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ABSTRACT

Physicochemical parameters as pH, concentration and temperature for alpha amylases reactions in different
applications determine the efficiency of the enzymatic reaction. Present study shows the relationship between the
physicochemical parameters and it is demonstrated that pH is a determining parameter for the maximum efficiency of
the enzyme. The optimal values of these parameters are also determined for the enzymatic reaction at pH 5and T =
50 ° C for a concentration of 5.6 U / mL of the enzyme, a-amylase Mg, modified according to the patent 002-2017.
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Los parametros fisicoquimicos de pH, concentraciéon y temperatura de las reacciones de las a-amilasas en sus
diferentes aplicaciones, determinan la eficiencia de la reaccion enzimatica. El presente estudio muestra la relacion
entre los pardmetros fisicoquimicos demostrandose que el pH es el parametro determinante para la eficiencia maxima
de la enzima. También se determinan los valores 6ptimos de estos pardmetros para la reaccion enzimatica a pH 5 y
T=50°C para una concentracién de 5,6 U/mL de la enzima, a-amilasa-Mg, modificada de acuerdo a la patente 002-
2017.

INTRODUCCION

Las a-amilasas son enzimas muy importantes por sus diferentes aplicaciones en la industria, tal como panaderia,
textiles, reduccién de algoddn entre otros. Uno de los usos mas importantes de las a-amilasas es la produccion de
jarabe de glucosa a partir de almidén, el principal problema en este proceso, es modificar el pH=4,5 del sustrato
(almidén crudo) a un valor de aproximadamente de pH=6, requerido para el uso de las a-amilasas[1]. Debido a este
problema, existen muchos estudios enfocados a modificar de diferentes maneras la estructura de la enzima, para hacer
mas eficiente y viable la reaccidn. Asi mismo, todos los reportes muestran la importancia y especificidad de las
condiciones de pH y temperatura para una actividad maxima de estas enzimas. [2-3]

La complejidad de las condiciones de reaccién ha llevado a un estudio profundo de la estructura de las o-
amilasas, mostrando evidentemente que su actividad es afectada por las variaciones mas simples en la estructura,
como el cambio de algiin aminoacido en la secuencia general o de igual forma el cambio de los cofactores que son
tan importantes como los cambios en la parte proteica. [4-6]

La a-amilasa de Aspergillus oryzae ha sido descrita estructuralmente en diversos trabajos, esta presenta una
estructura tridimensional de 3 dominios (A, B y C) y un ion Calcio estructural ubicado entre los dominios Ay B, del
cual sus ligandos estdn compartidos en ambos dominios y permite mantener la estructura estable del sitio activo.[7]
Por otra parte, también existen sitios secundarios de enlace en los cuales existen iones Calcio que ayudan mantener la
integridad estructural del sitio activo ante la desnaturalizacion por interacciones con el dominio B. [8]

Ref. Imagen modificada del banco de datos de proteinas para la busqueda 6TAA
(https:/iwww.ncbi.nim.nih.gov/Structure/icn3d/full.html?&mmdbid=58564&bu=1&showanno=1)
Figura 1. Estructura de la a-amilasa de Aspegillus oryzae que muestra los dominios A, B, C. muestra el ion Calcio estructural y

un ion Calcio secundario en el dominio A como esferas de color plomo.

El cambio de iones intercambiables en la estructura o cofactores, puede tener una gran importancia en la estabilidad
enzimatica como muestra el estudio de Prakash y Jaiswal [9] con diferentes iones como Calcio, Sodio y Cloro en los
sitios activos de la a-amilasa. Los cambios en los sitios activos de estas enzimas, muestran también que algunas de
estas modificaciones pueden ocasionar ademas la inactivacion total de estas enzimas. [5-11].
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Una de las caracterisiticas principales de las a-amilasas, esta dada por el Calcio estructural que tiene un gran
impacto en la termoestabilidad de la enzima debido la formacion de una estructura compacta [9], y su extraccion
causa la pérdida irreversible de actividad por desnaturalizacion debido a la inestabilidad estructural generada. [12]

Pocos trabajos cientificos analizan el efecto de los cofactores en el rendimiento de estas reacciones aunque se
enfatiza la importancia de los cofactores para determinar su especificidad y estabilidad molecular en condiciones
Optimas. Yafiquez [13], en este estudio la sustitucion de los iones Calcio por Magnesio en la a-amilasa de
Aspergillus oryzae se determiné que la extraccién indirecta de los iones Calcio periféricos o secundarios por con
iones Magnesio afecta el rendimiento y la estructura de la enzima.

Una vez consolidada la estructura es importante establecer las nuevas condiciones para una maxima eficiencia
de la reaccion, los parametros fisicoquimicos establecidos son el pH, temperatura y concentracién de la enzima son
los que gobiernan el proceso. [14-16]

La enzima a evaluar en el presente estudio es una a-amilasa proveniente del Aspergillus oryzae, a la cual se le
sustituyé el cofactor Calcio por Magnesio usando el método descrito en la patente de invencion SP 002-2017 y se
enfoca principalmente en determinar los parametros de pH, temperatura y concentracion de actividad maxima de la
nueva enzima.

EXPERIMENTAL
Reactivos

a-amilasa-Mg obtenida bajo el procedimiento protegido legalmente bajo la patente de invencién SP-002-2017.
Almidon soluble de papa Grado Sintesis de Scharlab (G Perez, Espafia); acido Clorhidrico para Analisis de Biopack
(Buenos Aires, Argentina); lodo sublimado para ACS de Merck (Darmstadt, Germany); loduro de Potasio de
Winkler LTDA. (Santiago, Chile).

Preparacion del sustrato

Para la evaluacién de la actividad enzimatica de los pardmetros de Temperatura y Concentracion se prepara el
almidon soluble al 2% con agua de grado Millipor, a 65°C con agitacion constante.

Para la evaluacion de actividad enzimatica y pH el almidén soluble se gelifica a 65°C antes de la reaccion para
variar el rango de pH entre 2 a 10, empleando HCI (1M) e NaOH (1M).

Método para determinar la actividad enzimatica

Se determind el grado de hidrdlisis de forma indirecta a través del complejo almidon-lodo residual por
espectrofotometria usando el método descrito por Xiao y Tsang [17]. Una mezcla de 200uL de almidén al 2% y
200uL de enzima a diferentes concentraciones, pH y temperatura respectivamente, es incubada a una temperatura
constante por 30 minutos con agitacion constante a 1000RPM en un Thermomixer confort marca Eppendorf.

Una vez concluido el proceso enzimatico se desactiva la enzima con 100uL de HCI 1M, y se agregan 500uL de
Lugol de concentracion 0,04%, luego de 15 minutos, se siembran 150uL del complejo almidén-iodo en una placa
Nunc 96well y se lee la absorbancia a 620nm en un lector de placas marca pQuant BioTeK.

Determinacion de la actividad enzimatica a concentracion constante

De acuerdo al método descrito para determinar la actividad enzimatica, se determina la correlaciéon entre los
pardmetros variables de temperatura entre 20 y 70°C y el pH de 2 a 10, a concentracion de enzima constante de
5,6U/mL.

Determinacion de la actividad enzimética a temperatura constante

Evaluando la actividad enzimética por el método espectrofotométrico del complejo lodo-Almidén se mantiene

constante la temperatura de reaccion a 50°C. Los parametros variables para el experimento son la concentracion en el
intervalo de 0 a 5,6U/mL y el pH de 2 a 10.
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Determinacion de la actividad enzimatica a pH constante

Basados en la metodologia descrita para la determinacion de la actividad enzimatica por espectrofotometria. Se
evalla el comportamiento de la enzima a pH=5 como constante. Los pardmetros variables para el experimento son el
intervalo de la concentracion enzimatica de 0 a 5,6U/mL y la temperatura entre 20 y 70°C.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los valores de actividad enzimatica fueron cuantificados como absorbancia del complejo lodo-almidén. Se
determinaron por medio del método amiloclastico. [17] Este método muestra la degradacién del almidon por el
proceso de hidrolisis enzimatica con la nueva enzima a-amilasa Mg. [11] Como se muestra en las Figuras 2-6 una
mayor actividad enzimatica estd dada por un valor menor de absorbancia, que a su vez tiene una relacion
directamente proporcional a la concentracion remanente de almidon sin hidrolizar.

Considerando como base las condiciones fisicoquimicas de maxima actividad reportadas por varios autores para
la enzima original (a-amilasa de Aspergillus oryzae) los parametros analizados son: concentracion de enzima o-
amilasa Mg, pH y temperatura para la reaccion de hidrdlisis enzimética de almiddn soluble estandar. [14-16]

Los resultados de correlacién entre los pardmetros de temperatura y pH a una concentracién constante se
muestran en la Figura 2. La funcion matematica muestra principalmente que la mejor actividad enzimética est4 a
temperaturas altas y pH acidos, resultados que coinciden con los reportados por otros autores para este tipo de
enzimas. [14]

Las condiciones de actividad maxima para la a-amilasa de Aspergillus oryzae estan el intervalo de pH 4,5a 5,5
y la méxima actividad en el intervalo 40 a 50°C. [15]

Como resultado del analisis de las diferentes curvas para la enzima modificada, se observa en la Figura 2 que el
pH de méxima actividad es 5 en el intervalo de temperatura de 20 a 60°C; donde el valle maximo de actividad se
encuentra en 50°C y los valores encontrados para 40, 50 y 60°C a pH 5 son mayores al siguiente valle de actividad a
pH=4.

La actividad enzimatica de la a-amilasa de Aspergillus oryzae a pH 5 no presenta una reduccion mayor al 5% de
actividad en el intervalo de temperatura de 40 - 50°C en comparacion con el intervalo 50 - 60°C donde existe una
pérdida del 30% de actividad, segun los resultados descritos por Patel et al [15] y Kundu y Das [18].

Esta similitud en el comportamiento entre la a-amilasa Mg y la a-amilasa de Aspergillus oryzae se puede
explicar por la presencia del ion Calcio estructural que mantiene la integridad del sitio activo de la enzima generando
termoestabilidad en la enzima modificada como explica Prakash y Jaiswal[9]. Por tanto, en la a-amilasa Mg se
mantiene la propiedad de termoestabilidad aunque se cambiaron los iones secundarios de Calcio por Magnesio.

ABSORBANCIA VS TEMPERATURA

12

ABSORBANCIA
=} =}
= 0

o
=

0,2

10 20 30 a0 50 60 70 80
TEMPERATURA
Figura 2. Actividad de la enzima modificada a-amilasa Mg a Concentracion constante de 5,6U/mL, en un rango de pH de 2 a 10
y temperatura de 10 a 80°C.
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La relacién entre la concentracion de enzima a-amilasa Mg y los valores de pH a una temperatura constante fueron
analizados en el rango de actividad entre 30 y 60°C, los valores de actividad enzimatica maxima para cada
temperatura fueron determinados en un rango de 0,8 a 5,6U/mL de concentracion de enzima y pH entre 2 y 1. Los
resultados se muestran en la Figura 3.

En el andlisis de los datos se puede observar que la actividad enzimatica tiene un mayor intervalo de
absorbancia de 0,3 a 0,9 a valores de pH acidos entre 2 y 6 a diferencia de los resultados en el intervalo de actividad
entre 0,5 y 0,8 en el que se reducen a valores de pH basico entre 7 y 10 de este analisis se puede inferir que la
relacién entre estos dos parametros es inversamente proporcional dentro de los limites de detecciéon del método
empleado. Determinandose asi que a pH acido de 5 la temperatura éptima de reaccién es de 50°C para una
concentracion de 5,6U/mL.

De acuerdo a los datos reportados por Patel et al[15] y Kundu - Das[18] para la a-amilasa de Aspergillus
oryzae, el pH la actividad de la enzima es 5 a 50°C, que presenta una reduccion del 4% de actividad cuando se
reduce el pH a 4 y una reduccion del 40% actividad a pH 3 para valores de pH acidos, por el contrario en valores mas
basicos como pH 6 se observa una reduccion del 20% de actividad, a pH 7 una reduccion de 55% y a pH 10 no se
presenta actividad enzimatica.

Estos datos tedricos son diferentes a los obtenidos para la a-amilasa Mg estudiados en la Figura 3, porque a pH
4 esta enzima modificada presenta una reduccién de actividad del 60% para 5,6U/mL. Y por el contrario en valores
de pH bésicos se tiene resultados parecidos, a pH 6 una reduccién del 20%, en pH 10 la actividad es minima, excepto
el pH 7 que tiene una reduccidon de 30% de actividad enzimatica.

La razdn de este cambio en el comportamiento enzimatico respecto al pH, puede ser explicada por la sustitucion
de los iones secundarios de Calcio por Magnesio que modifican el tamafio estructural de la enzima, menor tamafio
idnico, asi como por la diferente electroafinidad del Magnesio, ademas de los cambios en las interacciones Calcio
estructural y Calcio secundario en los sitios activos como muestra Prakash y Jaiswal [9] en su estudio.

Comparando la informacion teérica con los resultados de la enzima a-amilasa Mg de la Figura 3, existe una
similitud en los resultados obtenidos a temperatura 30°C, en este caso el efecto de separacion dominios por la
temperatura a la que reacciona la enzima puede ser la causa principal. [9]

Finalmente, la Figura 4 muestra la relacion entre la temperatura y la concentracion de la enzima a-amilasa Mg a
pH = 5 constante siendo este el valor de pH dptimo determinado para la reaccién de acuerdo a los resultados
presentados en las Figura 2y 3.

Observando los datos de la Figura 4b, los resultados muestran que a temperatura de 70 y 10°C la hidrolisis
enzimatica es inactiva, a 10°C la enzima es muy estable y no reacciona sobre el sustrato a pesar de tener las
condiciones de los otros parametros, de igual forma a 70°C es todo lo contrario la enzima esta inactiva debido a que
su estructura ha sido alterada y puede concluir que esta desnaturalizada por lo tanto no se produce la reaccién y la
absorbancia tiene un valor de 0,8 muy proximo al valor del blanco de la reaccion de 0,9 de absorbancia.

Los valores de actividad enzimatica en la Figura 4 muestran que en los intervalos de temperatura de 30 a 60°C y
40 a 55°C, tienen comportamientos funcionales similares y muestran que las interacciones a bajas temperaturas asi
como a temperaturas altas, dan resultados similares lo que muestra la estabilidad de la estructura de la enzima con el
cofactor Mg. Sin embargo, la actividad enzimatica de glucolisis en un intervalo entre 45 y 55 °C es la 6ptima
determinandose que 50°C es el valor adecuado para que la reaccidn se lleve a cabo eficientemente con una
absorbancia de 0,1 como se muestra en la Figura 4a.

La actividad a diferentes concentraciones de la a-amilasa Mg y la enzima original en las condiciones de
actividad maxima a 30 minutos de reaccion se muestran en la Figura 5. De acuerdo a estos resultados, se determina
gue la enzima modificada tiene una correlacion lineal entre actividad y concentracién por el contrario la enzima
original tiene una correlacion logaritmica. Analizando, observamos que a altas concentraciones la a-amilasa-Mg tiene
una mayor velocidad de reaccion comparada a la enzima original, y se considera que la enzima es mas rapida a
concentraciones mayores a 4U/mL de ambas enzimas. La razén de este cambio es que la a-amilasa de Aspegillus
oryzae tiene un paso limitante en su mecanismo de reaccion que hace que el incremento en la concentracion de la
enzima no aumente la actividad enzimatica: esta velocidad esta definida por la estructura, tamafio y mecanismo de
reaccion del sitio activo en la enzima. [1]

La modificacién en la estructura y tamafio de la enzima como consecuencia de la sustitucién del Calcio
secundario por Magnesio, afecta efectivamente al mecanismo de reaccion y no presenta paso limitante respecto de la
concentracion enzimatica. Por esta razon la enzima a-amilasa Mg muestra un tiempo menor de reacciéon y mayor
eficiencia a concentracion 5,6 U/mL que la enzima original.
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Figura 3. Absorbancia vs pH a temperatura de 30, 40, 50 y 60°C a diferentes concentraciones de enzima modificada a-amilasa
Mg, donde se observa el cambio en la actividad a valores de pH &cido.

Absorbancia vs Concentracion vs Temperatura Actividad enzimatica a diferentes temperaturas

T
et 2
F DO 8
e O e

Absorbancia
et 1 M-l O
B 0 HHOH

g

0208
+10%

e —
e O 0
*
i

a - b

Figura 4. a) Actividad de la enzima modificada a-amilasa Mg a diferentes temperaturas y concentraciones a pH constante de 5
se muestra los cambios en la actividad a las diferentes temperaturas en una grafica 3D b)la figura muestra una grafica de
curvas de actividad a diferentes concentraciones donde muestra la semejanza de actividad a diferentes temperaturas.
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Figura 5. Actividad a diferentes concentraciones de la enzima, comparando la a-amilasa Mg (a-amy Mg) y la a-amilasa de
Aspergillus oryzae (a-amy A.oryzae) con las curvas de regresion lineal y logaritmica respectivamente a pH 5, 50°C por 30
minutos de reaccion

Adicionalmente se analizaron los intervalos de actividad maxima reportados como absorbancia con los parametros
Optimos y tomando en cuenta los intervalos de actividad enzimatica en la Figura 4. Este analisis determina que el
rango pH es el parametro preponderante para la reaccion, por otro lado la temperatura puede variar en un rango no
muy amplio entre 30 - 40°C, los datos también muestran que a pH cercano a 4 la reaccion se puede desarrollarse pero
con un rendimiento menor como se puede ver en la Figura 6.

Absorbacia vs pH
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Figura 6. Actividad mdxima de la enzima modificada a-amilasa Mg entre 0,8 y 5,6U/mL, donde se muestra que la actividad
maxima tiene un punto limitante en pH 6 sin importar la temperatura y puntos dispersos a valores de pH menores a 6, con la
mejor actividad en pH 5 a temperatura 50°C

Asi mismo por las curvas en la Figura 6 podemos establecer las condiciones limite para la reaccion enzimética a
valores por debajo o igual a pH=2 y pH igual o mayor a 6 la enzima se desnaturaliza y la reaccién no se lleva a cabo,
sin embargo estos limites nos permiten establecer las condiciones para desactivacion de la enzima y control de la
reaccion. La razon de esta desnaturalizacion tiene que ver con la sustitucion del ion Calcio por Magnesio, donde la
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estabilidad de los dominios es reducida, puesto que los iones Calcio internos estructurales de la enzima son los
responsables de los sitios activos y mantienen la estructura adecuada de las a-amilasas en diferentes condiciones de
pH y temperatura. [9]

La Figura 6 también muestra que los valores de temperatura tienen un efecto positivo en la reaccion cuando
valores de pH estan fijos entre 4 y 5. También se puede ver que a pH 6 y 7 sin importar el valor de temperatura, ni
la concentracidn se tiene una actividad enzimatica reducida.

CONCLUSIONES

Analizando los resultados podemos concluir que la relacion entre los parametros de temperatura, pH y concentracion
para la nueva enzima a-amilasa-Mg depende de la estructura molecular y la forma de los sitios activos, como se
reporta en estudios anteriores [1,9,10,11] mostrando que la nueva estructura es suficientemente estable y conserva
los sitios activos para la hidrolisis de almidones.

A pesar de haberse modificado la estructura con el cambio de cofactor los pardmetros fisicoquimicos de
actividad maxima muestran un comportamiento normal y la relacién entre ellos sigue lo reportado en bibliografia.

Se establece los nuevos rangos de parametros fisicoquimicos para la reaccion de hidrolisis de laa-amilasa Mg,
de acuerdo a los resultados se muestra que a valores de pH acidos y temperatura moderadas, la reaccion es eficiente
lo que hace mas viable el uso de esta enzima en procesos industriales como la obtencion de jarabe de glucosa.

Por otra parte, la sustituciéon de los cofactores secundarios Calcio por Magnesio, mantuvieron la
termoestabilidad de la enzima pero modificaron el efecto del pH en su actividad maxima a valores de pH &cido, esto
por el efecto de la electroafinidad y el tamafio de los iones Magnesio ademas de la no sustitucion del ién Calcio
estructural.

Igualmente se puede ver en las Figuras 2-6 que la temperatura de inicio de la reaccién es menor comparada con
las a-amilasas normales lo que hace mas viable el uso de esta enzima a-amilasa Mg en sustratos termolabiles en
medios muy &cidos.

El cambio de cofactor afecta al mecanismo de hidrolisis, mayor velocidad de reaccion a concentraciones
mayores a 4U/mL comparadas con la enzima original y una correlacion lineal entre la actividad, concentracion de
enzima y sustrato.

Por tanto, en procesos de hidrdlisis de almidones la enzima a-amilasa Mg modificada de Aspergillius oryzae
alcanza su mejor actividad a un pH de 5, temperatura de 50°C y una concentracion de 5,6U/ mL sobre un sustrato de
almidon preparado al 2% de concentracion.
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