados, como en la industria farmacéutica, su
importancia ha aumentado (Gerlach y col., 2003). La relevancia de la biosintesis tanto de
aminodacidos como de aminas con actividad 6ptica ha aumentado en los Ultimos veinte
afios ya que las aminas quirales se utilizan como productos farmacéuticos intermedios y
finales, asi como en la sintesis y resolucién asimétrica de sustancias quimicas (Carracedo,
2005). Las aminotransferasas interactlan en la sintesis de compuestos que presentan
actividad optica y pueden utilizarse de dos formas diferentes: resolucion vy sintesis. La
sintesis asimétrica, que es la opcion escogida en este proyecto, permite obtener la amina
quiral épticamente pura objetiva con un rendimiento tedrico del 100%, lo que le confiere
una gran ventaja sobre la resolucién. La eficacia de la enzima vendra dada por la velocidad
de reaccion a la que transformen el sustrato en producto. Actualmente en el desarrollo
de la sintesis asimétrica se evidencia en la industria farmacéutica, la produccion de

farmacos quirales ha variado del 30% al 76%.
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Ejemplos destacados en este campo fueron la produccion de (S)-Dopa, farmaco
fundamental para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, la sintesis
enantioselectiva del agente antiinflamatorio (S)-Naproxeno, vy la oxidacion
enantioselectiva de alcoholes alilicos (Juaristi, 2011). Los sistemas biolégicos pueden
reconocer el par de enantiomeros como sustancias diferentes. De hecho, cada uno de los
enantiémeros de numerosos productos naturales quirales y compuestos sintéticos
presenta una actividad bioldgica diferente. Actualmente, aproximadamente el 56% de los
medicamentos disponibles en el mercado tienen al menos un centro quiral; de estos, el
86% se comercializan como mezclas racémicas. Gran parte de los farmacos
comercializados en la actualidad son aminas quirales o contienen grupos funcionales
derivados de estas aminas, por ejemplo: Etambutol (antibidtico), Zoloft (antidepresivo),
Rivastigmina (colinérgico), Cinacalcet (calamimético), Laniam (antipalidico), Codeina
(analgésico) y Lopinavir (antirretroviral). Por lo tanto, la obtencion de muchas moléculas
bioldgicamente activas, ya sean derivadas de fuentes naturales o sintéticas, se basa en el
desarrollo de métodos eficientes para preparar aminas quirales. (Speisky y col., 1995).
Por esta razon, la sintesis organica moderna se ha centrado en la sintesis asimétrica o
enantioselectiva.

En comparacion con la amina (S)-transaminasa selectiva, las (R)-transaminasas
homologas selectivas se han estudiado menos. Dado su papel fundamental en la
biocatalisis asimétrica, es de gran importancia encontrar amina (R)-transaminasas mas
selectivas con capacidad o potencial para la sintesis de los compuestos. Dado lo anterior,
es importante producir (R)-Aminotrasferasa purificada a partir de células enteras de
Fusarium oxysporum, ya que dicha enzima se reporta mayormente en configuracion “S”,
ya que la mayoria de los sustratos naturales tienen configuracion S, por lo que la
configuracién R serd de gran aporte para uso posterior (Guevara y col., 2017).
METODOLOGIA

Propagacion de Fusarium oxysporum

El cultivo de células de F. oxysporum se realizé a 30°C durante 72 h, utilizando medio de
cultivo con 10 g/L de glucosa, 1 g/L de urea, 1 g/L de fosfato dibasico de potasio y
minerales traza, a un pH de 6 (Alvarez et al., 2016). Para obtener la biomasa de las células

retenidas en peso humedo (Figura 1), el cultivo se filtré al vacio a través de papel filtro

Whatman de 150 um.
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Pruebas de identificacion de estereoselectividad

Esto se llevd a cabo realizando una reaccion de transaminacion en un reactor encamisado
de 100 ml, utilizando piruvato de sodio (PS) 100 mM, piridoxal 5-fosfato (PLP) 1 mM,
fosfato dibasico de potasio (K;HPO4) 100 mM vy 1,2 g de biomasa de F. oxysporum. La
reaccion de transaminacion (Clay y col., 2010) (Figura 2 y Figura 3) se inicié con una
concentracion 15 mM de (R)-(-)-(a)-Metilbencilamina o (S)-(-)-( a )-metilbencilamina
como donante de grupos amino (Koszelewski y col., 2010), el sistema de reaccién se
mantuvo durante 20 horas a una temperatura de 25 °C, luego se tomaron muestras por
triplicado de 1 mL de ambos sistemas de reaccion, (S)- (-)-(a)-metilbencilamina y (R)-(-)-
(a)-metilbencilamina, y se depositaron en tubos Eppendorf de 1 mL, se agitaron durante
10 s y se centrifugaron en una microcentrifuga modelo Beckman Microfuge a 7826 x g
durante 10 min a temperatura ambiente, luego se tomé el sobrenadante de los tubos
Eppendorf, se filtrd con filtros millipore de 0.8 um y se midié la absorbancia del producto
en un detector UV-VIS producido entre 250-260 nm, en el cromatdgrafo de liquidos de
alta resolucion (HPLC ) (Gao y col., 2017).

Purificacidon de la cepa

Para el aislamiento de F. oxysporum se prepard un medio de cultivo agar dextrosa
Sabouraud (65 g/L) con 200 mL al 0,05 %, utilizando también una muestra de F.
oxysporum preservada con una solucién de Tween al 0,05 %, utilizando el método de
dilucion (De Granada y col.,, 2001). Sucesivas concentraciones de 10-1 a 10-8 cepas de
purificacion se realizaron en campana de flujo laminar, el mismo procedimiento se realizd
por triplicado.

Identificacion de Fusarium oxysporum

Para la identificacion de F. oxysporum (Figura 4), se utilizd una técnica basada en la accién
de diferentes enzimas, entre ellas la ADN polimerasa, que incorpora los nucleétidos en la
sintesis de nuevas cadenas de ADN (amplificacion), en un analisis molecular, clonacion,
purificacion del producto PCR (Martin y col., 2007), cuantificacion y secuenciacion del
ADN, realizada por el Instituto Potosino de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas

(IPICYT).
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Ruptura celular

La ruptura celular se realizd por contacto con nitrégeno liquido, poniendo en contacto
1,2 g de células enteras de F. oxysporum en un mortero comun en campana de flujo
laminar, se cubrieron completamente con nitrégeno liquido, se evaporo el nitrégeno y se
congelaron las células, luego molido en el mortero (Madigan, 2006).

Reaccion de transaminacion

La reaccién de transaminacion se llevé a cabo a escala de 50 mL en un reactor encamisado
de 100 mL (Wheaton), como amina donante (R)-(-)-(a)-Metilbencilamina (Aldrich) y como
aceptor del grupo amino, piruvato de sodio, seguido de la medicién de la concentracion
de acetofenona, por recirculacion de agua a temperatura constante, se controld la
temperatura de reaccién, la agitaciéon fue por medio de un agitador magnético. Con la
tasa inicial de generacion de acetofenona, se midio la actividad de (R)-aminotransferasa.
La mezcla de reaccion de los sistemas de ensayo de actividad de (R)-aminotransferasa
consta ademas de (R)-(-)-(a)-metilbencilamina (15 mM) de SP (100 mM), piridoxal-5-
fosfato (1 mM) y fosfato de potasio dibdsico (KoHPO4) (Shiny Kim., 1997). La velocidad se
determind midiendo las concentraciones de acetofenona a los 10, 20, 30 y 40 min. Se
tomd una muestra de 200 uL del sistema de reaccién y se mezclé con 800 plL de HCI 0.1
N.

Andlisis de muestras

Las muestras del sistema de reaccidon ya con HCl se analizaron mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) con detector UV-VIS en un equipo Varian Pro Star (Hamid
y col., 2021). La absorbancia se midié a 254 nm, el volumen de inyeccién fue de 20 pL, el
caudal de la fase movil fue de 0.6 mL/min y el tiempo de anélisis fue de 23 min. La
columna utilizada fue Varian C-18 a 30 °C (Munir y col., 2020). La composicion de la fase
movil fue 40 % metanol y 60 % (v/v) agua. El tiempo de elucion con acetofenona (Aldrich)
fue de 19.8 min.

Efecto de la temperatura

La estabilidad de temperatura de la (R)-aminotransferasa se observo sobre la velocidad
de reaccién inicial, se incubaron 50 mL de la mezcla de reaccién en un rango de
temperatura de 20-40 °C con 1.2 g de células de F. oxysporum en un rango de pH entre

4-8 (Melo y col.,, 2020). La composicién de la mezcla de reaccién fue (R)-(-)-(a)-
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metilbencilamina 15 mM, piruvato de sodio 100 mM y piridoxal-5-fosfato 1 mM (Martin
y col., 2011).

Efecto del pH

Se observo la estabilidad del pH de la R-Aminotransferasa sobre la velocidad de reaccién
inicial, para estimar el pH apropiado para la reaccion se incubaron 50 mL de mezcla de
reaccion en un rango de pH de 4-8 (Junqueira y col., 2019) con 1.2 g de células de F.
oxysporum, y temperatura en un rango de 20 - 40 °C (Yafdiquez y col., 2019). La
composicion de la mezcla de reaccién es (R)-(-)-(a)-metilbencilamina 15 mM, piruvato de
sodio 100 mM vy piridoxal-5-fosfato 1 mM (Martin y col., 2007).

Afinidad por sustratos

Se analizé la afinidad del piruvato de sodio a diferentes concentraciones en varios
experimentos cuyas concentraciones van desde 15 mM, 30 mM, 50 mM, 70 mM, 100
mM, 120 mM y 140 mM, se agregaron los siguientes reactivos manteniendo su
concentraciéon constante (PLP 1 mM, (R)-(-)-(a)-Metilbencilamina 15 mM, K;HPO4 100
mM) en 50 mL de reaccion, controlando temperatura y pH. En el siguiente experimento
se analizd la afinidad de (R)-(-)-(a)-metilbencilamina a diferentes concentraciones en
varios experimentos cuyas concentraciones van desde 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 30
mM, 40 mM y 50 mM, las concentraciones de todos los demas componentes eran
constantes (PLP 1 mM, PS 100 mM, KHPO4 100 mM).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estereoespecificidad de w-aminotransferasa de F. oxysporum

Segln el disefio de los experimentos, era probable que las aminotransferasas de F.
oxysporum pudieran ser positivas hacia R-MBA y S-MBA, lo que nos mostraria actividad,
pero no estereoespecificidad, que es lo que buscdbamos. Con la reaccién de
transaminacion, se identifico la actividad de (R)-aminotransferasa.

Identificacidon de microorganismos

Se encontro, aisld y purificd un microorganismo positivo para R-MBA, y el producto
obtenido se envid para su identificacion al Instituto Potosino de Investigaciones
Cientificas y Tecnoldgicas (IPICYT) donde se obtuvo un producto de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) a partir del ADN del hongo para analisis por secuenciacion, donde

la prueba PCR resulto positiva para este tipo de hongo (F. oxysporum). La Figura 4 muestra
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el gel de agarosa al 1,0% mostrando los resultados de la prueba PCR para la identificacion
del hongo tipo F. oxysporum.

Seleccidon de temperatura de reaccion y pH

La figura 5 muestra el efecto de |la temperatura sobre la actividad de una enzima. La parte
descendente de la curva se debe a la desnaturalizacion térmica. En el pico de la Figura 5
se presentd el 100 % de la actividad enzimatica a 32.5 °C (Veneros y col., 2017); Ajustando
la ecuacion de Arrhenius (Ecuacion 1) (Shuler y Kargi., 1992) a los datos experimentales
se obtuvo la energia de activacién de 50,50 kcal/mol, que es la energia minima necesaria
para que se produzca la reaccion y menor la energia de activacion energia, mas rapido
tendra lugar. La reaccion al inicio tiene cierta energia mientras sus sustratos reaccionan
para formar un complejo activo y quedan en un estado de transicion, en el cual se puede
observar como los reactivos se debilitan para formar los productos, en cuanto a la energia
de desactivacion es de 78.04 kcal/ mol es mayor ya que involucra la diferencia de energia
entre el complejo activado y los productos, la disminucién en la velocidad de la reaccion

se debe a la desnaturalizacidon de la enzima.

Ea

k = Ae_(ﬁ) (Ecuacion 1)
En cuanto al pH, al ajustar el modelo (Ecuacién 2) (Shuler y Kargi., 1992) a los datos
experimentales se obtuvo Vmax = 6 uM/min. La figura 6 muestra el efecto del pH sobre
la tasa de produccién de acetofenona. Se encontré que el pH dptimo fue de 6.28, por
inspeccion de la grafica correspondiente ya que es el punto donde experimentalmente

se obtuvo la mayor velocidad de reaccion.

vlS]
m[1+[n+ [H:]]+[S]

V= (Ecuacion 2)

Donde v es la tasa de formacién de acetofenona en pM/min, vm es un parametro de
ajuste con unidades de uM/min, [S] es la concentracion de sustrato en pM, km es una
constante aparente de Michaelis-Menten en unidades de mM que es una funcién del pH,
[H+] es la concentracién molar de iones hidronio, y finalmente los valores k1 y k2 son
parametros de ajuste del modelo con unidades de concentracién molar de iones
hidronio.

La mayor actividad de la enzima se presenté a un pH de 6.28, disminuyendo su actividad
a pH mayor de 7 y menor de 4, para temperatura la mayor actividad se presentd a 32.5

°C, dando una disminucién a temperaturas mayores de 40 °C y menores de 25 °C (Melo
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y col., 2020), con ese pHy temperatura éptimos se logra una velocidad de reaccién de 6
UM/min.

Velocidad de producciéon de acetofenona

La actividad de R-aminotransferasa, que se obtuvo en funcién de la concentracién de
acetofenona, se detectd a los 19.8 min por HPLC. Dando una tasa de produccién de 6
UM/min, en sus condiciones dptimas de 32.5 °Cy pH de 6.28.

Efecto de las afinidades del sustrato

En este experimento se encontrd inhibicidn por parte del R-MBA, ya que se observa una
disminucién progresiva de la actividad a concentraciones del sustrato superiores a 15
mM.

Afinidad por el piruvato de sodio

La afinidad del piruvato de sodio a 32.5 °C y pH 6.28 mostré una velocidad de reaccién
maxima de 6 uM/min y el valor de km 9.55 mM, como se muestra en la Figura 7.

A concentraciones constantes de enzima, el comportamiento mostrado es lineal, a
medida que aumenta la velocidad de reaccion, al igual que la concentracién de sustrato,
hasta llegar a la velocidad maxima, que es cuando la enzima se satura y no aumenta,
aunque sigamos aumentar la concentracién del sustrato.

Afinidad por (R)-(-)-(a)-metilbencilamina

Las afinidades de (R)-(-)-(a)-metilbencilamina a 32.5 °Cy pH 6.28 se muestran en la Figura
8. A partir de los datos experimentales y usando la ecuacion de velocidad de formacion
de acetofenona (Ecuacion 3), los parametros cinéticos de maxima Podria calcularse una

velocidad de reaccion de 6 uM/min y el valor de km es 2.27 mM.

_ (s) L
V =Vax (—km+(S)) (Ecuacion 3)

Donde V es la tasa de formacion de acetofenona con unidades de uM/min, Vmax es la
tasa maxima con unidades de uM/min, (S) la concentracién del sustrato con unidades de
UM, km es la aparente constante de Michaelis-Menten con unidades de uM.

Cuando la concentracién de enzima es constante y aumentamos la concentracién de
sustrato, la tasa de catdlisis en el grafico no muestra un comportamiento lineal.
Inicialmente, el comportamiento es constante (lineal), pero con el tiempo la velocidad de
reaccion alcanza la velocidad maxima hasta que comienza a disminuir debido a la
inhibicion del sustrato. Si la velocidad inicial de la reaccién se mide a una concentracién

de sustrato dada, la velocidad de la reaccion aumenta linealmente con el aumento de la
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concentracién de sustrato, sin embargo, cuando aumentamos la concentracion de
sustrato, la enzima se satura con el sustrato y alcanza su maxima velocidad de reaccion
(Vmax ), el de la (R)-(-)-(a)-metilbencilamina 6 UM/ min, que no superara en ningln caso,
independientemente de la concentracién del sustrato. Se mostré inhibicién para (R)-(-)-
(a)-metilbencilamina, dando una km de 2.27 mM.

ILUSTRACIONES, TABLAS, FIGURAS.
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se logro la identificacion y caracterizacion de la w-Aminotransferasa.
Se pudo utilizar (R)-(-)-(a)-metilbencilamina como donante de grupos amino con una
aminotransferasa con estereoselectividad R, para obtener acetofenona, donde se midio
la actividad de R-Aminotransferasa por la produccion de acetofenona. La temperatura de
reaccion aparente y el pH de 32.5 °Cy el pH de 6.28 se determinaron utilizando modelos
gue correlacionan los datos experimentales con los parametros de ajuste. Fue posible
identificar y caracterizar w-Aminotransferasas con estereoespecificidad selectiva con
células enteras de F. oxysporum. Se identificd el proceso de transaminacion donde la
actividad dptica de la aminotransferasa fue seguida por la medicién de la concentracion
de Acetofenona. De acuerdo con otros autores que reportan la importancia de las
aminotransaminasas enantioselectivas (R) de F. oxysporum, en comparacion con la
aminotransaminasa selectiva (S), la contraparte selectiva (R) ha sido menos estudiada.
Dado su papel fundamental en la biocatalisis asimétrica, es de gran importancia encontrar
mas (R)-transaminasas selectivas de amina con capacidad o potencial para la sintesis de
los compuestos diana (Gao y col., 2017). La R-Aminotransferasa detectada mostro la
mayor actividad a 32.5 °Cy pH 6.28; coincidiendo con otros autores que reportan la mejor
actividad enzimatica a altas temperaturas y pH acido para este tipo de enzimas (Vedia y
col., 2019), otros autores reportan 25°C de alta temperatura y pH de 7 para una nueva
amina transaminasa enantioselectiva (R) de F. oxysporum (Gao y col., 2017). En las
condiciones de temperatura y pH se obtuvo una velocidad de reaccién de 6 uM/min.
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