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Introduccion |

Durante los ultimos afios, la biotecnologia de carbohidratos, también conocida como
glicotecnologia, ha despertado un gran interés académico e industrial debido a la versatilidad
que ofrece en las areas agroquimicas, cosméticas, y particularmente en los sectores alimentarios
y farmaceuticos (Quirasco y cols., 1995). Los oligosacaridos, ademdas de su uso tradicional
como fuente de energia o edulcorantes, presentan nuevas aplicaciones en la industria alimentaria
como estabilizantes, emulsionantes o, recientemente, como componentes de la dieta que
estimulan el crecimiento de bacterias beneficiosas de la microflora intestinal (Monsan y cols.,
1995). Al profundizar en el conocimiento de las funciones de los carbohidratos en la superficie
celular y en su posible utilizaciéon como sustancias glicoterapeuticas, se ha incrementado el
interés por estas moléculas y se han abierto nuevas aplicaciones potenciales en inmunologia,
salud humana y animal -drogas, fenomenos inflamatorios, inmunoestimulacién, etc.- (Remaud y
cols., 1994).

El papel que desempefian los oligosacridos en los sistemas bioldgicos es fundamental; sin
embargo, resulta extremadamente complicado progresar en tales estudios, debido a la gran
dificultad encontrada a la hora de dilucidar la estructura de estos aziicares y producir
eficientemente derivados estandar. De hecho, mientras que para la sintesis de 6 péptidos diferentes
o 6 oligonucledtidos son necesarios 3 aminoicidos o 3 nucleotidos, si se partiese de 3
hexopiranosas se podrian obtener 720 trisacaridos diferentes. Esta enorme variedad estructural esta
relacionada con la misién que desempefian los carbohidratos en los mecanismos especificos de
reconocimiento celular (Monsan y Paul, 1995). Asi pues, se hace necesario el desarrollo de rutas
eficientes de sintesis, de facil escalado, para la obtencion de oligosacaridos con aplicaciones
diversas. A este nivel, la excepcional estéreo- y regioselectividad que presentan las enzimas
puede ser considerada como una herramienta complementaria o alternativa a la sintesis
quimica, que requiere de laboriosos y sucesivos pasos de proteccidn y desproteccion (Nilsson,
1991).

La contribucién de la enzimologia a la produccién de oligosacaridos se sustenta en tres
pilares basicos:

a) La buisqueda de nuevas cepas de microorganismos capaces de crear enzimas de
aplicacién industrial.

b} La modificacién quimica y la mutagénesis dirigida de las enzimas, como técnicas
complementarias para la obtencion de nucvos biocatalizadores con diferentes actividades y/o
sclectividades.

¢) Mejorar el contro! y las condiciones de operacion de las enzimas mediante el uso de
tecnologias como la inmovilizacién, que permitan la recuperacion de! catalizador y trabajar en
condiciones no convencionales (medios de reaccion altamente concentrados, presencia de

solventes organicos, etc.)
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Recientemente se ha demostrado ¢l uso potencial de las hidrolasas (glicosidasas, EC 3.2.)
para la sintesis de oligosacaridos, en condiciones de control termodindmico. Sin embargo el bajo
rendimiento de la reaccion y la escasa especificidad de la mayoria de estas enzimas en procesos de
sintesis limitan la aplicacién de esta tecnologia (Monsan, 1990; Monsan y Paul, 1990). Por lo
tanto, la principal alternativa a la sintesis quimica de oligosacdridos son las reacciones de
transferencia catalizadas por glicosiltransferasas (EC 2.4.). La industria emplea actualmente dichas
reacciones en procesos de produccion de ciclodextrinas y glucooligosacaridos (Castillo y cols.,
1992).

1. GLICOSILTRANSFERASAS

Las glicosiltransferasas (o transglicosidasas) pueden ser definidas como enzimas que
transfieren un residuo glicosilo desde un donador a un sustrato aceptor; tales reacciones son
catalizadas por glicosidasas, fosforilasas y, por supuesto, por transglicosidasas. Sin embargo, ¢l
papel de las dos primeras es considerado en la actualidad puramente degradativo, mientras que
la alta especificidad hacia los donadores y aceptores de las glicosiltransferasas es la base
fundamental para la sintesis especifica de las cadenas de azicar producidas en la célula. Es
importante destacar que las glicosiltransferasas de mamiferos son dificiles de manejar, puesto
que sus donadores llevan cofactores asociados (son azicares nucledtidos) que resultan muy
caros en el mercado. Sin embargo, las transglicosidasas de microorganismos no requieren
dichos cofactores (Nilson, 1991). Dentro de las glicosiltransferasas (EC 2.4.) existen tres tipos
diferentes, que se diferencian en la naturaleza del residuo de azucar que transfieren:

-Hexosiltransferasas (2.4.1.).
-Pentosiltransferasas (2.4.2.).
_Otras enzimas que transfieran restos distintos a hexosas y pentosas (2.4.99.).

1.1 LAS REACCIONES DE TRANSFERENCIA

En este tipo de reacciones, se produce la transferencia de un grupo glicosilo, desde un
donador (A-O-B) hacia un aceptor (C-H) . El mecanismo catalitico conlleva la formacion de un
complejo covalente intermediario cnzima-sustrato (E-B) (Monsan y Paul, 1990).

A-TH
A-O-B + E-H ¢— E-B+ C-H 44— B-C+E-H

Donador  Enzima ;0 Aceptor
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La energia necesaria para la sintesis del producto final (B-C) proviene de la ruptura inicial
del enlace glicosidico, que se almacena en forma de complejo covalente itermedio (E-B), y
posteriormente se emplea para transferir el grupo glicosilo al acepter. Una gran variedad de
carbohidratos pueden ser usados como aceptores: monoesacaridos, oligosacaridos, y derivados de
éstos, asi como alcoholes aromaticos o alifaticos; por ello, pueden producirse un elevado niimero
de compuestos diferentes a partir del glicosilo donado. Se ha comprobado que el propio donador
glicosilo también puede actuar como aceptor. De este modo, y dependiendo del producto que
queramos obtener, se usard una mayor cantidad de aceptor o de donador (Monsan y Paul, 1995).
Algunas de estas enzimas catalizan también reacciones de hidrolisis, que pueden considerarse
como un transferencia del grupo glicosilo desde el donador al agua (Robyt, 1996). En cualquier
caso, la reacci6on de transglicosilacion es estereoespecifica, conservandose la configuracion
anomerica del grupo glicosilo transferido, en el aceptor.

Para la aplicacién industrial de las glicosiltransferasas es determinante poder utilizar
carbohidratos baratos como sustratos. Por ello, la ciclodextrin glicosiltransferasa (EC 2.4.1.19.) y
la dextransacarasa (EC 2.4.1.5.) son dos de las enzimas de transglicosilacion con mejores
perspectivas en la enzimologia moderna. Esto se debe a que los sustratos que utilizan, almidén y
sacarosa respectivamente, no solo suponen una disminucién de los costes, sino que también

permiten la sintesis de una amplia variedad de productos de reaccién, con distintas aplicaciones.

2. CICLODEXTRIN GLICOSILTRANSFERASAS

2.1 LAS CICLODEXTRINAS

Estructura

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos no reductores constituidos por 6 {o-
ciclodextrina), 7 (B-ciclodextrina), 8 (y-ciclodextrina) o mas unidades de glucopiranosa, unidas
mediante enlaces o1—4), y formadas reversiblemente a partir de almidon o sustratos similares.
Fueron descubiertas en 1891 por Villiers, cuando al estudiar la digestion del almidon por parte de
Bacillus amylobacter (Clostridium butyricum), ademas de dextrinas reductoras obtuvo una
pequefia cantidad de material cristalino, al que llamé celulosina. En el mismo afio, se averiguo que
Villiers probablemente empled cultivos contaminados con Bacillus macerans, ¢l cual fue el
verdadero productor de estas primeras ciclodextrinas (Koch, 1891).

En 1903, Schardinger fue capaz de aislar dos productos cristalinos, dextrinas A y B, que

fueron descritos en funcion de su falta de poder reductor. Sin embargo, no se especificd cudl fue la
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bacteria responsable de la sintesis de estos productos. Algunos afios mas tarde, en 1911, el mismo
investigador describié que la especie Bacillus macerans producia grandes cantidades de dextrinas
cristalinas (25-30%) a partir del almidén. Schardinger llamé a su producto cristalino “dextrina -
cristalizada” y “dextrina (-cristalizada”. En 1935 la y-dextrina fue aislada por Freudenberg y
Jacobi. Estos cientificos también desarrollaron varios protocolos para la produccion de
ciclodextrinas. Hasta ese momento, la organizacion de estos compuestos era incierta, pero en 1942
las estructuras de la a- y de la B-ciclodextrina fueron determinadas por cristalografia de rayos X
(French y Rundle, 1942). Pocos afios después, se dio a conocer la estructura de rayos X de la y-
ciclodextrina y se reconoctd que las ciclodextrinas podian formar complejos de inclusion
(Freudenberg y Cramer, 1948). En 1961, se demostré la existencia natural de &-, -, -, n-
ciclodextrina (9-12 residuos) (Pulley y French, 1961). No se conocen ciclodextrinas con menos de
6 unidades de glucosa, probablemente debido a razones estéricas.

A partir de los analisis de las estructuras de rayos X, se deduce que en las ciclodextrinas los
hidroxilos secundarios (C2 y C3) estan localizados en la cara interna del anillo y los hidroxilos
primarios {C6) en la cara externa. Ademas, los hidrégenos apolares C3 y C5 asi como los oxigenos
de las uniones glicosidicas se encuentran en la region interna del anillo (Szejthi, 1990; Dijkhuizen
y cols., 1995) . Como resultado de todo ¢llo, se tiene una molécula con una zona externa hidréfila,
que puede disolverse en agua, y una cavidad hidréfoba que proporciona una matriz apolar
(Saenger, 1984).
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Figura £.1. Estructura de «-, f3-, y y-ciclodextrina y su forma tridimensional. Las longitudes de a y b se

recogen en la Tabla 1.1 para las distintas ciclodextrinas.
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Propiedades

La consecuencia mas importante de la estructura de las ciclodextrinas es la capacidad que
poseen para formar complejos de inclusion con gran variedad de moléculas (4cidos grasos,
aminas, hidrocarburos alifaticos o aromadticos, etc.). Estas microencapsulaciones moleculares
favorecen la solubilidad de moléculas hidréfobas en agua (Otero y cols., 1991) o confieren
estabilidad a sustancias volatiles o labiles (Szejtli, 1990).

Tabla 1.1. Propiedades de las distintas ciclodextrinas {Bender, 1986, Uekama e Irie, 1987, Romberger, 1997).

Propiedad a-ciclodextrina p-ciclodextrina y-ciclodextrina
Nimero de unidades de glucopiranosa 6 T 8
Peso molecular 972 1135 1297
Solubilidad en agua 25°C (% p/v) 14.5 1.85 232
Diametro exterior (a) (A) 14.6 154 17.5
Diametro de la cavidad (b) (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Profundidad de la cavidad (A) 7.9 7.9 79
Volumen aproximado de la cavidad (A%) 174 262 427

Aparte de las ciclodextrinas naturales, se han sintetizado numerosos derivados de éstas,
que son normalmente producidos mediante aminaciones, esterificaciones o eterificaciones de
los grupos hidroxilos primarios y secundarios de la ciclodextrina. Dependiendo del sustituyente,
la solubilidad de los derivados de ciclodextrinas varia con respecto a las ciclodextrinas de las
que proceden (Wenz, 1994; Kobayashi, 1996).

Aplicaciones

Las moléculas encapsuladas en ciclodextrinas presentan ventajosos cambios en sus
propiedades quimicas y fisicas, como son:
-Estabilizacion de sustancias sensibles a la luz o at oxigeno.
-Modificacion de la reactividad quimica de las moléculas encapsuladas.
-Fijacién de sustancias muy volatiles.
-Aumento de su solubilidad.
-Proteccion contra la degradacion por microorganismos.
-Enmascaramiento dec los malos olores y sabores.

-Enmascaramiento de los pigmentos o colores de las sustancias.
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Todas estas propiedades, que las ciclodextrinas o sus derivados confieren a las moléculas
que albergan, las hacen apropiadas para sus aplicaciones en la industria alimentaria, farmaceutica,

articulos de drogueria, quimica analitica y agricultura.

ALIMENTACION: el uso de las ciclodextrinas en alimentacion fue aprobado por
primera vez por el Ministerio Japonés de Salud en 1976 (se clasificaron como aditivos
alimentarios naturales). En Japon la mayoria de las ciclodextrinas producidas se consumen en
productos alimentarios. En 1986 el gobierno holandés aprobé la B-ciclodextrina para su uso en
cualquier producto alimentario en el que estuvieran permitidos almidones modificados. El
ejemplo holandés fue rapidamente seguido por varios paises europeos -entre ellos Espafia-
(Korpela y cols., 1988).

La principal aplicacion de las ciclodextrinas en alimentos se desarrolla en la estabilizacion
de aromas, incluso a elevadas temperaturas y durante largos periodos de tiempo. De esta forma, los
aromas se emplean en mucha menor cantidad cuando se encuentran encapsulados. Las utilizacion
de estos complejos aroma-ciclodextrina se han desarrollado en tés, caramelos, chocolates, etc.
siendo una técnica especialmente til durante el procesado de productos alimentarios, evitando la
rapida evaporacion y oxidacion de los aromas (Juhdsz y cols., 1988). Del mismo modo, las
ciclodextrinas pueden estabilizar condimentos y especias cuando son sometidos a largos periodos
de almacenamiento, protegiéndolos asi contra la oxidacién. Muchas especias, como los picantes,
estan comercialmente disponibles en Japén en forma de complejo de inclusion (Szente y cols.,
1988; Vokk y cols., 1991).

Otra importante aplicacién alimentaria es la eliminacion o disminucion de olores o sabores
no deseados (Weiszfeiler y Szejtli, 1988). Un ejemplo caracteristico es la reduccion del amargor de
los zumos de citricos (Shaw y cols.,, 1984). Ciertos productos de pescaderia desarrollan
rapidamente olores y sabores peculiares, que proceden de aminas y acidos grasos oxidados. Las
ciclodextrinas, en concentraciones de 2-5%, son efectivas en enmascarar estos olores y al mismo
tiempo mejoran la textura del alimento (Hashimoto, 1988).

La textura de los productos camicos y de los productos de confiteria también puede
mejorarse pulverizando ciclodextrinas sobre su superficie. Respecto a la carne, las ciclodextrinas
afectan a la consistencia de ésta e intensifican la dureza de partes tipo gel. Estos efectos
probablemente deriven de cambios en las interacciones de los complejos lipido-proteina (Juhasz y
cols., 1988). Estas propiedades pueden ser aprovechadas para el empleo de las ciclodextrinas con
emulsiones y cremas batidas. Concretamente la mayonesa, la margarina y las cremas de
mantequilla pueden estabilizarse con §-ciclodextrina (Hashimoto, 1988). Ademas, empleando [3-
ciclodextrina se puede eliminar el colesterol de la yema del huevo, de la leche y de la mantequilla

para producir productos de consumo diario de bajo contenido en colesterol (Kohlrausch y
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cols., 1994). Por ultimo, son de interés los agentes antimicrobianos que se adicionan a los
alimentos encapsulados en ciclodextrinas (por ejemplo, la yodina y el 4cido benzoico). Los
efectos de estas sustancias aumentan cuando estan incluidos en la ciclodextrina, por lo que menor
cantidad de ellos debe ser afiadida al producto (Szejtli, 1982a).

La ingestiéon de ciclodextrinas no es perjudicial para el ser humano. Las ciclodextrinas
presentes en los productos alimentarios son bastante resistentes a los enzimas que degradan el
almidoén, aunque pueden ser hidrolizadas con bajos rendimientos por a-amilasas (Szejtli, 1982b).
La a-ciclodextrina practicamente no es degradada, mientras que la -, y sobre todo la y-
ciclodextrina son hidrolizadas con mayor facilidad debido a su tamarfio y flexibilidad. Dicha
descomposicion no se lleva a cabo a través de las amilasas presentes en la saliva o en el pancreas,
sino mediante c-amilasas de microorganismos de la flora del colon. Los estudios de absorcion
revelan que unicamente el 2-4% de las ciclodextrinas ingeridas se absorben en el intestino delgado,
y que el resto es degradado y recuperado como glucosa en el colon. Esto explica la baja toxicidad
encontrada tras la ingestion de ciclodextrinas (Duchene, 1988; Bar y Ulitzur, 1994). La resistencia
de la a-ciclodextrina a la degradacion por o-amilasas puede ser aprovechada para sintetizar
complejos de acidos grasos con a-ciclodextrina, con posibles aplicaciones dietéticas (Sato y cols.,
1986).

FARMACIA: existen numerosas aplicaciones de las ciclodextrinas en la industria
farmaceutica. Por ejemplo, la adicion de o~ o B-ciclodextrina incrementa la solubilidad en agua
de varias sustancias lipofilas como las prostaglandinas (Pitha, 1988). En algunos casos, esto
supone una mayor vida media del medicamento, incrementando sus efectos farmacolégicos y
permitiendo una reduccion en la dosificacién de la droga suministrada (Bekers y cols., 1988).
Los complejos de inclusién pueden también facilitar la manipulacién de productos volatiles,
proporcionando diferentes vias de administracion de drogas, como por g¢jemplo en forma de
tabletas o grageas. Las ciclodextrinas son empleadas para mejorar la estabilidad de sustancias
aumentando su resistencia a la hidrolisis, oxidacion, calor, luz y sales metélicas. La inclusion de
productos irritantes en ciclodextrinas puede también proteger la mucosa gastrica en el caso de
medicamentos de administracion oral, y reducir alergias dérmicas en el caso de medicamentos
de uso topico. Ademas, las ciclodextrinas pueden aplicarse para reducir el sabor amargo y el
mal olor de las drogas (Duchene, 1988; Szejtli, 1988).

AGRICULTURA: las ciclodextrinas retrasan la germinacidn de las semillas. En el grano
tratado con P-ciclodextrina se inhiben algunas amilasas que degradan el almidén de reserva de
las semillas. Inicialmente, las plantas crecen mas lentamente, pero mas tarde este retraso es
compensado por una mejora en el rendimiento de desarrollo en un 20-45% (Saenger, 1980,
Oakes y cols., 1991).
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Produccion industrial

Las ciclodextrinas tienen una importante aplicacién industrial, y su uso en el mercado esti
aumentando aproximadamente 30-40% al afio. Sin embargo, su precio actualmente es demasiado
alto (1 kg de la ciclodextrina mas barata -la - cuesta 15-20 § USA). Aunque se ha estimado que
el mercado potencial para las ciclodextrinas en Estados Unidos es de 32.000 toneladas por afio
(Starnes, 1990b), su consume mundial durante 1995 alcanzé escasamente 5.500 toneladas; estas
diferencias seran superadas unicamente cuando el precio de las ciclodextrinas disminuya de forma
significativa (hasta 5 $ USA por kilo) (Schmid, 1989). Se hace necesario, por tanto, el desarrollo
de métodos de produccién de ciclodextrinas més economicos. El mercado de las ciclodextrinas es
todavia muy limitado, debido a la escasa disponibilidad de o- v y-ciclodexirina.

Las ciclodextrinas son producidas industrialmente a partir de almidén utilizando la enzima
ciclodextrin glicosiltransferasa (CGTasa). Todas las CGTasas estudiadas producen una mezcla de
a-, B- y v-ciclodextrinas, que dadas sus propiedades diferentes necesitan ser separadas.
Tradicionalmente se suelen emplear dos enfoques muy diferentes para producir ciclodextrinas
puras: la cristalizacién selectiva de B-ciclodextrina o la formacién de complejos de inclusién de a-,
B- y y-ciclodextrina con disolventes organicos. La cristalizacién se basa en las diferencias de
solubilidad de las ciclodextrinas {ver Tabla 1.1). Después de la sintesis de las ciclodextrinas, la
CGTasa es inactivada, el almidén residual es hidrolizado con una glucoamilasa, y la -
ciclodextrina es cristalizada. Como segunda posibilidad, algunos disolventes organicos (tolueno o
ciclohexano) se emplean en el aislamiento de la B-ciclodextrina. Los disolventes conocidos para la
a~ciclodextrina tienen elevados puntos de ebullicion (229°C para el 1-decanol) lo que supone una
gran dificultad a la hora de eliminarlos del medio acuoso mediante evaporacién. En cuanto a los
empleados con la y-ciclodextrina (p. ej. ciclododecanona) son demasiado caros para su uso
comercial. Otras desventajas afiadidas de la utilizacion de disolventes para la separacion de
ciclodextrinas son su toxicidad, su inflamabilidad, y la necesidad de un proceso efectivo de
recuperacion del disolvente (Pedersen, 1995). Las alternativas mds innovadoras al empleo de los
disolventes organicos son la utilizacion de resinas de intercambio idnico, resinas sintéticas de
afinidad o membranas de ultrafiltracion. Sin embargo, estos métodos no estan optimizados, y
parece poco probable que con ellos se puedan alcanzar rendimientos interesantes para una
posterior aplicacion industrial. Por todo ello, existe una gran demanda de procesos que permitan
producir a- y y-ciclodextrinas puras, debido al enorme interés econdmico que suscitan estas
moléculas. Ademas, los métodos que se emplean para la produccion de B-ciclodextrina no son
idecales. En consecuencia, la investigacion se dirige actualmente hacia la obtencion de CGTasas
selectivas de uno de los tres tipos de ciclodextrinas, mediante la combinacion de tres tecnologias

complementarias: mutagénesis dirigida, modificacion quimica y cristalografia de proteinas.
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2.2 EL ALMIDON

El almidon es el polisacarido de reserva mas abundante en plantas como el maiz, la patata,
el trigo o la cebada, lo mismo que sucede con el glucégeno en animales.

El almidon se encuentra en dos formas, la amilosa y la amilopectina. La amilosa esta
constituida por cadenas largas no ramificadas, en las que todas las unidades de D-glucosa se
hallan unidas mediante enlaces a(1-—4). Las cadenas son polidispersas y varian en peso
molecular desde unos pocos cientos hasta 500.000. La amilopectina esta muy ramificada; las
ramificaciones se hallan constituidas por unas 12 unidades de glucosa y aparecen, por término
medio, cada 20-25 unidades de glucopiranosa. Los enlaces glucosidicos del esqueleto son
o(1—4), pero los puntos de ramificacion son enlaces a{l—6). Su peso molecular puede llegar
al millén. Estos puntos de ramificacion son resistentes a la hidrélisis por amilasas (Boyce,
1986).

En las plantas, el almidon se deposita en forma de discretos granulos citoplasmicos, de
unos 100-400 A de diametro. Estos granulos son insolubles en agua frid, lo cual es un
inconveniente para su tratamiento industrial (ya que deben estar disueltos durante el ataque
enzimatico). En consecuencia, la pasta de almidén se suele calentar a temperaturas de 62 a
72°C -denominado punto de gelatinizacién-. La temperatura exacta para la gelatinizacion (y por
lo tanto para la solubilizacion del almidén) dependera del contenido relativo de amilosa y
amilopectina. Dicha composicion puede variar de un 11 a un 51% de amilosa dependiendo de la
especie de planta, 6rgano, edad del 6rgano, y condiciones de crecimiento. En definitiva, algunos
almidones son mas facilmente gelatinizados (por ejemplo, el almidén de la patata, que contiene
un 20% de amilosa y un 80% de amilopectina) que otros (el almidon de maiz o de arroz) (Martin
y Smith, 1995).

Hasta el momento, se han identificado mas de 20 tipos diferentes de enzimas que emplean
el almidon como sustrato (Svensson, 1994). En las pasadas décadas, el nimero de aplicaciones
para estas enzimas, asi como los niveles de produccion se incrementaron enormemente. Como
resultado, estos biocatalizadores actualmente abarcan mas del 30% de la producciéon mundial de
enzimas. La industria del almndon estd, sin embargo, buscando nuevas enzimas mas apropiadas y
efictentes. Las enzimas termoestables son de especial interés industrial, ya que para la licuefaccion
del almidon es necesario trabajar a elevadas temperaturas (hasta 110°C) que permiten incrementar

la solubilidad del almiddén y reducir su viscosidad en agua (Starnes, 1991).
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2.3 FUNCION CELULAR DE LAS CGTasas

Muchos microorganismos -bacterias y hongos- secretan enzimas al medio extracelular con
la principal misién de degradar el almidon, facilitando el suministro de carbohidratos al interior
celular. De todos ellos, un pequefio grupo de bacterias producen unas enzimas, las ciclodextrin
glicosiltransferasas (CGTasas; EC 2.4.1.19), que tienen la virtud de convertir el almidon en
ciclodextrinas mediante una transglicosilacién intramolecular (Lawson y cols., 1994; Dijkhuizen y
cols., 1995). Las ciclodextrinas sintetizadas en el exterior celular pueden desempefiar dos
funciones muy diferentes:

a)Mediante la produccién de ciclodextrinas el organismo dispone de una reserva externa de
glucosa, que no es accesible para otras células debido a que no son capaces de metabolizar estos
oligosacaridos  ciclicos.  Cuando el
microorganismo requiera energia adicional,
hidrolizara las ciclodextrinas extracelulares
transformandolas en fuente de energia para su
crecimiento. En este proceso interviene la
enzima ciclomaltodextrinasa (CDasa; EC
3.2.1.54) asociada a la célula -concretamente

| a la membrana celular y localizada en la cara
Secrecion de .
la CGTasa ' citosolica- que produce glucosa, maltosa y

MEDIO D)

EXTRACELULAR (L3S . . . .
o maltotriosa a partir de la ciclodextrina

(Feederle y cols.,, 1996). El metabolismo

INTERIOR posterior de la glucosa tiene lugar en el
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1
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i

1
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t
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!
i

o interior celular mediante las rutas glicoliticas,
GLUCOSA @ ———P  pIRUVATO/ dando como producto final piruvato (Saha y
. GLICOLISIS

Zeikus, 1990).

Figura 1.2. Representacion esquematica de fa accion conjunta de la CGTasa y la CDasa. La CGTasa
es secretada por la bacteria y crea una ciclodextrina a partir de una cadena de amilosa. La CDasa
asociada a la célula convierte la ciclodextrina en glucosa y otros oligosacaridos. A continuacion, {a
glucosa se emplea en la glicolisis para producir piruvato y ATP. Los circulos naranjas indican los

residuos de glucosa.

b) Las ciclodextrinas creadas por estas bacterias son empleadas para formar complejos
de inclusion con sustancias toxicas que se encuentren proximas a ellas, o con compuestos

necesarios para el crecimiento, tales como el hexadecano (Aeckersberg y cols., 1991).
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2.4 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE CGTasas

Hasta el momento, al menos 38 CGTasas han sido identificadas y purificadas, y sus
correspondientes genes clonados, principalmente de especies Gram positivas del género Bacillus,
aunque también de especies de Thermoanaerobacterium, Thermoanaerobacter, Micrococcus, y de
Klebsiella, 1a inica Gram negativa productora de CGTasa.

Aungque todas las CGTasas descritas tienen similitudes en la composicién de aminoacidos
(tienen en comin alrededor de un 60% de la cadena polipeptidica), sus caracteristicas enzimaticas
son diferentes. La relacion molar de a-, B- vy y-ciclodextrina obtenida, asi como sus propiedades
fisico-quimicas (estabilidad, pH y temperatura 6ptimos) varian dependiendo de la bacteria
productora de la enzima (Haga y cols., 1994).

Las CGTasas estudiadas pueden ser clasificadas como a-, - y y-CGTasas en funcién de
cual sea el producto principal que sinteticen. Existen numerosas o- y B-CGTasas, aunque muy
pocos casos de y-CGTasas. Por ejemplo, la CGTasa de Bacillus macerans es una a-CGTasa
(Delbourg y cols., 1993), mientras que la CGTasa de Bacillus circulans es una B-CGTasa
(Lawson y cols., 1990). Bacillus subtilis (cepa 313) es el inico microorganismo conocido capaz de
sintetizar y-CGTasa (Horikoshi, 1988). Sin embargo, su produccion de y-ciclodextrina es muy
limitada, por lo que se recurre a otras CGTasas. Este es el caso concreto de la CGTasa de Bacillus
ohbensis que se utiliza a nivel industrial para la obtencion de B- y y-ciclodextrina, ya que ademas
de sintetizar como producto principal B-ciclodextrina produce grandes cantidades de y-
ciclodextrina (no se detecta la presencia de a-ciclodextrina) (Sin y cols., 1993; Sin y cols., 1994).
La CGTasa de Bacillus firmus es una de las ultimas CGTasas descubiertas (Goel y Nene, 1995) y
de 1a que se esta optimizando la produccion de la enzima por parte del microorganismo (Gawande
y cols., 1998).



Tabla 1.2. Caracteristicas mas jmportantes de las principales CGTasas (Kobayashi, 1996). n.d: (no descrito)

. ) Peso . .. Estabilidad | Temperatura ..
Microorganismo n’ aminoicidos | pH éptimo L. Selectividad
molecular frente al pH | 6ptima (°C)
B. circulans 68000 686 5.2-5.7 7.09.0 55 B>y>a
B. licheniformis 72000 684 5.5 n.d, 65-70 a> P>y
B. macerans 75000 686 5.2-57 8.0-10.0 60 o> B>y
B. megaterium 75000 nd. 5.2-6.2 7.0-10.0 55 P> y>a
B. ohbensis 70000 675 5.5 6.5-9.5 60 B>y
B. stearothermaophilus 68000 683 6.0 8.0-10.0 70-75 o> B>y
B. subtilis 313 64000 501 8.0 6.0-8.0 65 ¥
Bacillus sp. alcaldfilos:
Neutros 88000 686 7.0 6.0-8.0 50 B>o>y
Acidos 88000 686 4.5-47 6.0-10.0 45 B>o> v
Klebsiella oxytoca 69000 nd. 6.0-7.2 5.0-7.5 nd. o> B>y
Thermoanaerobacter sp. 75000 683 58 5.0-6.7 90-95 B0 y
Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes 75000 683 6.0 n.d. 85 B> v

cl
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2.5 ACTIVIDAD CATALITICA

La CGTasa es la unica glicosiltransferasa que cataliza de forma reversible
transglicosilaciones o(1—4) inter- e intramoleculares a partir de almidon, presentando cuatro
actividades bien diferenciadas: ciclacion, acoplamiento, transferencia e hidrélisis (Jamuna y cols.,
1993; Nakamura y cols., 1993).

Concretamente dichas actividades se caracterizan por:

Ciclacidn: transferencia intramolecular de un extremo reductor (donador) del azucar, a un
extremo no reductor de la misma cadena (aceptor), formandose un compuesto ciclico
(ciclodextrina).

Acoplamiento: es la reaccién en la que una molécula de ciclodextrina (donador) se
combina con oligosacaridos lineares {aceptor) para producir una cadena mas larga que la del
oligosacérido inicial.

Transferencia; transferencia intermolecular entre dos cadenas de oligosacaridos lineares,
una de ellas actiia como donador y la otra como aceptor.

Hidrolisis: transferencia del extremo reductor del azticar al agua (aceptor).

CICLACION ° N f

ACOPLAMIENTO
+ >
(O @ Residuos de glucosa

©  Extremo reductor

Donador Aceptor

TRANSFERENCIA +
g &

HIDROLISIS
—
&

Figura 1.3. Representacion esquematica de las diferentes actividades de la ciclodextrin glicosiltransferasa.

+...

H:0
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2.6 ESTRUCTURA Y MECANISMO

La CGTasa es una enzima multifuncional (Kim y cols., 1995), estrechamente relacionada
con las o-amilasas. Concretamente, ambas enzimas comparten alrededor del 30% de su secuencia
de aminoacidos. Las estructuras tridimensionales de las a-amilasas y de las CGTasas, muestran
una clara similitud en la region N-terminal de aproximadamente 400 residuos, los cuales se
presentan en forma de estructura “tonel” (B/a)s (del inglés (B/a)s barrel) y comprende los
dominios A, B, y C (Lawson y cols., 1994). Esta agrupacion se organiza mediante 8 cadenas f3
paralelas rodeadas por 8 o-hélices (Janecek, 1994), fue por primera vez encontrada en la
estructura de la isomerasa triosafosfato de musculo de pollo, denominandose TIM (del inglés

triosephosphate isomerase).

/\
) _
N LA Figura 1.4. Representacion esquematica de la
L
D s estructura tonel (Bfa)s. Las hebras negras
) | representan las o-hélices, y las grises cadenas p.

% N <k N y C indican los exiremos N-terminal y C-
‘AR

. 1. K terminal.
S R

Sin embargo, en contraste con las o-amilasas, las CGTasas poseen dos dominios C-
terminal adicionales -dominios D y E- que se pliegan constituyendo cadenas 3. Por eso la masa
molecular de las CGTasas estd en torno a 70-75 kDa, mientras que la de las a-amilasas es de 45-55
kDa (Dijkhuizen y cols., 1995). Debido a las similitudes existentes en las estructuras primaria y
terciaria de las CGTasas y de las a-amilasas, se consideran pertenecientes a la misma familia
estructural: familia glicosil-hidrolasa n°13, también llamada familia o-amilasa (Nakamura y
cols., 1994a). Existen muchos casos de clasificacion “en falso” de CGTasas que en principio
fueron descritas como c-amilasas. Por ejemplo, las consideradas a-amilasas de Bacillus circulans
cepa F2, y Bacillus. sp cepa B1018 fueron mas tarde reclasificadas como CGTasas (Wind y cols.,
1998b). La o-amilasa de Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EMI fue recientemente

catalogada como una CGTasa con inusual y elevada actividad hidrolitica (Wind y cols. 1995).
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Figura L.5. Estructura de la CGTasa. Los cilindros rojos representan las a-hélices y las flechas azules las

cadenas . Obsérvese la complicada topologia TIM localizada en la zona central de la proteina. Estructura
tridimensional procesada con el programa de simuiacion molecular Weblab ViewerLite 3.10 (MS).

Todos los conocimientos obtenidos respecto a la estructura y funcionamiento de la
CGTasa proceden de estudios cristalograficos de la enzima en presencia de diferentes sustratos
o inhibidores, realizados a partir de CGTasas nativas o modificadas (quimica o genéticamente).
Hasta el momento se ha completado el estudio cristalografico de las CGTasas de las siguientes
especies: Bacillus stearothermophilus (Kubota y cols., 1991), Bacillus circulans cepa 8 y su
mutante D229A (Klein y cols., 1992), Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes (Knegtel y
cols., 1996), Bacillus. circulans cepa 251 y cuatro mutantes de ésta (Knegtel y cols., 1995;
Strokopytov y cols., 1996). Desde este momento, se utilizara la numeracién de la CGTasa de
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes (Tabium-CGTasa), cuya estructura ha sido resuelta,
presentando una homologia superior al 90% en la secuencia de aminoacidos con respecto a la
CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 (la enzima con la que he realizado mis estudios).

T e
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2.6.1 LOS DOMINIOS

La estructura de la CGTasa presenta 5 dominios denominados A, B, C, D y E (Lawson y
cols., 1994; Wind y cols. 1998b). El dominio A (del aminoacido 1 al 144, y del aminoacido 206 al
406), tiene una topologia TIM (B/e)s En este dominio se localiza la triada catalitica fundamental
para la actividad de cualquier CGTasa, constituida por los residuos Asp230, Glu258 y Asp329. El
dominio B (del amino4cido 145 al 205) es un extenso lazo entre la tercera cadena f3 y la tercera
a-hélice del dominio A siendo un estructura secundaria muy pequefia, que interrumpe el
dominio A. Los otros tres dominios tienen estructura de cadena . El dominio C (del
aminoacido 407 al 495) se dispone tras la finalizacién del tonel (B/ot)s y estd formado por 4
cadenas B. El dominio D (del aminoacido 496 al 580) es una gran cadena [3, y el dominio E (del
aminoacido 581 al 683) estd compuesto de dos cadenas P (ver Fig. 1.6). Las funciones de cada
uno de estos dominios son las siguientes: los dominios A y el B contienen el centro activo con
la triada catalitica, el eje de ciclacion, asi como los residuos que contribuyen a la unién del
sustrato al sitio catalitico. Las funciones de los dominios C y D no se conocen con certeza. Por
ultimo, el dominio E esta involucrado en la unidn del almidédn a la CGTasa. Para ser exactos se han
descrito en este dominio dos sitios de union de maltosa. El primero de ellos se encarga de unir el
almidén, y el otro de guiar y orientar la cadena de almidén hacta el centro activo (Fig. 1.7 y 1.8).

Figura 1.6. Los cinco dominios de la CGTasa. En color rojo {aminoacidos 1-144) y blanco (aminoacidos
206-406}, el dominio A; el dominio B en color verde; el dominio C en color azul; el dominio D en color rosa;

el dominio E en color amarillo. Estructura tridimensional procesada con el programa de simulacion
molecular WebLab ViewerlLite 3.10 (MSI),

Tt 0t . .y iy Fas T . . Z s, -
B TN P S I A B 7, Ly WO Wy R P R a v L Y T o x




Introduccion

17

YTRPGIJ
|

e

LYSees

Figura L.7. En el primer sitio de unidn de maltosa los dos anillos de glucosa establecen contactos
hidréfobos con las cadenas laterales del Trp613 y el Trp659. Existen tres puentes de hidrogeno directos
con la proteina en los que participan la Asn664 y la Lys648. Ademas, este sitio de union tiene tres

moleculas de agua que forman puentes de hidrdgeno entre la proteina y la maltosa (Lawson y cols.,
1992; Lawsen y cols., 1994).

GLNga2s

TYRga0

Figura L.8. En &l segundo sitio de unidn de maltosa, el azucar esta dispuesto con su extremo reductor
sobre el anillo aromatico de la Tyr630. En los puentes de hidrogeno participan: la Thr595 y el oxigeno de la
unién peptidica, asi como los aminoacidos Valb96, Gly598, Asn624, y GIn625. Se aprecian dos moléculas

de agua formando puentes de hidrogeno, una de las cuales lo crea de manera indirecta empleando para
ello la AsnB00 {Lawson y cols., 1992; Lawson y cols., 1994).
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2.6.2 EL SITIO DE UNION DE ALMIDON

Los dos sitios de unién de maltosa forman parte de una estructura superior, el sitio de
union de almidon, que se localiza en una zona alejada del centro activo. Dicha region,
comprende una limitada secuencia de gran homologia en toda la familia a-amilasa (Svensson y
cols., 1989; Dalmia y cols., 1995). Esta constituida por 95 residuos, localizados en el dominio

E, de los cuales 11 son estrictamente conservados:

Thr 595 Gly 598 Gly 605 Leu 610 Gly 611 Trp 613 Pro 631Trp 633 Lys 648 Trp 659 Asn 664

Cuatro de los 11 residuos estrictamente conservados del sitio de unidén de almidén
(Trp613, Lys648, Trp659 y Asn664) forman parte del primer sitio de union de maltosa,
mientras que Thr595, Gly598 y Trp633 son parte del segundo sitio de union de maltosa. Los
residuos estrictamente conservados restantes (Gly60S, Leu610, Gly611 y Pro631) no se
encuentran directamente involucrados en la unién de maltodextrinas, pero probablemente sean
necesarios como soporte estructural del dominio de union de almidon.

Los estudios de modelado molecular sugieren que la cadena de amilosa puede
disponerse en una extensa conformacién en cinta interaccionando con ambos sitios de unidn de
maltosa (Dijkhuizen y cols., 1995). Ademas, mediante estudios cristalograficos adicionales, se
ha descubierto la existencia de un largo canal, que enlaza el centro activo con el sitio de union
de almidén, v en el que se pueden acomodar de 9 a 10 residuos de glucopiranosa.

En resumen, la unién del almidén se produce en una region alejada del centro activo: el
sitio de unién de almidon, en el que participan dos sitios de unién de maltosa (Fig. 1.9). La cadena
de almidon, unida en su region especifica, se conecta con el centro activo a través de un largo canal
(Lawson y cols., 1994).
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Figura 1.9. Disposicion de ios sitios de unidén de maltosa con respecto al centro activo de la CGTasa
(Asp329, Glu258, Asp 230, Phe196). En verde, el primer sitio de union, y en blanco el segundo.
Estructura tridimensional procesada con el programa de simulacién molecular WebLab ViewerLite 3.10
(MSI).

2.6.3 EL CENTRO ACTIVO

La triada catalitica y los subsitios de union del sustrato

El centro activo de la CGTasa estd compuesto por tres residuos acidos: Asp230, Glu258 y
Asp329. Esta triada catalitica estd localizada en el fondo de una cavidad situada al final de la
estructura TIM (B/a)s, en el dominio A. El Glu258 esta rodeado por la mayoria de los residuos
hidrofébos del centro activo (Tyr260, Phe284, y Leu282), mientras que el Asp329 y el Asp230 se
encuentran en una ambiente mas polar (Klein y cols., 1992; Lawson y cols., 1994).

El sustrato se ensambla en ¢l centro activo de la enzima mediante 7 subsitios {denominados
desde el extremo reductor al no reductor de la cadena de amilosa como 2°,1°, 1,2, 3,4, 5) (Klein y
cols., 1992; Nakamura y cols., 1994b). Cada residuo de glucosa del sustrato polimérico se une a
su subsitio con una alta especificidad. Las interacciones de los residuos de glucosa con cada
subsitio pueden ser de tres tipos: puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, o
interacciones hidrofobas, estas ultimas producidas por el desplazamiento de moléculas de agua
que se encontraban unidas al centro activo en ausencia de sustrato (Knegtel y cols., 1995).
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La accion de la triada catalitica

En la CGTasa nativa existe un fuerte puente de hidrégeno (2.5 A) entre los grupos
Glu258 v Asp329, indicando que uno de los dos carboxilatos esta protonado, probablemente el
Glu258. Cuando la amilosa se une al centro activo, el Asp329 se mueve hacia el aziicar y se_
forma un puente de hidrégeno entre la cadena lateral del Asp329 y el hidroxilo del C2 de la
glucosa del subsitio 1. Por lo tanto, el puente de hidrogeno entre el Asp329 y el Glu258 se
rompe. A continuacion, la cadena lateral del Glu258 se desplaza hacia una nueva posicién,
estableciendo un puente de hidrogeno con respecto al oxigeno de la unién glicosidica entre los
residuos de los subsitios 1 y 1°. De esta manera, escinde la union entre ambas glucopiranosas
dando comienzo la reaccion.

En resumen, el Glu258 es el donador de protones que inicia la reaccién. El Asp329 esta
involucrado en la union del sustrato. Es muy probable que el Asp329 tenga una funcién
adicional de mantener el grupo carboxilato del Glu258 protonado a valores altos de pH,
permitiendo asi a la enzima ser activa en medios moderadamente alcalinos. Por tltimo, el
Asp230 actua como base general o nucleofilo y también participa en la unién del sustrato
(Strokopytov y cols., 1995).

- GLU258

Figura 1.10. Accién de la friada catalitica (en verde) sobre la maltohexaosa (en rosa). Obsérvese la
escision de la unidn glicosidica. Estructura tridimensional procesada con el programa de simulacion
molecular WebLab ViewerLite 3.10 (MSI}.
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Figura 1.11. Diferentes contactos de los residuos de amilosa en el centro activo. Subsitio 2: existen
interacciones hidrofébas con las cadenas laterales de la His99, Tyr101, Trp102 y Leu198. Se forman tres
puentes de hidrégeno con el Asp371 y la Arg375. La posicidn de las cadenas laterales de estos residuos
esta fijada mediante puentes de hidrégeno con aminoacidos vecines. Subsitios 1y 17 las interacciones de
los residuos en dichas posiciones juegan un papel clave para explicar la unidn y escision del sustrato. La
glucosa del subsitio 1 establece gran cantidad de puentes de hidrégeno con aminoacidos cercanos al
centro activo, incluyendo dos de los tres residucs cataliticos (Asp 230 y Asp329). Ademas, interacciona a
fravés de fuerzas de van der Waals con la His141. La glucosa situada en el subsitio 1° se une al centro
activo gracias a los enlaces con la His234 y el Glu258. Por ultimo, {a hexosa localizada en el subsitio 2

presenta un puente de hidrogeno can la Lys233 (Strokopytov y cols., 1995; Strokopytov y cols., 1996; Wind
y cols., 1998a) .

El eje de ciclacion

La triada catalitica del centro activo aparece tanto en las CGTasas como en las -
amilasas, por lo que la diferencia en el comportamiento de ambas enzimas debe atribuirse a
otras circunstancias. Concretamente, el aminoacido aromdtico Phel96 esta presente en una
situacién dominante en la zona central del sitio activo (ver Fig. 1.12), v es el residuo clave que

diferencia la actividad CGTasa de la ¢-amilasa. Dicha posicion se conoce con el nombre de eje
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de ciclacion (Dijkhuizen y cols., 1995; Pedersen y cols., 1995). Todas las a-amilasas poseen un
pequeiio residuo en ese lugar (Gly, Leu, Ser, Thr, Val) en contraste con las CGTasas que ticnen
un voluminoso residuo aromatico en posicion equivalente (Tyr o Phe) (ver Tabla [.3) (Wind y
cols., 1998b). De esta manera, la actividad de la CGTasa es modulada por el eje de ciclaciéon que
interacciona especialmente con sustrato ciclicos (en reacciones de acoplamiento)} y con sustratos
lineares que van a ser convertidos en productos ciclicos. El tamafio del residuo en la posicion 196
es fundamental para la selectividad de la reaccion (Nakamura y cols., 1994b). Un claro ejemplo de
ello es la CGTasa de Bacillus subtilis cepa 313, una CGTasa exclusiva, con un residuo de Leu
como eje de ciclacién. Se trata de la unica y-CGTasa descrita, que produce y-ciclodextrina y
maltooligosacaridos lineares en la fase inicial de la reaccién con almidon. Esta y-CGTasa, puede
ser considerada como ¢l eslabon que permite relacionar filogenéticamente las ci-amilasas con las
CGTasas.

Tabla 1.3. Comparacion de los residuos que aparecen en la posicion 196 de diferentes CGTasas y o-
amilasas (Peninga y cols., 1995).

TIPO DE ENZIMA ESPECIE RESIDUO 196
Thermoanaerobacter sp. Phe
T. termosulfurigenes Phe
B. circulans cepa 251 Tyr
B. circulans cepa 8 Tyr
B. circulans cepa F-2 Tyr
B-CGTasa . -
Bacilius alcaléfilo cepa 17.1 Tyr
Bacillus alcalofilo cepa 1011 Tyr
Bacillus alcaldfilo cepa 38.2 Tyr
Bacillus alcalofilo cepa 1-1 Tyr
B. ohbensis Tyr
o/B -CGTasa B. licheniformis Tyr
B. macerans Tyr
a-CGTasa Klebsiella pneumoniae Phe
B. sterothermophilus Phe
1-CGTasa B. subtilis 313 Leu
Taka amilasa A Aspergillus oryzae Gly
o-amilasa a-amilasa de cerdo Val
a-amilasa de saliva humana Ser
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ASP329

ASP230

Figura E.12. El centro activo de la CGTasa. En azul, la triada catalitica. En amarilio, el eje de ciclacion:
obsérvese su localizacion dominante en el centro activo. Estructura tridimensional procesada con el
programa de simulacién molecular Webl.ab ViewerLite 3.10 (MSI).

El mecanismo de la reaccion

En la Fig. 1.13 se representa el mecanismo de accion de la CGTasa para la reaccién de
ciclacién. La cadena de amilosa se une a la CGTasa en forma de espiral, debido a la capacidad
de la Phel96 para formar un complejo de inclusiéon con ella. La CGTasa escinde la unién
glicosidica o(1—>4) de la amilosa gracias a la accion de la triada catalitica. La reaccion de
transglicosilacion de la CGTasa opera mediante un mecanismo de ping-pong bi bi (Nakamura y
cols., 1994a), el cual establece que la transglicosilacion ocurre después de que el extremo
reductor de la amilosa escindida {(donador) ha sido liberado de la enzima. La ciclodextrina se
forma cuando el extremo no reductor de la amilosa (aceptor) se sitGa en los subsitios S;'y S’
(anteriormente ocupados por el extremo reductor de la amilosa) (Nakamura y cols., 1994b).

La transglicosilacion intermolecular tendrd lugar cuando otro aceptor se una a los
subsitios S1'y S2”. St el agua actiia como aceptor tendra lugar la reaccion de hidrolisis. Sin
embargo, si el aceptor es una cadena de oligosacérido, se producira la reaccion de transferencia.

Por ultimo, la reaccion de acoplamiento puede explicarse del siguiente modo. Si en el
centro activo se acomoda una ciclodextrina, se producira la ruptura de ésta mediante el ataque
de la triada catalitica, abriendo la molécula. A continuacién, se unira a los subsitios S1'y S7'un
maltooligosacarido, liberandose como producto final una cadena de dextrina con mayor
unidades de glucosa que la ciclodextrina de partida.
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2.7 ESTRUCTURA-FUNCION EN CGTasas. ESTUDIOS DE
MUTAGENESIS DIRIGIDA Y MODIFICACION QUIMICA

En los ultimos afios, se ha realizado un enorme esfuerzo en lo que se refiere a
mutagénesis dirigida de la CGTasa, con el proposito de conocer el mecanismo de acciéon de esta
enzima e intentar conseguir biocatalizadores con selectividades hacia una ciclodextrina
determinada, o reducir ciertas reacciones laterales (especialmente el acoplamiento). Por ello, se
han mutado los residuos de la triada catalitica (Strokopytov y cols., 1995), el eje de ciclacion,
asi como cadenas laterales aromaticas en posiciones cercanas al centro activo o a la regién de
union de almidon (Nakamura y cols., 1994). Se ha estudiado el comportamiento de la enzima
modificada genéticamente en presencia de determinados sustratos o inhibidores: «o-
ciclodextrina (Lawson y cols., 1992), acarbosa (Strokopytov y cols., 1995), maltohexaosa
(Strokopytov y cols., 1996) maltoheptaosa (Knegtel y cols., 1995), etc. La finalidad de estas
investigaciones es conocer las interacciones que se producen entre el sustrato o inhibidor y la
enzima, apoyandose en algunos casos en datos de cristalografia de rayos X del complejo
enzimatico formado.

Otra herramienta importante que se empezé a desarrollar hace bastantes afios para llevar
a cabo estudios estructura-funcién, y en ocasiones para obtener preparaciones con mejores
propiedades que la enzima nativa, es la modificacién quimica de proteinas (Means y Feeney,
1971; Zeffren y Hall, 1973; Glazer y cols., 1975; Lundblad, 1991). Probablemente, el principal
objetivo de la mayoria de los experimentos de modificacién quimica es identificar aminodcidos
que estén involucrados en la actividad enzimatica. En general, estos residuos contienen cadenas
laterales con grupos funcionales que participan en la reaccion mediante la formacién o ruptura de
uniones. Ademas, se debe incluir dentro del grupo de aminoacidos implicados en la catalisis, no
solo aquellos que participan directamente en la reaccion (formando parte del centro activo), sino
también los que intervienen en la unién del sustrato a la proteina. Al tratarse de una metodologia
tan general, se pueden obtener informaciones globales acerca de qué tipo de residuos estan
implicados en la catdlisis o en una determinada propiedad del biocatalizador, para posteriormente
aplicar las tecnologias de mutagénesis y cristalografia consiguiendo resultados muy interesantes.
Los estudios de modificacion quimica de CGTasas se han centrado principalmente en los residuos
de triptofano (Ohnishi y cols., 1994a ; Ohnishi y cols., 1994b), histidina (Jeang y Lin, 1994; Villete
y cols., 1992), tirosina (Villete y cols., 1993), arginina { Mattson y cols.,, 1992), y mas
recientemente cisteina {Alcalde y cols., 1996), lisina (Alcalde y cols., 1996, Alcalde y cols., 1999),
glutimico y aspartico (Alcalde y cols., 1998a).
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2.8 CGTasa DE Thermoanaerobacter sp.

En 1985 uno de los grupos de investigacién de la empresa Novo Nordisk aislo una enzima
procedente de especies de Thermoanaerobacter, microorganismos anaerobicos termofilos, que
degradaba el almidon y era estable a altas temperaturas y bajos valores de pH. Al principio
pensaron que la enzima era una o-amilasa, debido a su rapidez y efectividad en la licuefaccion del
almidén. Sin embargo, cuando examinaron los carbohidratos producidos a partir del almidon
hidrolizado pudieron ver que se trataba sin duda alguna de una CGTasa. Los principales productos
de la reaccién eran a-, B- y y-ciclodextrina y no habia restos de oligosacaridos de bajo peso
molecular en las fases iniciales de la digestién, (Starnes y Katkocin, 1990a; Norman y Jorgensen,
1992).

2.8.1 PROPIEDADES DE LA ENZIMA

La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. es una proteina monomérica de 683 aminoacidos
con una masa molecular de 75.5 kDa. Esta precedida por un péptido sefial de 27 aminoacidos. La
similitud en la secuencia de aminoacidos con respecto a las CGTasas del geénero Bacillus es del
58%.

Su temperatura Gptima es de 90-95°C a pl 5.8, reteniendo el 95-100% de su actividad
cuando se incuba a 75°C sin sustrato durante 60 min. Ademds, es suficientemente estable a 105°C
en presencia de almidén, para emplearla en procesos industriales de licuefaccion. Esta CGTasa
puede convertir alrededor del 20% de una dispersion de almidon al 25% (p/v) en ciclodextrinas.
La enzima conserva mas del 80% de su actividad en el intervalo de pH 5.0-6.7. El gen de
Thermoanaerobacter sp. ha sido transferido a un huésped de Bacillus y 1a CGTasa es hoy en dia
un producto comercial (Norman y Jorgensen, 1992; Pedersen y cols., 1995).

Por ultimo, afiadir que su secuencia de aminoacidos ha sido recientemente patentada,
siendo muy parecida a la de la CGTasa de Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes (91% de

homologia), al igual que sus propiedades (Wind y cols., 1995).
2.8.2 CGTasa DE Thermoanaerobacter sp. COMO ENZIMA ALIMENTARIA

Las enzimas alimentarias procedentes de microorganismos genéticamente modificados
han sido empleadas comercialmente durante muchos afios. Ejemplos de ello son la amilasa
maltogénica para la produccion de jarabes de maltosa, la lipasa de Mucor miehei para la

interesterificacion de grasas, y fa acetolactato descarboxilasa para la maduracion de fa cerveza.
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Todas las enzimas que normalmente se utilizan en procesos alimentarios deben ser
seguras para el consumo. Esto quiere decir que la enzima, tanto en su forma activa como en la
inactiva, no debe ser causa en ningun caso de reacciones toxicologicas en humanos.

Las enzimas alimentarias son producidas mediante el cultivo puro de cepas,
cuidadosamente seleccionadas, de microorganismos que sean capaces de crecer sobre sustancias
naturales esterilizadas actuando como fuente de energia. Tanto las condiciones de fermentacion
como las condiciones de recuperacion de las enzimas deben ser meticulosamente controladas para
asegurar que los requisitos de la GMP (good manufacturing practice) se cumplan durante su
produccion. El producto final debe reunir todos los criterios establecidos por la FAO/WHO, el
comité experto sobre aditivos alimentarios (JECFA, Joint Expert Committee on Food Additivies) y
el cddigo de quimica alimentaria (FCC, Food Chemicals Codex).

La JECFA clasifica las enzimas alimentarias de origen microbiano en tres clases de
acuerdo con el tipo de organismo del que proceden y su uso tradicional. La mayor parte de las
enzimas producidas industrialmente suelen pertenecer a la clase B (es el caso de la CGTasa y de
la dextransacarasa), que se define como: “enzimas derivadas de microorganismos no patégenos
comunmente encontrados como contaminantes de los alimentos. Estas enzimas son consideradas
alimentarias siempre y cuando se establezcan las especificaciones quimicas y microbiologicas
oportunas y se realicen cortos estudios que aseguren la ausencia de toxicidad. Cada preparacion
es evaluada individualmente y debe establecerse un consumo diario aceptable”.

La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. fue introducida en 1996 por Novo Nordisk
como enzima alimentaria debido a sus peculiares propiedades. La enzima se incluyo en la lista
de sustancias GRAS (generally recognize as safe). Al reunir todos los requisitos establecidos
por la GMP, fue admitida como segura para su uso en la produccion de ciclodextrinas (Pedersen
y cols., 1995).

2.8.3 VENTAJAS DEL EMPLEO INDUSTRIAL DE LA CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. COMO ENZIMA TERMOESTABLE.
PRINCIPALES APLICACIONES

Muchas de las enzimas recientemente descubiertas poseen termoestabilidades superiores
a las enzimas tradicionales. El interés que existe en enzimas termoestables crece dia a dia,
debido al hecho de que la mayoria de las enzimas involucradas en procesos industriales trabajan
a temperaturas clevadas. Su principal ventaja se relaciona con que, en la mayoria de los casos, a

medida que s¢ incrementa la temperatura del proceso, aumenta el rendimiento de la reaccion.



Introduccién 29

Por otro lado, las altas temperaturas inhiben el crecimiento microbiano, siendo menor el
riesgo de contaminacion. Otra virtud del empleo de altas temperaturas en la industria es que se
favorece el mezclado y la solubilizacion de los productos, disminuyendo la viscosidad y
permitiendo trabajar a elevadas concentraciones de reactivos (Zamost y cols., 1991). El manejo
de enzimas termoestables se ha incrementado en los Ultimos afios, gracias a la capacidad de
clonar los genes de los microorganismos termofilos en cepas mesoéfilas.

La suma de todos estos factores ha conducido a disponer de una amplia variedad de
enzimas termoestables que estan reemplazando paulatinamente a las enzimas termolabiles. Por
ejemplo, las amilasas termoestables de Bacillus licheniformis y Bacillus stearothermophilus han
reemplazado a las amilasas termolabiles de Bacillus subtilis.

Desde un punto de vista estructural, las principales diferencias entre las enzimas
procedentes de fuentes termofilas y mesdfilas aparecen en la superficie de estas proteinas. Las
enzimas termoestables contienen menos lazos flexibles, tienen mayor nimero de puentes salinos,
puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobas. Todo ello hace que la proteina sea mas rigida
que su homologa mesdfila. Esta rigidez explica la baja eficacia catalitica de las enzimas
termoestables a temperatura ambiente, ya que solo alcanzaran la flexibilidad requerida para la
catalisis a elevadas temperaturas (Knegtel y cols., 1996).

La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. muestra la termoestabilidad mas alta descrita
para cualquier CGTasa hasta el momento. Posee una temperatura optima de 95°C, mas elevada
que la de la CGTasa de B. stearothermophilus (70°C), o la de 1. thermosulfurigenes (85°C).
Esta excepcional resistencia térmica la confieren numerosas aplicaciones industriales, que
pueden revolucionar las metodologias tradicionales, especialmente en los campos de

licuefaccion del almidon y produccion de ciclodextrinas.
Licuefaccion del almidén empleando CGTasa de Thermoanaerobacter sp.

La produccibon de jarabes de alto contenido en fructosa a partir de almidén, requiere de
tres pasos denominados licuefaccién, sacarificacion e isomerizacion.

La industria del almidén ha adoptado unas condiciones estandar de licuefaccion en dos
etapas consecutivas. La primera de ellas constituye la llamada gelatinizacién o licuefaccion
primaria de una pasta de almidon al 35-40% (p/v} a 105°C durante 5 min. A continuacion tiene
lugar la segunda fase conocida como dextrinizacion o licuefaccion secundaria, en la que la
mezcla se somete a temperaturas de 95°C durante 90 min (Starnes y cols.,, 1991} La
licuefaccion es generalmente llevada a cabo por una o-amilasa de B. licheniformis o B.
stearothermophilus a pH 6.0-6.5. A continuacion se realiza la sacarificacion a pH de 4.5 catalizada

por una amiloglucosidasa, dando lugar a jarabes de alto contenido en glucosa.
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Como resultado de estas incompatibilidades de pH, la industria del almidén ha realizado
una extensa busqueda de enzimas que lictien el almidén y que sean a su vez capaces de operar en
el mismo valor de pH de la posterior sacarificacién para, de este modo, eliminar la necesidad de
ajustar ¢l pH del almidén sucesivas veces (Norman y Jorgensen, 1992). Actualmente se estan
empezando a desarrollar estudios de la aplicacion de CGTasas en la licuefaccion del almidén,
como alternativa al empleo de las o-amilasas. De los microorganismos conocidos como
productores de CGTasas ninguno de ellos es suficientemente termoestable para su utilizacion en
la industria de la licuefaccion del almiddn, a excepcidn de la CGTasa de Thermoanaerobacter
sp. Esta propiedad, unida a su excelente actividad a bajos valores de pH, permite la licuefaccién
del almidon a pH 4.5, por lo que se puede realizar la sacarificacién consecutivamente,
eliminando de este modo la necesidad de un ajuste de pH (ademas, el almidén procedente de
procesos de molido-htimedo tiene un pH de 4-5, por lo que es necesario ajustarlo a 6.0 para que la
a-amilasa trabaje en la licuefaccion, pero utilizando la CGTasa tan sélo es necesario un leve ajuste
de pH a 4.5). En definitiva, los ajustes de pH serdn mucho menores que en el caso de las o-
amilasas, con el consiguiente ahorro en el empleo de 4cidos o bases. Por otro lado, el bajo nivel de
sales generadas por los ajustes de pH reducen la necesidad de emplear agentes quimicos e iones
de intercambio en la purificacion del jarabe. Por ltimo, se evita la formacién de compuestos
coloreados y subproductos no deseables, como la maltulosa, que contaminan el jarabe (Nielsen,
1991).

Si después de este tratamiento, el almidén se enfria a 60°C y se le afiade una
amiloglucosidasa durante 48 h, se produce glucosa con un rendimiento similar al que se obtiene
comercialmente empleando c-amilasas para la licuefaccion del almidén (Zamost y cols., 1991). En
cualquier caso, en los procesos de licuefaccion industrial se requiere gran cantidad de enzima.
Las bacterias termofilicas son pobres productores de enzimas. Por consiguiente es necesario
clonar ¢l gen de la CGTasa dentro de un huésped apropiado para producir la suficiente enzima
(Pedersen y cols., 1995).

Produccion de ciclodextrinas

Las ciclodextrinas fueron por primera vez sintetizadas a escala industrial en 1976. El
método tradicional de produccién incluia tres pasos: 1) licuefaccién del almidén, 2) formacion
de ciclodextrinas a partir del almidén licuado, 3) separacion y purificacidn de las ciclodextrinas
(Su y Yang, 1990). El proceso cldsico descrito por Tilden y Hudson, emplea la CGTasa de
Bacillus macerans para sintetizar estos azicares ciclicos. Sin embargo, esta CGTasa no es capaz
de licuar el almidén a alta temperatura, lo que se traduce en una serie de inconvenientes. En primer

lugar, el almidon debe ser solubilizado mediante un pretratamiento con una a-amilasa. Después de
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esta licuefaccién, la o-amilasa debe ser inactivada para obtener buenos rendimientos de
ciclodextrinas. Ademds, la CGTasa de B. macerans no es suficientemente termoestable para ser
empleada a altas temperaturas. Consecuentemente, la conversion de almidén a ciclodextrinas
requiere un amplio tiempo de reaccion antes de que se alcancen rendimientos aceptables. Por
ultimo, la contaminacién microbiana puede suponer un problema afadido (Zamost y cols., 1991).
La utilizacion de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. en la produccion de ciclodextrinas
solventa la mayoria de estas dificultades. Al tratarse de una enzima termoestable, permite la
integracién en un solo paso de la licuefaccion del almidén mas la conversion del almidén licuado
en ciclodextrinas. En definitiva, se elimina una etapa de la reaccién -el tratamiento previo a la
adicion de la CGTasa, con a-amilasas, para hidrolizar el almidén parcialmente-. Ademas, la alta
termoestabilidad permite tiempos de produccion de ciclodextrinas muy cortos, lo que significa
mayores rendimientos que los obtenidos por la CGTasa de B. macerans. El tiempo de reaccion de
la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. es menor que el de cualquier CGTasa termolabil (Starnes
y cols., 1990a; Nielsen, 1991; Pedersen y cols., 1995).

Pasta de almidén___.—___] GELATINIZACION
CGTasa——P 5 minutos. 105°C.
CICLACION

4-24 horas. 90°C

Figura 1.14. Esquema del procesc de produccion de ciclodextrinas con la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp.

3. LAS DEXTRANSACARASAS

3.1 GLUCANSACARASAS Y DEXTRANOS QUE PRODUCEN

Las glucansacarasas son un grupo de enzimas, sintetizadas por la familia Lactobacillaceae,
que catalizan la sintesis de glucanos con diferentes estructuras a partir de sacarosa (Sidebotham,
1974). Los glucanos que tienen la cadena principal constituida por uniones a(1—6) entre glucosas
se conocen como dextranos, v las enzimas que los sintetizan se llaman dextransacarasas (EC
2.4.1.5). Las dextransacarasas son enzimas inducibles, extracelulares, producidas por bacterias de

los géneros Streptococcus, Leuconostoc vy Lactobacillus. De las tres especies del género
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Leuconostoc (L. mesenteroides, L. dextranicium y L. citrovorum) la ultima no produce
dextransacarasa (Miller y Robyt, 1984; Pennell y Barker, 1992). Los dextranos se diferencian unos

de otros dependiendo del tipo de unién que presenten en sus puntos de ramificacién -o1-->2),

a(1—3), 6 a1 —4)-, del porcentaje de dichas ramificaciones y de su disposicién en la cadena.

Tabla 1.4. Especies de bacterias que sintetizan dextranos (Sidebotham, 1974).

Lactobacillus Leuconostoc Streptococcus
8. bovis
L. acidophilus
, S. challis
L. brevis 5. fuccali
. faecalis
L. casei L. dextranicum .
) . S. mitis
L. musicus L. mesenteroides
] S. mutants
L. pastorianus .
. S. sanguis
L.viridescens .
S. viridans

Existen glucanos que no encajan dentro de la definicion de dextrano. En concreto hay
glucanos que tienen uniones a{1—3) en la cadena principal y glucanos que alternan las uniones
a(1—6) y a{1—3) en la cadena principal.

La bacteria Leuconostoc mesenteroides B-512F produce un solo tipo de dextrano que tiene
95% de uniones a(1—6) en la cadena principal y 5% de puntos de ramificacién a(l—3). Las
ramas de dicha especie pueden ser de dos tipos: simples unidades de glucosa (la mayoria de las
veces), o cadenas relativamente largas con enlaces a(1-+6) -de 2 a 50 residuos glucosilo- unidas a
la estructura principal mediante el punto de ramificacion a(l—3). Otros dextranos contienen un
porcentaje mucho mas alto de puntos de ramificaciéon o(1—3). Por ejemplo, el dextrano S
(soluble) de Leuconostoc mesenteroides B-742 tiene 50% de uniones a(1—6) en la cadena
principal y 50% de puntos de ramificacién a(1—3), de los cuales la mayoria son residuos de
glucosa. Este caso representa el mas alto grado de ramificacion que puede tener un dextrano. La
estructura resultante es una especie de peine bifurcado, en el que cada una de las glucosas
enlazadas a la cadena principal mediante uniones a(1-—3) constituirian los “dientes” del peine y la
cadena principal seria el “gje” de dicho peine (ver Fig. 1.15). Los dextranos de este tipo son
altamente resistentes a la hidrélisis por endo-dextranasas. Leuconostoc mesenteroides B-T742
también produce otro dextrano que tiene un 7% de puntos de ramificacion o1—>4) en vez de los
frecuentes o 1—3). Streptococcus mutants 6715 elabora dos tipos distintos de glucansacarasas:
una de ellas es una dextransacarasa (a veces llamada glucosiltransferasa-soluble o GTF-S) que

sintetiza un dextrano soluble en agua con un 35% de ramas (la mayoria glucosas) unidas a la
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cadena principal mediante puntos de ramificacién a(1—3). Este dextrano tiene fa particularidad de
que el grado de ramificacién supone que uno de cada dos residuos de glucosa de la cadena
principal contiene ramificaciéon. Como consecuencia de esta distribucion uniforme, adquiere forma
de peine bifurcado y alterno. Esta estructura también es resistente a la hidrolisis por endo-
dextranasas. La segunda enzima elaborada por Streptococcus mutans 6715 sintetiza un glucano
insoluble en agua que tiene una cadena principal con uniones o1—3) en lugar de las clasicas
«(1—6), y obviamente no es un dextrano. Es totalmente resistente a la accion de las endo-
dextranasas, se le denomina glucano-mutante, y a la enzima se le llama mutansacarasa (también a
veces llamada glicosiltransferasa insoluble o GTF-I). Por tiltimo, Leuconostoc mesenteroides B-
1355 también elabora dos glucansacarasas: la primera enzima sintetiza un dextrano muy similar en
estructura al de Leuconostoc mesenteroides B-512F. La segunda enzima, sin embargo, sintetiza un
glucano que presenta una variacién en las uniones de la cadena principal. Concretamente alterna
consecutivamente uniones o1—3) con a(l—6), y presenta un 11% de puntos de ramificacion
af1—3). Este polisacarido tampoco se puede considerar un dextrano. Se le llama alternante y a su

enzima altermansacarasa. Los alternantes también son totalmente resistentes a la hidrélisis por

endo-dextranasas. :
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Tabla 1.5. Principales glucanos sintetizados por glucansacarasas (Robyt, 1995).

% de Union
Especie Cadena principal Puntos de ramificacién
a(l>6) o(1—>3) a(l—3) a(1-2) a(l—4)
Leuconostoc mesenteroides B-512F 95 5
Leuconostoc mesenteroides B-742 1 93 7
Leuconostoc mesenteroides B-742 11 50 50
Leuconostoc mesenteroides B-1299 1 66 1 27
Leuconostoc mesenteroides B-1299 11 65 35
Leuconostoc mesenteroides B-13551 95 5
Leuconostoc mesenteroides B-135511 54 35 11
Leuconostoc mesenteroides B-1191 94 2 4
Leuconostoc mesenteroides B-1308 95 5
Streptococcus sp. B-1526 83 17
Streptococcus viridans B-1351 89 11
Streptococcus nutans 67151 65 35
Streptococcus mutans 6715 11 4 96 2
Leuconostoc mesenteroides B-523 100
Leuconostoc mesenteroides B-1149 100

3.2 APLICACIONES DE L.LOS DEXTRANOS

El mercado de produccion de dextrano es de unas 1000 toneladas por afio (Monsan, 1990),
y el principal dextrano comercializado es el producido por Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
512F por ser no patdgeno, altamente soluble y relativamente estable (Soetaert y cols., 1995). Es
probablemente el primer biopolimero obtenido a escala industrial por fermentacion. En la sintesis
de este polisacarido no se requieren ATP o cofactores, ya que toda la energia para llevar a cabo la
reaccidn proviene de la unién que existe entre la fructosa y la glucosa antes de ser escindidas. Los
dextranos se obticnen mediante fermentacién en un medio rico en sacarosa, produciéndose la
secrecion inducida de la enzima al medio. El proceso finaliza cuando toda la sacarosa ha sido
consumida y el pH del medio alcanza valores proximos a 5.2 {Lazic y cols., 1991; Barker y
Ajongwen, 1991; Dols y cols., 1997a; Dols y cols., 1998a}.
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Los dextranos se llevan produciendo por fermentacion desde 1950, en forma de polimeros
de elevados pesos moleculares (10°-107). Sin embargo, la industria necesita biopolimeros de menor
tamafio (40.000 o 70.000 Da), que se pueden obtener por hidrdlisis acida de los dextranos iniciales,
seguida de una precipitacion con alcohol (Soetaert y cols., 1995).

En lo que respecta a sus aplicaciones, ciertas soluciones de dextrano pueden presentar
propiedades osmoticas semejantes a las del plasma sanguineo, por lo que se emplean para
aumentar el volumen sanguineo en caso de hemorragias (dextranos de peso molecular 70.000) y
para regular ¢l torrente sanguineo (dextrano de 40.000). El dextrano es igualmente util en sus
formas derivadas: el dextrano-sulfato por sus cualidades anticoagulantes y el ferro-dextrano por
paliar las deficiencias anémicas. El DEAE-dextrano disminuye los niveles de colesterol en sangre.
Por ultimo el dextrano es la base estructural de numerosas matrices de cromatografia, asi como un
estabilizante de emulsiones fotograficas (Pennell y Barker, 1992)

Existen numerosas evidencias que indican que la dieta de sacarosa es el principal agente
promotor de la caries dental. La extrema cariogenicidad de la sacarosa se debe a que actiia como
sustrato para la sintesis de un elevado nimero de polisacaridos bacterianos extracelulares, que
incluyen los dextranos y los levanos. Por lo tanto, la posibilidad de controlar la sintesis de tales
dextranos es un tema de gran interés. Se piensa que el dextrano puede actuar a tres miveles: i) los
dextranos promueven la caries ya que facilitan la colonizacion por parte de las bacterias
cariogénicas de la superficie dental (las bacterias lacticas acidas -esencialmente Streptococcus
sanguis y Streptococcus mutants-); ii) son componentes estructurales de la placa dental; i) son
reserva de carbohidratos para las bacterias.

Todo ello ha estimulado la busqueda de alternativas dirigidas a la disminucién de la
presencia del dextrano, para lo cual, se hace uso de agentes clinicos que degraden el dextrano o
que prevengan su sintesis. Las dextranasas son enzimas que escinden las uniones a(1—6) en los
dextranos, y por lo tanto, si se affaden a la comida, actian como agentes anticaries que rompen las
matrices de placas cariogénicas, o previenen la colonizacién de la superficie dental por parte de las
bacterias. De momento estos experimentos estan en via de desarrollo, y se esta trabajando n vitro

con placas dentales artificiales, asi como con animales.
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3.3 PRODUCCION DE OLIGOSACARIDOS DE INTERES CON
DEXTRANSACARASAS

Los glucooligosacdridos

Los glucooligosacaridos (GOS) son azicares de pequefla longitud, cuya sintesis es
catalizada por la dextransacarasa en presencia de los aceptores adecuados (Remaud y cols., 1991).
Dentro de los glucooligosacaridos destacan los producidos por la dextransacarasa de Leuconostoc
mesenteroides B-1299, que sintetiza oligosacaridos con uniones ¢/ 1--»2) mediante la reaccién con
maltosa como aceptor (Dols y cols, 1997b). Los azicares obtenidos son a-glucooligosacaridos
con un grado de polimerizacion de 3 a 10 y finalizados en un residuo maltosilo en el extremo
reductor. La cadena lineal esta formada por residuos glucosilo unidos mediante enlaces «(1—6) y
conteniendo al menos una unién a{1—2) en el extremo no reductor, asi como una o dos uniones
of1—2) en los puntos de ramificacion, dependiendo del grado de polimerizacion (Paul y cols.,
1992). Estos glucooligosacaridos son altamente resistentes a los enzimas glicoliticos digestivos, lo
cual genera una enorme variedad de aplicaciones en la industria alimentania.

CH,OH
0 (1(1—)6) a(1—>4) CH,OH

Q (1-2)

Figura 1.16. Estructura de un glucooligosacarido (23-a-D-qucopiranosiI panosa) producido por la
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-1289. La unidn a(1—-2) del extremo no reductor, le
confiere una gran resistencia frente a la accion hidrolitica de las glucoamilasas.

En alimentacién humana, los glucooligosacaridos, al no ser absorbidos a través de las
microvellosidades intestinales, alcanzaran el colon y podran interaccionar con la microflora
bacteriana  intestinal.  Afortunadamente estos contactos son muy selectivos. [Los
glucooligosacaridos son especificamente metabolizados por la microflora bacteriana beneficiosa
(Bifidobacterium, Bacteroides, . Lactobacillus), favoreciendo el crecimiento de estos

microorganismos, sin presentar ningin tipo dc interaccion con la microflora polencialmente
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patégena. Actualmente se esta estudiando la posibilidad de promover el crecimiento de las
bacterias beneficiosas del intestino de recién nacidos que tengan problemas digestivos (Valette y
cols., 1993).

Por otro lado, los glucooligosacaridos son no cariogénicos (no producen caries, porque las
enzimas salivares no reconocen la inusual union o(1—2}). Ademas, se consideran productos bajos
en calorias porque no son metabolizados (al ser resistentes al ataque de los enzimas digestivos de
humanos y animales); por lo que se pueden utilizar como alimentos dietéticos bajos en calorias
mezclados con fuertes endulcorantes como el aspartamo (Newsome, 1993; Quirasco y cols., 1995).

En alimentacién animal este nuevo tipo de glucooligosacaridos tienen interesantes
aplicaciones, especialmente en Ecological Health Control Product (EH.C.P.}): en granjas de
animales (aves de corral, cerdos, y vacuno) es posible limitar el empleo sistematico de antibidticos
sencillamente mediante la adicion de glucoligosacaridos como ingredientes de la dieta que
equilibren la microflora intestinal. La adicién de estos aziicares en los piensos (aproximadamente
en una proporcion del 1%) supone una significativa mejora en peso diario del animal y estado de
salud. Estos productos estin evaluindose en varios paises (Monsan y Paul, 1995).

También se han desarrollado aplicaciones farmaceuticas (Lamothe y cols., 1991); asi, estos
azucares promueven el crecimiento de las bacterias lacticas beneficiosas de la piel, previniéndose
de esta forma el desarrollo de microorganismos perjudiciales que puedan inducir problemas
dérmicos (acné, irritaciones, etc.). En 1993 la multinacional Merck (concretamente Liphaderm,
una filial de Merck) lanzé dos lineas de dermocosméticos con glucooligosacaridos como
principios activos.

Actualmente los glucooligosacaridos se sintetizan a escala industrial (40 Tn/afio) (Dols y
cols., 1998a). Dichas producciones estin destinadas a aplicaciones nutricionales y
dermocosméticas, y se disefian empleando reactores continuos de lecho fijo, empaquetados con
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-1299 inmovilizada en bolas de alginato cdlcico
(Dols y cols., 1998b). Se consiguen conversiones de sacarosa del 100%. Los glucooligosacaridos
producidos pueden ser separados eficientemente de la fructosa residual mediante cromatografia
empleando resinas de intercambio idnico. El producto final puede ser presentado como un jarabe

concentrado 0 como un spray seco.

La leucrosa

Otro producto de interés que puede obtenerse con la dextransacarasa es la leucrosa (5-O-
(o.-D-glucopiranosil)-B-D-fructopiranosa), utilizando fructosa como aceptor (Boker y cols., 1994).
Este disacarido tiene numerosas aplicaciones por ser no cariogénico (ya que las enzimas

de la boca humana no son capaces de romper uniones a(l—35}). Por lo tanto, la leucrosa es
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reabsorbida facilmente y sin ningtn tipo de incompatibilidad (ain si se consume diariamente), al
ser hidrolizada en glucosa y fructosa por las enzimas del intestino delgado, de la misma manera
que hacen con la sacarosa. (Soetaert y cols., 1995).

El proceso industrial de produccion de leucrosa se basa en el empleo de reactores continuos
de lecho fijo con la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-512F inmovilizada en bolas
de alginato calcico, obteniéndose conversiones del 90%. La leucrosa sintetizada se separa por
cromatografia, se concentra y cristaliza (Reh y cols., 1996).

34 LA DEXTRANSACARASA DE Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-512F

3.4.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Leuconostoc mesenteroides es una bacteria lactica heterofermentativa, Gram-positiva,
anaerébica facultativa y cocoide (Kobayashi y Matsuda, 1986). Sin embargo, la principal
particularidad de esta especie es que necesita sacarosa en el medio de cultivo para inducir la
formacion de la enzima, mientras que Streptfococcus no requiere sacarosa para crear la enzima.
Asi, las cepas de Leuconostoc se consideran inducidas para la formacion de las dextransacarasas, y
las de Streptococcus son constitutivas para la formacion de dichas enzimas (Kim y Robyt, 1995a;
Dols y cols., 1998c).

Como resultado de la induccion con sacarosa, la dextransacarasa de Leuconostoc
mesenteroides contiene una gran cantidad de dextrano envolvente, que la permite aparecer de tres
formas distintas simultineamente:

1) Asociacién enzima-dextrano, en forma de complejo covalente estable dextranosil-
enzima (Robyt y cols., 1974).

2) Agregados intermoleculares: a partir de una forma enzimdtica monomerica, pueden ser
constituidas estructuras de tamafio superior, mediante la asociacion con moléculas de dextrano, y
por unién con otras moléculas de enzima (Kobayashi y Matsuda, 1986).

3) Asociacion célula-dextrano-enzima: ciertas actividades se detectan en la superficie de la
bacteria. Se han descrito la existencia de receptores proteicos que fijan el dextrano a la superficie
de las células. Esto explica el papel esencial que juega el dextrano en los fendmenos de

aglutinacion y adherencia celular (Germaine y Schachtele, 1976).
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Figura 1.17. Diferentes complejos dextranosil-enzima. 1) Enzima asociada covalentemente con el
dextrano; 2) Agregados intermoleculares. 3) Interaccion enzima-dextrano-célula (cohesion celular),

Con el objeto de conocer las caracteristicas fisico-quimicas de la enzima, es necesario
eliminar la cubierta de dextrano que se encuentra estrechamente asociada a la proteina, y que
afecta a sus propiedades. Para ello se hace uso de un complejo sistema de purificacion, que incluye
una previa incubacidn con la enzima dextranasa (Robyt y Walseth, 1979; Auriol, 1985; Miller y
cols., 1986; Fu y Robyt, 1990). Las soluciones finales obtenidas carecen de dextrano, pero son de
dificil manipulacién, debido a los agregados multienzimaticos que se forman cuando se ha
eliminado el dextrano.

El tamafio de las moléculas de dextransacarasa, caracterizadas por electroforesis, varia
dependiendo del método de purificacion seguido. En cualquier caso, parece que el tamafio
molecular elemental corresponde a una banda de 65.000 kDa, acompafiada de otras de mayor
tamafio -cercanas a 200.000-. La formacidn de agregados, asi como la presencia de productos de
degradacion generados por la accion de proteasas, contaminan la preparacion (Willemot, 1993).

La alternativa a la induccién con sacarosa es la obtencion de cepas mutantes que sean
constitutivas para la formacion de la enzima. Para ello se suelen suspender las células en
presencia de agentes como el metanosulfonato de etilo o la N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina (Kim y Robyt, 1994a y 1994b; Mizutani y cols., 1994; Kim y Robyt, 1995b).
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Concretamente, Kitaoka y Robyt (1998) han conseguido un mutante constitutivo de Leuconostoc
mesenteroides B-512F, que se desarrolla en un medio nutritivo de glucosa, por lo que la enzima
que produce carece de dextranos, lo que facilita en gran medida su purificacion.

La dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-512F posee una secuencia de 1527
aminoacidos. El analisis de dicha secuencia revela una region, extendida desde el aminoécido 268
hasta el 1134, esencial para la actividad de sintesis de dextrano, e incluye ademas un sitio
caracteristico para la hidrélisis de la sacarosa (Monchois y cols., 1998). Mediante modificacion
quimica y mutagénesis dirigida se han identificado los aminoacidos esenciales en la actividad de la
dextransacarasa (Asp511, Asp513, Asp551 y la His661), y estudios de predicciones estructurales

sugieren que, como en las a-amilasas, los dominios cataliticos de la dextransacarasa presentan la

estructura tonel (}/a)s (Funane y cols., 1993; Monchois y cols., 1997).

3.4.2 MECANISMO DE LA SINTESIS DE DEXTRANO

La reaccion de la dextransacarasa pueden simplificarse mediante la siguiente férmula:

nSacarosa —————— (Glucosa),.,., + (n-m)Fructosa + mLeucrosa + wGlucosa

La reaccidn es esencialmente irreversible. El principal producto son dextranos ((Glucosa),.n..) de
alto peso molecular (1x10” Da) y fructosa; los productos minoritarios son glucosa y leucrosa
(donde n>>m 6 w). La glucosa se produce mediante una reaccidén de aceptor con agua, y la
- leucrosa se forma mediante la reaccidn de aceptor con la fructosa liberada en la reaccion (Robyt,
1995).

El mecanismo de sintesis de dextranos se basa en la formacién de complejos covalentes
glucosil o dextranosil-enzima a partir de sacarosa. Concretamente se trata de un mecanismo de
insercion de dos sitios, que permite la transferencia de unidades glucosilo desde la sacarosa, al
extremo reductor de la cadena de dextrano en crecimiento. Al igual que ocurre con la CGTasa, el

mecanismo de reaccion sigue un modelo de ping-pong bi bi (Funane y cols., 1993).
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Mecanismo de doble insercion

La dextransacarasa posee un centro activo con dos sitios de unién de sacarosa, y dos
lugares de polimerizacion de dextrano (Fig. 1.18.1 y 1.18.2). Estos altimos estan ocupados por dos
nucleofilos, presumiblemente dos aniones carboxilato, que atacan a las dos moléculas de sacarosa
produciendo dos intermediarios covalentes glucosil-enzima, -mediante uniones tipo éster entre el
hidroxilo del carbono 1 de la glucosa y el grupo carboxilo del nucledfilo (Funane y cols., 1995)-,
liberandose fructosa como subproducto (Fig. 1.18.3).

A continuacion, el hidroxilo del carbono 6 de uno de estos intermediarios glucosil-
enzima reahiza un ataque nucleofilico sobre el carbono 1 del intermediario glucosilo vecino, con
la formacion de una unidon glicosidica a(1—6) y el consiguiente intermediario isomaltosil-
enzima (Fig. 1.18.4 y 1.18.5). El nucledfilo vecino quedara asi libre para atacar a una nueva
molécula de sacarosa, dando lugar a otro intermediario glucosil-enzima. Seguidamente, el
hidroxilo del carbono 6 del recién formado intermediario glucosil-enzima atacara al carbono 1
del intermediario isomaltosil-enzima (Fig. 1.18.6 y 1.18.7), sintetizando una segunda unidn
o(l—>6) y un intermediario isomaltotriosil-enzima (Tanriseven y Robyt, 1993). El proceso
continia de este modo entre los dos sitios (Fig. 1.18.8), mediante la insercidon de unidades de
glucosa entre la enzima y el extremo reductor de la cadena de dextrano en crecimiento (Robyt y
cols., 1974). En definitiva, este mecanismo supone que, la cadena de dextrano es transferida de un
sitio a otro del centro activo, a medida que se va polimerizando. La cadena, sin embargo, no se
mueve una gran distancia (ya que sélo uno o dos de los residuos glucosilo en el extremo reductor

de la cadena se desplazan unos pocos amstrongs para efectuar la transferencia).
Sintesis de ramas

Una cadena de dextrano actita como aceptor atacando a un complejo dextranosil-enzima, y
liberandose una estructura final en la que el dextrano aceptor constituye la cadena principal y la
cadena de dextrano que se encontraba unida a la enzima sera el punto de ramificacion. Para ser
exactos, en el caso de la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-512F el hidroxilo del
carbono 3 de un residuo interior de glucosa de un dextrano aceptor realiza un ataque nucleofilico
sobre el carbono 1 de un complejo dextranosil-enzima (Fig. 1.18.8a} o sobre el carbono | de un
complejo glucosil-enzima (Fig. 1.18.8b). Por lo tanto se forma una unién o (1-3) por
desplazamiento del dextrano o de la glucosa del nucledfilo del centro activo de la enzima (Robyt y
Taniguchi , 1976).
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Reaccion de aceptor

A principios de los afios 50, Koepsell y sus colaboradores observaron que la introduccion
de algunos azicares en la mezcla de reaccion de la dextransacarasa en presencia de sacarosa,
conducia a la sintesis de oligosacaridos a expensas de la produccion de dextranos. De este modo,
los residuos de glucosa de la sacarosa eran transferidos por la dextransacarasa a los hidroxilos
libres de aquellos azucares, que se denominaron aceptores (Paul y cols., 1986).

Se ha determinado que el centro activo de la dextransacarasa, ademas de los dos sitios
de union de sacarosa, y los dos sitios de polimerizacion del dextrano, presenta un sitio de unién
de aceptor (Fig. 1.18.8c¢) el cual, para su correcto funcionamiento, es dependiente solamente de
uno de los dos sitios de union de sacarosa (Robyt y Walseth, 1978).

Existen dos clases de aceptores, aquellos que sdlo forman un unico producto que
presenta un residuo de glucosa mas que el aceptor inicial, y los que dan una serie homéloga de
oligosacaridos, en la que cada uno difiere del anterior en un residuo de glucosa (Remaud y
cols., 1992). En este altimo caso, el aceptor suele ser un monosacarido o un disacarido (D-
glucosa, celobiosa, maltosa, isomaltosa) formandose normalmente una serie de oligosacéridos
llamados productos de aceptor.

La presencia de aceptores de bajo peso molecular desplaza la reaccion desde la sintesis de
dextranos hacia la formacién de productos de aceptor. Cuando la D-glucosa, el metil «-D-
glucopirandsido, la maltosa o la isomaltosa son los aceptores, la glucosa que procede de la
sacarosa es transferida al hidroxilo del carbono 6 del monosacarido, o al hidroxilo del carbono 6 de
la glucosa no reductora del disacarido, dando una serie de isomaltodextrinas con un grado de
polimerizacion de 2 a 10 residuos de glucopiranosa (Robyt, 1995).

Por ejemplo, el primer producto en la serie con isomaltosa es isomaltotriosa y el primer
producto en la serie con maltosa es panosa (62-a-D-glucopiranosil maltosa). Cuando la
concentracién del primer producto de aceptor se hace suficientemente alta, éste puede actuar a
su vez como aceptor dando el siguiente homodlogo en la serie. Los miembros ulteriores de la
serie de la maltosa tienen cadenas de maltodextrina que incrementan su grado de
polimerizacién sucesivamente. El porcentaje de cada oligosacarido en la mezcla de reaccion
disminuye a medida que aumenta su grado de polimerizaciéon (Su y Robyt, 1993). Las
eficiencias relativas de las maltodextrinas (de maltosa a maltooctaosa) como aceptores disminuyen
de un 100% para maltosa a 6.2% para maltooctaosa. Es decir cuanto mds grande es la cadena de

oligosacarido menor es su eficiencia como aceptor (Robyt, 1995).
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Se ha comprobado que el aceptor mas efectivo para favorecer la disminucién en la
produccion de dextrano es la maltosa. El resto de aceptores mas importantes para la
dextransacarasa, se recogen en la Tabla 1.6.

Tabla 1.6. Relacion de aceptores mas efectivos para la dextransacarasa. El rendimiento se evalua con
respecto a la maltosa (a la que se le atribuye el valor 100).

Aceptor Rendimiento como aceptor (%)
Maltosa 100
Isomaltosa 89
Nigeriosa 58
Metil-a-D-glucopirandsido 52
D-glucosa 17
Turanosa 13
Lactosa I
Celobiosa 9
D-fructosa 6.4

En resumen, la cadecna de dextrano se libera del centro activo por reaccidn con distintos
aceptores. Cuando el aceptor es otra cadena de dextrano, se forman ramificaciones; si el aceptor es
un carbohidrato de bajo peso molecular, el dextrano se libera con el aceptor unido a su extremo
reductor (Fig. [.18.8c1 y 1.18.8¢2). Finalmente, una pequefia cantidad de glucosa se forma cuando
el agua actiia como aceptor (Fig. 1.18.3.1); esta reaccion representa la hidrdlisis de la sacarosa
(Robyt, 1996).
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3.5 INMOVILIZACION DE DEXTRANSACARASAS

La busqueda de productos de aceptor sintetizados por la dextransacarasa requiere como
paso fundamental la inmovilizacion de la enzima, que permitird una mayor estabilidad operacional
(mayor vida media de la enzima), una mayor productividad y una fécil recuperacion del
biocatalizador. Sin embargo, todos los intentos de inmovilizar la dextransacarasa por métodos
clasicos han sido notablemente infructuosos. Cuando la enzima se inmoviliza por adsorcion sobre
hidroxiapatito se conserva completamente su actividad catalitica, pero la enzima se separa del
soporte con facilidad (Parnaik y cols., 1983). Los intentos de inmovilizacién con glutaraldehido
sobre silice porosa aminada con alquilamina no fueron positivos -el rendimiento de la
inmovilizacion fue inferior al 10%- (Kaboli y Reilly, 1980). Mediante adsorcion hidréfobica a
matrices de fenoxiacetil-celulosa se incremento la actividad de la enzima inmovilizada, pero no su
estabilidad (Chang y cols., 1981). Se han descrito altos rendimientos de inmovilizacion por
adsorcion sobre Sephadex G-200; no obstante, la estabilidad de dichas preparaciones no se ha
estudiado (Kobs, 1991),

Uno de los métodos mas desarrollados para la inmovilizacion de la dextransacarasa es la
unidn covalente sobre silice porosa silanizada y activada con glutaraldehido. Con este sistema se
obtienen aceptables rendimientos de actividad; sin embargo, existen problemas difusionales debido
al dextrano formado durante la reaccion (que llega a obturar los poros). Quizas por ello no se han
descrito resultados de estabilidad de las preparaciones inmovilizadas en silice y en soportes
relacionados (L.opez y Monsan, 1980; Monsan y Lépez, 1981a; Monsan y Lopez, 1981b; Monsan
y cols., 1987).

Todas estas dificultades pueden ser superadas mediante la inmovilizacion de la
dextransacarasa por atrapamiento en esferas de alginato calcico. El polimero de alginato se
encuentra en la naturaleza formando parte de algas pardas (division Phacophyta) aunque también
es producido por algunas bacterias como Azotobacter vinelandii y varias especies de
Pseudomonas. El alginato que aparece en las algas pardas es el polimero mas abundante de éstas y
alcanza cerca del 40% del peso seco del alga. Esta localizado en la matriz intercelular como un gel
que contiene sodio, calcio, magnesio, estroncio y bario, y su principal funcién es la de soporte,
actuando como un "esqueleto” que confiere flexibilidad y consistencia a la hoja del alga. Debido a
su capacidad para retener el agua, y a sus propiedades gelificantes y estabilizantes, el alginato es
ampliamente empleado en industria (Thu y cols., 1996).

En términos moleculares, ¢l alginato es una familia de copolimeros binarios no ramificados
de uniones B-D(1—4) entre el acido manurénico y el acido gulurénico. La variacion en la
composicion y estructura secuencial depende del organismo del que proceda y de la hoja que se

aisle.
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Figura 1.19. Estructura del polimero de alginato: G (acido guluronico), M (acido manuronico)

El alginato ideal es aquél que posea alta estabilidad mecéanica y quimica, propiedades
controlables de hinchamiento, un tamafioc de poro definido asi como un bajo contenido de
contaminantes inmunogénicos y sustancias toxicas.

La inmovilizacién en alginato es un método muy prometedor y versatil que permite
inmovilizar en un sélo paso y bajo condiciones muy suaves -por consiguiente compatibles con
la mayoria de las células (El-Sayed y cols., 1990a; El-Sayed y cols., 1990b, Roca y cols.,
1996)-. En lineas generales, la inmovilizacién con alginato se basa en un mezclado de células
con un polimero soluble en agua, y a continuacion la gelificacién del polimero mediante
agentes de entrecruzamiento como el calcio o estroncio. Goteando la mezcla alginato-célula en
la solucion que contenga los cationes multivalentes, se forman instantaneamente esferas por
gelacidon ionotrdpica, quedando las células atrapadas dentro de un polimero tridimensional
(Vogelsang y Ostgaard, 1996).

Como se ha descrito, la aplicacién de este tipo de inmovilizacion esta restringida a células
completas o partes de éstas, y en principio no es valido para proteinas globulares (Hartmeier,
1984). De hecho, los intentos de atrapamiento de enzimas en esta matriz han sido numerosos:
(inulasa, glucosa oxidasa, o quimotripsina) y todos ellos con muy bajos rendimientos (Kierstan y
Bucke, 1977; Reischwithz y cols., 1995). Sin embargo la dextransacarasa puede ser inmovilizada
gracias a su Unica estructura supramolecular, que le confiere el dextrano que la envuelve, y que en
definitiva, impide que escape a través de los poros de la esfera. Con esta técnica de inmovilizacion
sc consiguen unos rendimientos excelentes (cercanos al 90%) y unas vidas medias superiores a los
60 dias (Buchholz y cols., 1991; Reischwithz y cols., 1995},
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OBJETIVOS

Las glicosiltransferasas son uno de los grupos enzimaticos de mayor interés actual,
debido a su aplicacion inmediata en la sintesis de oligosacaridos nuevos (neosacaridos), con
alto valor afiadido. La Memoria de Investigacion que se presenta pretende contribuir al estudio
del binomio estructura-funcion en dos glicosiltransferasas, la ciclodextrin glicosiltransferasa
(CGTasa) y la dextransacarasa. Se trata de dos enzimas con notables diferencias (en cuanto al
sustrato de partida, especificidad de enlace, estabilidad, etc.) pero que comparten su actividad
catalitica en reacciones de transferencia utilizando aceptores. No obstante, se han seguido dos
lineas de trabajo distintas, aplicadas a cada uno de los sistemas enzimaticos.

El principal objetivo establecido en este trabajo con la CGTasa fue determinar que
factores rigen la selectividad de produccion de a-, B- v y-ciclodextrina. Para ello se empled
como herramienta la modificacion quimica. Estos estudios se han realizado en colaboracion con
los grupos de cristalografia de proteinas de la Universidad de Groningen (Profesores B, Dijkstra
y L. Dijkhuizen) y los de mutagénesis dirigida de la empresa Novo Nordisk (Profesores S.
Pedersen y C. Andersen).

En primer lugar, se plante6 la modificacion de los residuos de Lys de la proteina
empleando dos reactivos diferentes (anhidridos acético y succinico) que dan lugar a cadenas
laterales con distintas propiedades de carga.

Por otra parte, se considero interesante la modificacion de los residuos de Glu y Asp de
la CGTasa mediante la reaccién promovida por una carbodiimida y utilizando distintos
nucleofilos (taurina, éster metilico de norleucina y éster etilico de glicina), que originan
especies con diferentes propiedades de carga e hidrofobicidad.

Tanto en la modificacion de los grupos amine como en la de los grupos carboxilo, se
procedid a una caracterizacion de los productos de reaccion. Otro de los objetivos de este
trabajo fue el intentar contribuir a fa optimizacion de algunas metodologias de modificacién
quimica, mediante la busqueda de las mejores condiciones de reaccion y caracterizacion de las
especies modificadas.

Respecto a la dextransacarasa, su enorme versatilidad en reacciones con aceptores la
convierten en una enzima idonea para la obtencion de oligosacaridos de interés industrial. Por
ello, se planteo el estudio de las reacciones de aceptor de esta enzima mediante la tecnologia de

la inmovilizacion enzimatica, que permite su estabilizacion y/o reutilizacion.
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El principal objetivo de esta parte de la investigacién se centrd, en definitiva, en
encontrar un método de inmovilizacion adecuado para las reacciones en presencia de aceptores.
Se ensayo la inmovilizacidon covalente de la enzima, en silice de diferentes diametro de poro,
asi como el atrapamiento en geles de alginato calcico. Se utilizd tanto la enzima nativa,
recubierta por una capa de dextrano, como la preparacién libre de éstos (obtenida por
tratamiento con dextranasas). Estos estudios se han desarrollado en colaboracion con el grupo
de ingenieria de proteinas del Instituto Nacional de Ciencias Aplicadas de Toulouse (Profesores
P. Monsan, M. Remaud y R. M. Willemot). Una vez evaluadas las propiedades de las enzimas
inmovilizadas (estabilidad, actividad, resistencia a disolventes organicos), se estudid la reaccion
de aceptor en presencia de maltosa (tanto de la enzima nativa como de la inmovilizada) con el
fin de conocer el funcionamiento de esta reaccion y optimizar el proceso de produccidn, siendo
los objetivos destacados de este trabajo. Se establecieron las condiciones de reacciéon mas

adecuadas para la sintesis de productos de aceptor.
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MATERIALES

ENZIMAS Y PROTEINAS

La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 fue suministrada por el Dr. Sven Pedersen
de Novo Nordisk. La dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F fue
proporcionada por el Dr. Pierre Monsan del Institut National des Sciences Appliquées de
Toulouse (INSA).

La amiloglucosidasa A 3514 (EC 3.2.1.3) y la seroalbumina bovina (BSA) procedian de
Sigma. La a-glucosidasa (EC 3.2.1.20) de Boehringer Mannheim.

REACTIVOS, AGENTES MODIFICANTES Y PATRONES

La casa comercial Sigma suministro los siguientes productos:

Anhidrido acético, anhidrido succinico, 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodimida
(EDC), éster etilico de glicina, éster metilico de norleucina, taurina, disulfure de 2,2 -dipiridilo,
acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), fenolftaleina, verde de bromocresol, a- By y-
ciclodextrina; malto-oligosacaridos (G1-G7), isomalto-oligosacaridos (G2-G4), metil a-D-
glucopiranodsido, almidén de patata (soluble), hidroxilamina, 2-metil-2-butanol (alcohol ters-

amilico), cianoborohidruro sédico, borohidruro sédico y fluorescamina.

El resto de productos procedieron de las siguientes casas comerciales:

De Fluka: el acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), el acido 2,4,6-trinitro-benceno sulfénico
(TNBS) ,el y-aminopropil trimetoxisilano y el glutaraldehido.

De Merck: la sacarosa, el dimetilsulfoxido (DMSO) y la N,N-dimetilformamida (DMF).

De Boehringer Manheim el reactivo GOD-Perid-Glucosa MPR2 vy el 4-nitrofenil-o-D-
maltoheptadsido-4,6-O-etilideno (EPS).

De Scharlau la acetona y la N, N-dimetilacetamida (DMA).

De Aldrich el naranja de metilo y el 1,4 butanodiol diglicidil éter (diglidicil éter).

De Bayer la acarbosa; de Avebe (Foxhol, Holanda} el Paselli SA2 (almidon de patata
parcialmente hidrolizado}; de ICN la L-norleucina; de Kem-en-Tec la matriz de agarosa AFFI-
T (Copenhague, Dinamarca); de Biosepra las silices porosas X200 y X030, y de Bioeurope el
alginato SG-300.
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La casa comercial Pharmacia suministré los kits de bajo y alto peso molecular para
electroforesis, asi como el gel del Sepharosa 6 Fast Flow (6FF). El resto de los reactivos usados
en los experimentos de electroforesis, isoelectroenfoque y determinacién de proteina

procedieron de Bio-Rad.

Todos los demés reactivos utilizados fueron de la méaxima calidad disponible en el

mercado.

METODOS

1. PURIFICACION DE LA CGTasa

En todos los métodos de purificacién desarrollados, se utilizé un FPLC (fast protein
liquid cromatography) de la casa Pharmacia (modelo LCC-500 CI) compuesto por los
siguientes médulos: una unidad de control UV-1, acoplada a un sistema de bombas P-500, con
un detector UV-1 con filtro de 280 nm, y un colector FRAC-100. El equipo estaba
automatizado, utilizandose para su control un ordenador en el que se implementd el software
FPLC-Manager (Pharmacia). En ¢l Anexo I se recogen los programas disefiados para cada
purificacion.

Las muestras comerciales de CGTasa contenian otras enzimas (proteasas, o-amilasas,
etc.) y numerosos pigmentos que contaminaban la preparacion. Por lo tanto, s¢ ensayaron varios
métodos de purificacion para obtener CGTasa con el méximo grado de pureza. Se compararon

dos metodologias distintas.
1.1 PURIFICACION CON LA MATRIZ AFFI-T

Este método, desarrollado por la Division de Procesos Enzimaticos de la empresa Novo
Nordisk, hace uso en una matriz de afinidad AFFI-T. Se trata de una agarosa tiofilica
especialmente disefiada para la purificacion de inmunoglobulinas y otras proteinas o enzimas
(Porath y Belew, 1987, Hutchens y Porath, 1987). Tiene una capacidad de 10-50 mg
proteina/ml de matriz. El ge! fue activado y empaquetado en una columna C16 de Pharmacia
(1.6 x 20 cm).
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El protocolo de purificacion fue el siguiente:

1) Equilibrado de la columna: se lava la matriz 40 min con agua (flujo de 0.5 ml/min), y
a continuacion con sulfato amoénico 1.5 M (pH 7.0) durante 40 min al mismo flujo.

2) Se afiade sulfato amonico a la preparacion de CGTasa (hasta el 20% de saturacion), y
se carga la muestra empleando una bomba peristéltica (modelo LKB de Pharmacia) a un flujo
de 0.5 ml/min.

3) Se lava la matriz con la enzima ligada, con tampoén suifato aménico 1.5 M (pH 7.0)
durante 70 min. Seguidamente se lava 50 min con tampén borato 10 mM (pH 7.0) y por tltimo
con una mezcla tampon borato 10 mM (pH 7.0) : isopropanol, 1/1 (v/v), durante 60 min. En los
tres casos el flujo de trabajo es 1 ml/min. La columna se regenera facilmente mediante lavado
con agua destilada o con NaCl 0.1 M. La muestra de CGTasa purificada, se somete a dialisis

exhaustiva en tampon Tris 20 mM (pH 7).

1.2 PURIFICACION CON LA MATRIZ DE AFINIDAD o-
CICLODEXTRINA/SEPHAROSA

Este protocolo de purificacion se basa en la afinidad que presenta la CGTasa hacia el
anillo de ciclodextrina (Penninga y cols., 1995; Wind y cols., 1995).

1.2.1 ACTIVACION DEL GEL

En primer lugar se activa el gel de Sepharosa (Tipo 6, fast flow 6FF) en base al
procedimiento descrito por Sundberg y Porath (1974):

Se lava la Sepharosa con agua destilada. A continuacidn se secan 50 g de Sepharosa y se
le afiaden 25 ml de diglidicil éter, 75 ml de NaOH 0.45 N y 150 mg de NaBH; La mezcla se
incuba a 25°C durante 10 h en un bafio con agitacion orbital, tras lo cual se filtra en una
membrana de 0.45 um. Se disuelven 20 g de a-ciclodextrina en 200 ml de NaOH 0.1 N y se
afiaden sobre la Sepharosa epoxi-activada seca. Se homogeneiza la solucién y se mantiene con
agitacion orbital a 45°C durante 20 h. Se lava el gel con tampon bicarbonato 0.1 M (pH 8.0),
posteriormente con tampon acetato 0.1 M (pH 4.0) y finalmente con agua destilada.
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Para bloquear los grupos epoxido que no han reaccionado, se afiaden 100 ml de
etanolamina 1 M al material seco, y se incuba con agitacién lenta durante 3 h a 45°C. Por
ultimo, se lava con tampdn acetato 0.1 M (pH 4.0) en NaCl 0.5 M, tampon borato 0.1 M (pH
8.0) en NaCl 0.5 M; agua destilada, y finalmente con tampon acetato 10 mM (pH 5.5). La
capacidad final de la matriz de afinidad es de 3.5 mg CGTasa/ml de gel.

1.2.2 PROTOCOLO DE PURIFICACION

1) Se carga la solucidén enzimatica en una columna (1.6 x 20 ¢m) -empaquetada con el
gel de afinidad- a un flujo de 2.5 mi/mn.

2) Se lava la columna con 200-300 ml de tampdn acetato 10 mM (pH 5.5).

3) La CGTasa se extrae mediante elucidn -en sentido inverso a la aplicacidn de la
muestra enzimdtica- con 100 ml de tampén acetato 10 mM (pH 5.5) conteniendo 1% de o-
ciclodextrina. El flujo de trabajo es de 2.5 ml/min.

4) La CGTasa purificada puede guardarse en estas condiciones {en presencia de o-
ciclodextrina) durante largos periodos de tiempo a ~20°C.

5) La columna puede ser regenerada lavando con 100 ml de tampdn acetato 10 mM (pH
5.5) conteniendo NaCl 3 M y 2% de B-ciclodextrina, y posteriormente con 200 ml de tampon
acetato 10 mM (pH 5.5).

2. MODIFICACION QUIMICA DE LA CGTasa

Todos los protocolos de modificacion quimica que se describen en este apartado se
ensayaron previamente con una proteina patron, la seroalbumina bovina (BSA), a fin de
obtener las condiciones éptimas de modificacion. Para mantener el pH constante durante las
reacciones de modificacién de grupos amino (apartado 2.1) y de grupos carboxilo {apartado
2.2) se empled un pH-stato de Radiometer con autobureta ABU-80 y titulador TTT-80.

2.1 MODIFICACION DE LOS GRUPOS AMINO

Para la modificacion de los grupos amino de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501,
se estudiaron dos reactivos diferentes: el anhidrido acético (produce un cambio de carga del grupo
modificado de positiva a neutra) y el anhidrido succinico (en este caso, la carga positiva es
reemplazada por un grupo carboxilato cargado negativamente).

El protocolo de acetilacion que se utilizo se basa en el método tradicional descrito por

Riordan y Vallee (1967a) con algunas modificaciones (Alcalde y cols., 1999):
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Se preparan 11 ml de disolucion de CGTasa purificada (0.265 mg/ml, 3.5 1iM) en tampon
Jfosfato 10 mM (pH 8.0). Se ariade anhidrido acético o anhidrido succinico (este vultimo disuelto en
acetona seca) en porciones (hasta completar 52.4 ymoles). Se emplea una relacion molar 20:1 de
reactivo con respecto al total de residuos de Lys y Tyr de la proteina. La reaccion se mantiene con
agitacion a 4°C y pH 8.0 mediante el uso de un pH-stato con NaOH 0.2 N. Las adiciones de las
distintas porciones de anhidrido se efectuan cuando cesa el consumo de sosa. El tiempo total de la
reaccion es aproximadamente 1 h. La mezcla de reaccion se dializa en tampon fosfato 10 mM (pH
7.0) a 4°C para eliminar las sales y el exceso de agente acilante. Las O-acetiltirosinas se
hidrolizan por incubacion con hidroxilamina 0.5 M (pH 7.0) durante 5 h a 25°C. La desacilacion

va acompaiiada de un incremento de la absorbancia a 278 nm (Eys = 1160 M 'cm ™) (Riordan y
Vallee, 1967b). Finalmente, la muesitra se vuelve a dializar en tampon fosfato 10 mM (pH 7.0) a
4°C. Se prepara un control paralelo de CGTasa pura y se la somete al mismo protocolo, en

ausencia de anhidrido acético o succinico.
2.1.1 Determinacion del grado de modificacion.
Se utilizaron dos métodos diferentes:

Método del acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (TNBS) (Habeeb, 1966). Se determind
el numero de grupos amino en la proteina (antes y después de la modificacién) por reaccion con el
TNBS. La reaccidn se siguioé espectrofotométricamente a 340 nm, utilizando un coeficiente de

extincion molar para los grupos TNB-amino de €340 = 9950 M'em’.

Método de la fluorescamina (Stocks y cols., 1986). La fluorescamina es un reactivo no
fluorescente que reacciona rapidamente con los grupos amino primarios en aminoacidos, péptidos
y proteinas formando compuestos altamente fluorescentes. Se midié la intensidad de la emision de
fluorescencia a 475 nm tras la excitacion a 390 nm utilizando un espectrofluorimetro Perkin Elmer
LS50B. El porcentaje de sustitucion se estimo a partir del cociente de las pendientes de las graficas

que representan emision de fluorescamina vs concentracion de proteina:

Emision / pg proteina modificada
Grado de sustitucion (%) = x 100
Emision / ug proteina nativa
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2.2 MODIFICACION DE LOS GRUPOS CARBOXILO

Los grupos carboxilo de las proteinas pueden ser transformados en amidas mediante una
reaccion en dos pasos con carbodiimida soluble en agua y una amina nucledfila (Means y
Feeney, 1971; Carraway y Koshland, 1972; Lundblad, 1991).

Las propiedades quimicas, de carga y tamafio del nucledfilo empleado en la reaccion
pueden variar considerablemente el resultado final de la modificaciéon. Se utilizaron tres

nucleéfilos diferentes: taurina, éster metilico de norleucina y éster etilico de glicina.

O 0
- y/ 4
NH,~—CH,—CH,—S0; NH,—CH—C_ NH,—CH,—C
| OCH; OCH,CH,
(C|H2)3
CH,
Taurina Ester metilico de norleucina Ester etilico de glicina

Figura ITL.1. Estructura de los nucledfilos empleados en la modificacion de la CGTasa.

La reaccién se desarrolld en presencia de 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodimida
(EDC) siguiendo el protocolo descrito por Hoare y Koshland (1967) con diversas

modificaciones.

Se incuban § ml de CGTasa pura (0.5 mg/ml, 6.6 pM) en tampén MES 10 mM (pH 4.75)
conteniendo KCI 10 mM, a 25°C con agitacion magnética. Se aiade el  nucledfilo
correspondiente  (solido) hasta una concentracion de 198 mM. La relacion molar
nuclecfilo/grupos carboxilo es de 500:1. Seguidamente se afiade  acarbosa hasta una
concentracion 1.32 mM (para proteger los grupos carboxilo del centro activo). La relacion molar
acarbosa/proteina es de 200:1. Se ajusta el pH de la solucion a 4.75 con HCL 0.2 N. Por iltimo, se
adiciona EDC (sélido) hasta una concentracion 19.8 mM, comenzando la reaccion. La relacion
molar EDC/grupo carboxilo es de 50:1. La reaccién se mantiene a pH 4.75 mediante el uso de un
pH-estato con NaOH 0.2 N. El tiempo total de la reaccion fue aproximadamente 3 h. La mezcla
de reaccion se incuba en presencia de hidroxilamina 0.5 M (pH 7.0) durante 5 h a 25°C. De esta
forma se regeneran las tirosinas que hayan reaccionado, y se degrada el EDC remanente.
Finalmente, la muestra se dializa en tampon fosfato 10 mM (pH 7.0) a 4°C. Se prepara un control

paralelo de CGTasa pura y se la somete al mismo protocolo, en ausencia de EDC.
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Para comprobar que la dialisis elimind el nucledfilo que no habia reaccionado, se realizé
una cromatografia en capa fina de las muestras, utilizando placas de TLC de gel de silice 60
F2s4 de la casa Merck. El sistema de elucion estaba formado una mezcla acetato de
etilo/metanol/H,O (2:1:1). El revelado de las placas se llevé a cabo por calentamiento a 100°C
tras inmersion de las mismas en una disolucién de ninhidrina al 0.5% en etanol/acético 85:15.

2.2.1 Determinacion del grado de modificacion.

Para la cuantificacion del grado de modificacién de los grupos carboxilo se empled la
técnica de analisis de aminoacidos, en colaboraciéon con la Prof. Cristina Carrefio de la

Universidad de Barcelona. El protocolo seguido fue el siguiente:

500 d de cada muestra (1-5 nmoles) se liofilizan en un tubo de hidrélisis. Se afiaden
200 4 de HCI 6 N (conteniendo 1% de fenol) y se hidrolizan a 155°C durante 60 min en un
fubo cerrado. La muestra se evapora a sequedad y el residuo se disuelve en 300 4d de tampon
citrato 10mM (pH 2.0). Se inyectan en el analizador 50 1d de cada muestra. La calibracion del
analizador (STD 131098) se realiza inyectando una muestra patrén comercial (Beckman)
compuesta por 5 nmoles/50 4 de cada aminodcido. Los nucledfilos utilizados en la
modificacion (taurina, éster metilico de norleucina y éster etilico de glicina) se sometieron a

las mismas condiciones de hidrolisis dcida para determinar su respuesta en el analizador.

Si1 el nucledfilo empleado es el éster etilico de glicina, la diferencia entre el mimero de
residuos de glicina en la proteina modificada respecto a los residuos de glicina en la nativa
corresponde al grado de modificacion. Cuando el nucleéfilo utilizado fue taurina o el éster
metilico de norleucina, el grado de sustitucién se cuantificéd por la aparicion de un pico de

taurina o norleucina respectivamente.

2.3 MODIFICACION DE LA CISTEINA

Para la modificacion de la unica Cys de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 se

escogieron dos reactivos diferentes,

Disulfuro de 2,2 -dipiridilo. Se empled el método espectrofotométrico de Brocklehurst y Little

(1973), analizando la formacion de piridina-2-tiona a 343 nm, con €343 = 8080 x 10° M™' ¢m

(Stuchbury y cols., 1975).
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El protocolo fue el siguiente:

Sobre 0.8 mi de CGTasa (0.5 mg/mi) en tampon fosfato 10 mM (pH 7) se adicionan 0.2
mi de una solucion 1.65 mM de disulfuro de 2,2"-dipiridilo. Se analiza la variacion de la

absorbancia a 343 nm durante 30 min.
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Figura I11.2. Esquema de la reaccién con disulfuro de 2,2 -dipiridilo.

Acido 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB). El DTNB reacciona con los grupos sulfhidrilo
de las proteinas, liberdndose el 4cido 2-nitro-5-mercaptobenzoico (€410 = 13600 M ecm™)

(Means y Feeney, 1971). Se siguid el siguiente protocolo:

Sobre 0.8 ml de CGTasa (0.5 mg/ml) en tampon fosfato 10 mM (pH 8), se adicionan 80
H de una solucion 10 mM de DTNB. Se analizé la variacion de absorbancia durante 8 h a 410
nm. Se ensayo el mismo protocolo con CGTasa en condiciones desnaturalizantes (SDS 2% +
Urea I M).
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Figura II1.3. Esquema de la madificacion con DTNB.
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3. MEDIDAS DE ACTIVIDAD CATALITICA DE LA CGTasa

3.1 ENSAYOS DE ACTIVIDAD INICIAL A TIEMPOS CORTOS

Las diferentes actividades de la CGTasa fueron medidas por incubacién de la enzima
durante 5 min a 85°C con agitacion magnética, en la correspondiente solucidn de sustrato en
tampdn citrato 10 mM (pH 5.5) conteniendo CaCl, 0.15 mM (“tampon de trabajo”). A
intervalos de 1 min (desde 0 hasta 5 min) se extrajeron alicuotas y se¢ afiadieron a los
correspondientes reactivos., Todas las medidas colorimétricas se realizaron en un

espectrofotometro Kontron 930 equipado con agitacién magnética y termostatizado.
3.1.1 ACTIVIDAD DE CICLACION

En todos los ensayos de formacion de ciclodextrinas se utiliza como sustrato Paselli
SA2 (almiddn de patata parcialmente hidrolizado, con un grado de polimerizacion de 50). Se
prepara una solucién de Paselli al 10% en tampoén de trabajo. Se disuelve mediante
calentamiento y agitacion vigorosa. La solucidn es estable durante 2-3 h a 40-50°C.

Cada vez que se prepara una nueva disolucion de Paselli, es necesario realizar una nueva
curva de calibrado. En estos ensayos es conveniente trabajar en un intervalo determinado de
unidades enzimaticas. Para ello, se realizd el ensayo de actividad con distintas diluciones
enzimaticas, hasta obtener un valor adecuado de U/ml dentro del rango de la Tabla II1.1. Una
unidad de actividad ciclacion se define como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de a-,

B-, o y-ciclodextrina {(segun el ensayo realizado) por minuto, en las condiciones de reaccion.

CICLACION
. 8 i

Figura II1.4. Reaccion de ciclacion (transferencia intramolecular). Circulos negros, residuos de
glucosa; circulo rayado extremo reductor.
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La determinacion de las actividades de formacién de a-, B-, y y-ciclodextrina se basa en
la afinidad de cada una de las ciclodextrinas hacia determinados reactivos:

-Ciclacién a a-ciclodextrina: la a-ciclodextrina puede encapsular el naranja de metilo
produciendo una disminucion del color de éste (Hirai y cols., 1981).

-Ciclacion a f-ciclodextrina: la fenolftaleina, a valores de pH basicos, es de color
purpura. La B-ciclodextrina forma complejos de inclusion con este reactivo, produciéndose una
disminucion cuantificable del color ( Peninga y cols., 1995).

-Ciclacién a y-ciclodextrina: el verde de bromocresol puede ser encapsulado por la y-

ciclodextrina, intensificindose el color de este reactivo (Kato y Horikoshi, 1984).

Concretamente, los protocolos experimentales para cada una de las actividades fueron

los siguientes;

Ciclacion a a-ciclodextrina: la mezcla de reaccion (Tabla II1.1) -sin la CGTasa- se

incuba durante 10 min a 85°C. La reaccion comienza tras la adicion de la CGTasa. A
intervalos de 1 min, se hacen extracciones de 840 ul y se afiaden a microcubetas que contienen
60 pd HCI 1.5 M (parando de este modo la reaccion). Inmediatamente después se mide la
absorbancia (de las alicuotas de reaccion y de la curva de calibrado) a 490 nm, que
corresponden al mdximo de absorcion del naranja de metilo a pH 1.5.

Ciclacion a f-ciclodextrina: la mezela de reaccion (Tabla II1.1) -sin la CGTasa- se

incuba durante 10 min a 85°C. La reaccion comienza tras la adicion de la CGTasa. A
intervalos de I min, se hacen extracciones de 100 yl y se afiaden a microcubetas que contienen
900 pl de disolucion de fenolftaleina. Inmediatamente después se mide la absorbancia (de las
alicuotas de reaccion y de la curva de calibrado) a 552 nm, que corresponde al mdximo de

absorcion de la fenolftaleina a pH 9.6.

Ciclacion_a_y-ciclodextrina: la mezcla de reaccion (Tabla I11.1) -sin la CGlasa- se
incuba durante 10 min a 85°C. La reaccion comienza tras la adicion de la CGTasa. A
intervalos de I min, se hacen extracciones de 100 ul y se afiaden a microcubetas que contienen
900 ul de disolucion de verde de bromocresol. Inmediatamente después se mide la absorbancia
(de las alicuotas de reaccion y de la curva de calibrado) a 630 nm, que corresponde al maximo

de absorcion del verde de bromocresol a pH 4.2,
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La preparacion de las curvas de calibrado y las composiciones de las mezclas de
reaccion se recogen en la siguiente tabla:

Tabla II1.1. Curvas de calibrado y mezclas de reaccion empleadas para medir las tres actividades de
ciclacién de la CGTasa.

CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION
ACTIVIDAD
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
. . 100-500 pl
a-ciclodextrina 0.37 mM d ..
. . 0-616 pl CGTasa (Concentracion final:
en tampon de trabajo
0.03 U/ml)
. ) Disolucidn de 1620 pl
Tampén de trabajo 616-0 pl . .
Paselli al 10 % (Concentracion final: 2 %)
Ciclaciona | _. . . . g 540 pl
Disolucion de naranja de Disolucién de B
s 56 ul . o a (Concentracidn final:
metilo naranja de metilo
33 mM)
HCI1.5N 60 pl
Disolucidon de Paselli al Tampén de trabajo | Completar hasta 8100 pl
168 pl
10%
p-ciclodextrina 2 mM en 0-50 ul 0-50 pl
tampon de trabajo " CGTasa ¢ (Concentracion final:
Tampén de trabajo 50-0 ul .1-0.2 U/ml}
Ciclacion a Disolucién de 900 wl Disolucién de 500 ul
fenolftaleina ° H Paselli al 10% {Concentracion final: 5%)
Disolucion de Paselli al . R
10% 50l Tampon de trabajo Completar hasta 1 ml
(4]
-ciclodextrina 2 mM
Y-ciclo e'X Fina m. 0-50 l 0-50 }-l-l
en tampén de trabajo CGTasa * {Concentracion final:
Tampon de trabajo 50-0 pl 0.3-0.4 U/ml)
Ciclacion a y [ " Disolucion de verde de 900 ul Disolucién de 500 ul
bromocresol © H Paselli al 10% {Concentracion final: 5%)
Disolucion de Paselli al
50 UCIDTOS aselitd 50 d Tampdn de trabajo Completar hasta I ml
]

* Disolucion de naranja de metilo 0.5 M en tampon de trabajo.
® Disolucion de fenolftaleina; 1.5 ml de una disolucion stock de fenolftaleina 3.75 mM en 100 ml de etanol 100%, se
mezclan con 100 ml de tampdn Na;CO03 0.2 M (pH 9.6).
¢ Disolucion de verde de bromocresol: 2 ml de una disolucién stock de verde de bromocresol 5 mM en 100 ml de
etanol al 20%, se mezclan con 80 ml de tampédn citrato 0.2 M (pH 4.2).
¢ En tampén de trabajo.
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3.1.2 ACTIVIDAD DE ACOPLAMIENTO

Para determinar la actividad de acoplamiento, se utilizé6 un protocolo basado en el
empleo de a- o B-ciclodextrina como donador y metil a-D-glucopirandsido como aceptor. La
actividad acoplamiento de y-ciclodextrina no puede ser cuantificada por este método porque la

v-ciclodextrina interfiere en el analisis.

ACOPLAMIENTO
£ 65? 4

Figura II1.5. Esquema general de la reaccion de acoplamiento (transferencia intermolecular). Circulos
negros y blancos, residuos de glucosa; circulo rayado, extremo reductor.

Acoplamiento de fciclodextrina : en esta reaccion, se forma un oligosacarido lineal
(con 7 residuos de glucopiranosa, procedentes de la B-ciclodextrina y finalizado en un residuo
adicional de metil a-D-glucopiranodsido). Este azicar puede ser hidrolizado en unidades de
glucopiranosa gracias a la accion de una amiloglucosidasa (Fig. I111.6). Es conveniente trabajar
en un intervalo de concentracion enzimatica de 0.006-0.014 U/ml de actividad acoplamiento de
B-ciclodextrina. La cantidad de glucosa producida se detecta con el reactivo de GOD-Perid-

glucosa (Boehringer). El protocolo seguido fue el siguiente:

La mezcela de reaccion (Tabla I11.2) -exceptuando la CGTasa- se incuba durante 10 min
a 85°C. La reaccion comienza tras la adicion de la CGTasa. A intervalos de I min, se hacen
extracciones de 100 1 y se afiaden a 20 gl de HCIl 1.2 N a 4°C. Las muestras acidificadas se
incuban durante 10 min a 60°C. Seguidamente, se enfrian en hielo y se neutralizan con 20 4d de
NaOH 1.2 N. Los oligosacaridos lineares formados se convierten en glucosa mediante la
adicion de 60 4 (1 unidad) de amiloglucosidasa diluida en tampon acetato 170 mM (pH 4.5).
A continuacion las muestras se incuban en hielo durante 30 min. Posteriormente, se afiade | ml
de reactivo de GOD-Perid-glucosa a las muestras y a los puntos de la curva de calibrado

(Tabla II1.2). Se incuban 1 h a temperatura ambiente adquiriendo una tonalidad verde. Se mide
la absorbancia a 737 nm. Una unidad de actividad Facoplamiento es la cantidad de enzima
que cataliza la desaparicion de | pmol de f-ciclodextrina por minuto en las condiciones

descritas.
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Figura II1.6. Protocolo de la reaccion de acoplamiento. Los azicares reductores liberados por
la accian de la amiloglucosidasa, son facilmente cuantificables colorimétricamente.
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Acoplamiento de co-ciclodextrina: ¢l protocolo es exactamente el mismo que para la
deteccidon de la actividad de acoplamiento de B-ciclodextrina. La unica diferencia es que se

emplea como sustrato en la mezcla de rcaccion o-ciclodextrina.

Tabla I11.2. Curvas de calibrado y mezclas de reaccion empleadas para medir las actividades de
acoplamiento de la CGTasa.

CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION
ACTIVIDAD
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
Disolucion de ghicosa
. , 0-50 pl
0.5 mM en tampon 0-200 pl CGTasa en tampon de .
. , (Concentracién final:
de trabajo trabajo
- - 0.006-0.014 U/ml)*
Tampén de trabajo 200-0 pl

Disclucion de
Acoplamiento a- o B-ciclodextrina *, 250 ul
segun ensayo.

1000 ul Disolucion de metil a-

GOD-Perid-Glucosa b 250 ul
D-glucopiranosido

Disolucion de

Tampon de trabajo Completar hasta 1 ml

? Disolucién de o- o B-ciclodextrina 10 mM en tampan de trabajo.
® Disolucion de metil a-D-glucopirandsico 400 mM en tampon de trabajo.
 Concentracidn en unidades de acoplamiento de B-ciclodextrina.

3.1.3 ACTIVIDAD DE TRANSFERENCIA
. Para detectar esta actividad es necesario emplear dos azucares lineares, uno de ellos
actuara como donador y el otro como aceptor.

Aceptor
Donador

. TRANSFERENCIA
»

Figura IIL7. ‘Reacciébn dé transferencia (intermolecular). Circulos negros vy blancos, residuos de
glucosa; circulos rayadds, extremios reéductores. o ' oY Co o
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En este ensayo se usa maltosa como aceptor y el p-nitrofenil-o-D-maltoheptadsido-4-6-
O-etilideno (EPS) como donador. Este sustrato estd bloqueado en su extremo no reductor,
climinando la posibilidad de que actie como aceptor. Ademas, contiene un grupoe p-nitrofenilo

en el extremo reductor que permite cuantificar la reaccion (Nakamura y cols., 1994a).

OH a1l

Figura I11.8. Estructura del EPS.

CGTasa
Et_G7“pNP + Gz—’ Et'G6 + G3'pNP
Amiloglucosidasa

G3-pNP —» pNPOH + 3G,

Figura II1.9. La CGTasa cataliza la ruptura del EPS (Et-G;-pNP), liberando un fragmento de tres
residuos de glucosa finalizados en un grupe p-nitrofenilo (Gs-pNFP). El intermediario covalente enzima-
maltotetradsido-4-6-O-etilideno reacciona con la maltosa (G,) -aceptor- produciendo maltohexadsido-4-
6-O-etilideno (Et-Gg). La reaccion se cuantifica gracias a la accion de una amiloglucosidasa, que ataca
por el extremo no reductor al fragmento de maltotriosa {(G3-NP}), desprendiendo finalmente p-nitrofenol
(PNPOH).

Se empled el siguiente protocolo:

La mezcla de reaccion (Tabla I11.3} -sin CGTasa- se incuba durante 10 min a 85°C. La
reaccion comienza tras la adicion de la CGTasa. A intervalos de | min, se hacen extracciones
de 100 i y se ariaden a 20 gl de HCI 1.2N a 4°C. A continuacion, las muestras acidificadas se
incuban durante 10 min a 60°C. Seguidamente, se enfrian en hielo y se neutralizan con 20 4d de
NaOH 1.2 N. La liberacion del grupo p-nitrofenilo se produce mediante la adicion de 60 (1
.unidad) dé a-glucosidasa diluida en. tampon .fo..sﬂzto potasico 0.8 M (pH 7. ‘0) Las muestm& se .
mcuban 1 h a 37°C. Posterzormente se adzc:ona {1 ml NagC03 ! M para ajustar el pH por .

encima dc }'0 Se mide lu abvor bancza a 401 nm. (&;m = 18400 M em )
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Una unidad de actividad transferencia es la cantidad de enzima que cataliza la aparicidn

de | pmol de p-nitrofenol por minuto en las condiciones descritas.

Tabla I11.3. Composicion de la mezcla de reaccion empleada en el ensayc de actividad de
transferencia.

MEZCLA DE REACCION
ACTIVIDAD :
Reactivos Volumen
0-50 pl
CGTasa en tampon de trabajo (Concentracion final:
0.1-0.2 U/ml)*
Disolucidn de Maltosa 50 mM
, . . 200 pl
Transferencia en tampén de trabajo
Disolucion de EPS 30 mM
. . 100 pl
en tampodn de trabajo
Tampén de trabajo Completar hasta 1 ml

2 Concentracion enzimatica determinada mediante el ensayo de actividad de ciclacion a B-ciclodextrina.

3.1.4 ACTIVIDAD DE HIDROLISIS

La actividad hidrolitica supone un aumento del ntimero de centros reductores:

HIDROLISIS

- iz

anura I11.10. Reaccion de hldrohsns (el agua actla como aceptor). Circules negros, residuos de
glucosa C|rculos rayados extremos reductores.

Este incremento puede. ser dete'rmihado " mediante " el ‘método 'del 4cido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) (Bernfeld, 1955) Sc trata de un compuesto de color amarillo- Ildl’ln_]d.
que, en medio alcalmo s¢ transforma en dlammosallclhco (DAS) de coIor I'O_jO gracms a la '

accion dc dzucares 1Lductorcs
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ol OH

OpN NO; H,N NH,

DNS DAS

Figura 111.11. Conversién de! acido 3,5-dinitrosalicilico en 3,5-diaminosalicilico.
El protocolo seguido fue el siguiente:

La mezcla de reaccion (Tabla 111.4) -sin CGTasa- se incuba durante 10 min a 85°C. La
reaccion contienza tras la adicion de la CGTasa. 4 intervalos de [ min, se hacen extracciones
de 100 1l y se afaden a 100 4 de disolucion de DNS en hielo. Los tubos de muestra y de curva
de calibrado se incuban a 90°C durante 5 min. A continuacion se enfrian, se mezclan con 1 mi
de agua destilada y se mantienen en hielo duranie 15 min. Finalizado este periodo, se mide la
absorbancia a 500 nm.

Una unidad de actividad hidrolisis es la cantidad de enzima que produce 1 umol de

azdcar reductor por minuto en las condiciones descritas.

Tabla II1.4. Curva de calibrado y mezcla de reaccion empleadas para medir las actividad de hidrolisis
de la CGTasa.

CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION
ACTIVIDAD
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
Disolucidn de maltosa 3 mM
tampon de trabaj 0-180ul 0-50 pl
a1t tampon de trabajo -
e ! CGTasa en tampdn ,“‘
. {Concentracién final:
de trabajo .
Tampon de trabajo 100-0 ul 0.2 U/ml)
Hidrolisis - _
Disolucidn de 500 pl
Almidén® {Concentracion final: 1%)
Disolucion de DNS * 100 pl
Tampoén de trabajo Completar hasta | ml

2 Disolucién de DNS: 10 g de DNS, 300 g de-tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle), 16 g de NaOH y agﬁa
destilada hasta completar un volumen de 1000 mi.

® pisolucién de almidén de patata al 2% en tampon de trabajo. Se disuelve mediante calentamiento y agitacién
vigorosa. La disolucién es estable durante 2-3 h.a 40-50°C. ) - :

. © Concentracién enzimatica Qeterrhinada mediante €l ensayo de actividad de ciclacion a B-ciclodextring.
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3.2 ENSAYO DE ACTIVIDAD A TIEMPOS LARGOS

La sintesis de ciclodextrinas y oligosacaridos también se estudié bajo condiciones de
produccion industrial (25% de almidon). Para analizar los productos de esta reaccion se utilizd
cromatografia liquida de alta presion (HPLC). En concreto se empled una bomba de gradiente
Varian 9012 acoplada a un refractometro Varian 9040 con control automatizado, utilizando el
software Varian Star 4.0. El analisis se realizd con dos columnas en serie Aminex-HPX 42A
(0.78 x 30 c¢m, 25 um, Bio-Rad) precedidas por una precolumna (con dos cartuchos de 0.46 x 3
cm, Bio-Rad). Como fase movil se utilizo agua desionizada y desgasificada a un flujo 0.7
ml/min. La temperatura de la columna se mantuvo constante a 85°C con un horno (Timberline
Instrument). Como patrones se utilizaron los maltooligosacaridos G1-G7 asi como las a-, B- y

y-ciclodextrinas.
Protocole de actividad a tiempos largos:

Se incuban 7.0 pg de CGTasa a 85°C y agitacion magnética, con 2.5 g de Paselli SA2
en 100 ml de tampdn citrato 10 mM (pH 5.5} conteniendo 0.15 mM de CaCl,. A diferentes
tiempos (desde 15 min hasta 8 dias) se extraen alicuotas de 300 gd y se mezclan con 300 1 de
NaOH 0.4 N para detener la reaccion. Las muestras se centrifugan durante 15 min a 8500 rpm

v el sobrenadante se inyecta en el HPLC.

4. ESTUDIOS DE SELECTIVIDAD DE LA CGTasa EN
FUNCION DEL pH

Se llevd a cabo un estudio de la selectividad en la reaccidon de ciclacidn a diferentes
valores de pH. Para ello, se trabajo en el intervalo 3.5-9.5 con diferentes tampones escogidos
en funcién de sus valores de pK,, vy de su baja interferencia con el CaCl,. En concreto se

utilizaron los siguientes tampones (todos ellos en concentracién 10 mM conteniendo 0.15 mM
de CaCly):

.TAMPON' CITRATO.. CITRATO CITRATO = .MES  ~TRIS = .TRIS  GLICINA -

~ PH I 3.5 45 ss 65 15 T 85 95
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Las medidas se realizaron siguiendo la metodologia descrita para el ensayo de actividad
a tiempos largos (apartado 3.2), sustituyendo el tampén estdndar en el matraz de reaccion, por

el que correspondiese en funcion del pH.

5. ESTUDIOS DE ACCESIBILIDAD DE LOS RESIDUOS DE LA
CGTasa

Para realizar los estudios de accesibilidad de las cadenas laterales de los aminoacidos de
la CGTasa se empled el software NACCESS. NACCESS (Hubbard y Thomton, 1993) es un
programa que calcula el drea accesible de un dtomo o una cadena lateral de una proteina a partir
de un fichero con formato PDB (“Protein Data Bank™, Brookhaven National Laboratory), es
decir, a partir de sus coordenadas moleculares. ‘

El programa emplea el método de Lee y Richards (1971), que simula el movimiento de
una molécula de un radio determinado sobre la superficie de una proteina -definida en base a
los radios de van der Waals de los dtomos que la integran (Chothia, 1976)-. Se suele utilizar una
molécula del mismo radio que el agua (1.4 A), y asi se habla de la superficie accesible al
disolvente (“‘solvent accessible surface™).

Para cjecutar este programa, escrito en FORTRAN 77, se utiliz6 una plataforma UNIX.
Estos calculos se realizaron en colaboracion con los Profesores Pedersen y Andersen de la
empresa Novo Nordisk (ver Anexo II). Dado que la estructura de la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. 501 no ha sido resuelta hasta la fecha, se empleé como base para los
calculos de accesibilidad la estructura de la CGTasa de Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes (Tabium-CGTasa) gue corresponde al fichero 1A47.PDB. La homologia
entre las secuencias de ambas enzimas es superior al 91% (ver Anexo IlI). Por tanto, se
sustituyeron los amino4cidos no coincidentes de la Tabium-CGTasa por aquellos de la enzima
de Thermoanaerobacter, se minimizo la energia para obtener la conformacion mas estable y se
aplicé sobre esta nueva estructura el algoritmo del programa NACCESS. Para estos calculos no
se tienen en cuenta los atomos de hidrégeno ni las moléculas de agua de cristalizacion.

El programa genera un fichero que contiene la accesibilidad absoluta de los distintos

residuos de la proteina (suma de las areas superficiales accesibles de cada uno de los atomos
que mtegran dicho reS1du0) Tamblen proporciona datos de _accemblhdad re]atlv deﬁmda por
la accembllldad de un ammoamdo con- relacmn a la que presentarla en el trlpeptldo modelo
ALA-X-ALA, donde X e ‘el ammoac:ldo en cuestion (Hubbard y cols., 1991) Los atomos de

carbono en posicion o son considerados parte de la cadena lateral del aminoacido, de modo que

~ a las glicinas también se le asignan datos de accesibilidad absoluta y relativa de.su cadena . . -

lateral.
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6. ELIMINACION DEL DEXTRANO DE LA
DEXTRANSACARASA

Para eliminar el dextrano que acompafia a la preparacion de dextransacarasa es
necesario someter la muestra a una hidrolisis enzimatica, empleando una dextranasa. Es
aconsejable que la dextranasa sea muy pura ya que estas preparaciones extracelulares,
procedentes de hongos (de especies del género Penicillium), contienen cantidades elevadas de
proteasas. Incluso si se utiliza dextranasa muy pura, conviene realizar una cromatografia de
intercambio 16nico para eliminar las posibles proteasas contaminantes. Estos experimentos se
desarrollaron en colaboracion con los Profesores Monsan, Remaud y Willemot del Instituto

Nacional de Ciencias Aplicadas de Toulouse.

7. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA DEXTRANSACARASA

La actividad de la dextransacarasa fue evaluada por seguimiento de la produccidn inicial
de fructosa, usando el método del 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) empleado para la CGTasa,

con las siguientes variaciones (Summer y Howell, 1935):

La reaccion se lleva a cabo a 30°C en tampon acetato 20 mM (pH 5.4), conteniendo
CaCl> 0.05 g/l, sacarosa 100 g/l y 0.2-1 U/ml de dextransacarasa (Tabla II1.5). La mezcla de
reaccion (en ausencia de la enzima) se incuba durante 5 min a 30°C, a continuacion se afade
la dextransacarasa comenzando la reaccion. 4 intervalos de 5 min, se extraen del matraz de
reaccion alicuotas de 200 wd y se afiaden a 200 pd de DNS en hielo. Los tubos de muestra y de
la curva de calibrado se incuban a 90°C durante 5 min. A continuacion se enfrian, se mezclan
con 2 ml de agua destilada y se mantienen en hielo durante 15 min. Finalizado este periodo, se
mide la absorbancia a 540 nm. Se prepara un control paralelo sin dextransacarasa, y se la

somete al mismo protocolo.

. Una unidad de actividad dextransacarasa se define como la cantidad de enzima que

- ‘cataliza la formacién de 1 pmol de fructosa por minuto en las.condiciones descritas..
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Tabla I11.5. Curva de calibrado y mezcla de reaccion empleadas para medir la actividad de la

Dextransacarasa.
CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
Disolucion de fructosa 2 g/l 0-200 pl . 2200 pl
Dextransacarasa en tampon (C N .. final
oncentracion rinai.
: 2 .
Agua destilada 200-0 l acetato 20 mM (pH 5.4) 0.2 =1 U/ml)
Tampon acetato 200 mM (pH 5.4) 400 pl
Disolucién de DNS * 200 pl Disolucién de CaCl; 0.5 g/l 400 p!
Disolucion de sacarosa 400 g/l 1000 ul

? Disolucian de DNS: 10 g de DNS, 300 g de tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle), 16 g de NaOH y agua
destilada hasta completar un volumen de 1 litro.

8. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LA
DEXTRANSACARASA

Se incuba la dextransacarasa -nativa ¢ inmovilizada- (aproximadamente 1.5 U/ml
determinadas por el ensayo de DNS) a 30°C con agitacion magnética en distintos disolventes
organicos (N,N-dimetilacetamida, N,N-dimetilformamida, acetona, alcohol ferf-amilico y
dimetilsulfoxido) o en mezclas disolvente orgdnico/agua de distintas proporciones. Para cada
punto de la curva de actividad residual vs tiempo se prepara un matraz con la enzima en el
disolvente de estudio. A diferentes tiempos, la actividad residual se ensaya por el método del
DNS previa adicion de 8 ml de una mezcla de reaccion al matraz enzimatico. El volumen final
es de 10 ml y las concentraciones en el medio de reaccion: tampon acetato 20 mM (pH 5.4),
CaCl, 0.05 g/l y sacarosa 100 g/l.

El ensayo de actividad se realizo con agitacion intensa para evitar las limitaciones

difusionales derivadas de los soportes (Alcalde y cols., 1998b).
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9. INMOVILIZACION COVALENTE DE LA
DEXTRANSACARASA EN SILICE POROSA

Se siguio la metodologia descrita por Monsan y cols. (L.épez y Monsan, 1980; Monsan y
Lopez, 1981a; Monsan y Lopez, 1981b; Monsan y cols., 1987) con algunas variaciones. Las
caracteristicas de los soportes utilizados se recogen en la Tabla I11.6.

Tabla IIL.6. Principales caracteristicas de las silices porosas utilizadas en la inmovilizacion de |a

dextransacarasa.
CARACTERISTICAS SILICE X200 SILICE X030
Tamafio de particula (p) 100-300 100-300
Diametro de poro (A) 150° 130% | 600% | 550°
Area superficial especifica (m%g)| 1852 195 ° 50° 68 °
Volumen de poros (cm3/g) 1 1

? Segun catalogo.
b Caiculos realizados por !a Unidad de Apoyo del Instituto de Catdlisis, mediante porosimetria de mercurio,
empleando un porosimetro Micromeritics Poresizer 9320.

Tanto la silice X200 como la X030 se silanizaron y se activaron con glutaraldehido

antes de la inmovilizacion de la enzima.
9.1 AMINACION DE LA SILICE

Se prepara una solucion al 6% (v/v) de y-aminopropil-trimetoxisilano (100 ml), pH 4.4,
" .y se le afiaden. 10 gramos de silice (Fig, 111.12). La suspension se mantiene durante 1 h a 70°C
“con égitacién-'rri(_iderada,_ ‘A continacién Se-sepaya el soporte ¥ se lava extensivamente (5 x 1
litro) con agua desionizada. Por tltimo, se filtra la silice y se scea a 60°C hasta qué el peso del

soporte sea constante.
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(l:H3 (|:[-13
! )
2__0 : + H;C—0—Si—0 - . —gi—
H (I) M ?u O\j + CH;OH
I NH, C|) NH,
CH; CH,

Figura II1.12. Proceso de silanizacion de la silice.

9.2 ACTIVACION DEL SOPORTE CON GLUTARALDEHIDO

Para la activacion de 100 mg de silice silanizada (Fig. III.13) se emplean 20 ml de una
solucion de glutaraldehido al 2.5% (v/v) en tampon pirofosfato 0.05 M (pH 8.6), preparada a
partir de un solucién comercial de glutaraldehido en agua al 25%. La muestra se mezcla
utilizando un agitador de rodillos (Selecta) durante 2 h a temperatura ambiente. A continuacion
se recupera la silice porosa activada mediante filtracion en una membrana de 0.45 pm. El
exceso de glutaraldehido es separado mediante lavado -4 veces- a 20°C con 20 ml de tampoén
pirofosfato 0.05 M (pH 8.6). Por dltimo, se lava 2 veces con 20 m| de tampon acetato 50 mM
(pH 5.4). La silice activada, es estable en tampon acetato 50 mM (pH 5.4) a 4°C.

%Nm +  HOCH)CH ———> N=CH(ClH:CH + 1,0
0

Figura II1.13. Activacion de la silice con glutaraldehido.

9.3 INMOVILIZACION DE LA ENZIMA

La inmovilizacién de la enzima se llevd a cabo en tampon acetato S0 mM (pH 5.4). Asi,
10 ml de una disolucién de dextransacarasa, con una actividad de 10.5 U/ml, se¢ ponen en
- contacto con 100 mg de silice activada. durante 12 h a 4°C, en ¢l agitador de rodillos. Después“
. de extraer el sobrenadante, el soporte con la enzima mmovxhzada se lava durante 30 min a 4°C,
con NaCl'{ M en tampén acetato 50 mM (pH 5.4). De esta forma se elimina toda Ta proteina
que no haya interaccionado covalentemente con el soporte. Seguidamente, la muestra se lava 2
veces con 15 ml de tampdn acetato 50 mM (pH 7.0) y se .afiade NaBH3CN (Fig.-111.14) en
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relacion 1:1 respecto al peso de proteina, manteniéndose con agitacion durante 3 h a
temperatura ambiente. La enzima inmovilizada se conserva como una suspension en tampoén
acetato 50 mM (pH 5.4), a 4°C. Al mismo tiempo se prepararon dos controles: el primero de
ellos, utilizando 10 ml de solucion de dextransacarasa 10.5 U/ml en ausencia de silice, y el
segundo con solucion enzimatica y el soporte no activado con glutaraldehido. Ambos controles
se someten a las mismas condiciones de inmovihizacion. Con el primer blanco, se estudi6 si la
enzima perdia actividad, y con el segundo se comprueba que la enzima no se une al soporte

mediante adsorcion.

%N=CH(CH2)3(&H + H,N—D§ ———> é—NZCH(CthCHzN—DS + H0
0

NaBH;CN |
%N:CH(CHMCH:N—-DS . NH-CH,(CH,);CH,~NH-DS

Figura 1I1.14. Interaccidn de la dextransacarasa (DS} con el soporte activado. La adicidon de
ciancborohidruro sodico origina la reduccién de la base de Schiff con lo que el enlace se refuerza,
evitando que |a dextransacarasa se separe del soporte.

10. INMOVILIZACION DE LA DEXTRANSACARASA POR
ATRAPAMIENTO EN ALGINATO CALCICO

Se ha seguido el procedimiento basico de inmovilizacion en alginato célcico descrito en
ios trabajos de Quirasco y cols. (1995), Reischwitz y cols. (1995), v Reh y cols. (1996) con
algunas modificaciones,

Se prepara una solucion de alginato SG-300 al 4% en 25 ml de agua desionizada y
desgasificada. Se somete a agitacion vigorosa, a temperatura ambiente, hasta que se forma un
gel homogéneo (5 h). Seguidqmeritc se pesan 10 g de la sol‘uéié_n_ de‘algin.ato y se le afiaden 10
il -dé una ‘sol_ucjén de d_extrénsaéar‘asa en tampoén acetato 10 mM (pH.$.4)? con una actividad dg ‘
5 U/ml.: Ta mezcla se agita durante al menos 1'h, hasta que-se hayan elimin’ac_io todas las - -
burbujas. A continuacion, sobre una solucion de cloruro cdicico 200 mM en tampon acetato
:50 mM (pH 5.4), con agitacion magnética, sc gotea- la mezcla enzimatica, Para ello se emplea
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una bomba peristaltica, con un flujo adecuado que permita que el tamafio de las bolas de
alginato cdlcico sea el mas homogéneo posible. La distancia entre el tubo de goteo vy la solucién
de alginato calcico debe ser al menos de 5 cm. El didmetro de las bolas debe oscilar entre 0.8-
3.0 mm. Las bolas formadas se dejan en la solucidon de alginato calcico, con agitacion
moderada, durante 2 h a temperatura ambiente. De esta forma se consolida el endurecimiento de
la esfera de alginato. Se prepara un control de solucién enzimatica, y se somete a agitacion el
mismo periodo de tiempo que transcurre para la enzima durante la inmovilizacién, La enzima
inmovilizada puede almacenarse durante largos periodos de tiempo a 4°C en tampén acetato 50
mM (pH 5.4), conteniendo 0.2 M de CaCl, y 0.02% de azida sodica.

Bomba peristiltica

Disolucién enzimdtica en
alginato cdlcico

Distancia de goteo *'
al menos S5cm &

) %

ok ®

-

Agitacion \ @l,"

Figura 111.15. Procedimiento de inmovilizacién en alginato calcico.

Disolucion de
cloruro cdlcico

%)

11. REACCION DE ACEPTOR

Para el estudio de las reacciones con aceptores se empled maltosa como aceptor, por ser
el que mejor resultado proporciona a este sistema enzimatico. La deteccion de los productos de
reaccion se realizo mediante el mismo equxpo de HPLC descrito para la CGTasa (apartado 3 2),
pero enlas 51gu1entes condiciones: T ' '

~ Se’empléd una columna de fase reversa Nucleosil CIS de Sugelabor (0 46 x 25 cm 5
tm), con agua desionizada y desgasificada como fase mévil (flujo 0.5 ml/min). La temperatura
'de la columna se mantuvo constante a 45°C Como patrones se utlhzaron maltoohgosacandos

. (G] G7) ¢ lsomfiltoohgoqacandos‘ (GI G4) '
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El protocolo de la reaccidn de aceptor es el siguiente:

La dextransacarasa nativa o inmovilizada (aproximadamente 3 unidades, determinadas
por el ensayo del DNS) se incuba a 30°C con agitacion magnética en 10 ml de una disolucion
de tampon acetato 20 mM (pH 5.4) conteniendo CaCl; 0.05 g/l y distintas relaciones
maltosa/sacarosa: 1:5, 1:1, 2:1, 4:1 y 6.:1. La concentracion de sacarosa siempre fue constante
(100 mM). A diferentes tiempos se extraen alicuotas de 200 gl y se incuban durante 20 min a
80°C para detener la reaccion. A continuacion se centrifugan durante 15 min a 10000 rpm. El
sobrenadante se vuelve a centrifugar a 6000 rpm en ependorf con filtro (membrana de corte
0.45 pm} para eliminar el dextrano que se haya podido producir en la reaccion. Las muestras

se diluyen con tres volumenes de agua destilada y se analizan en el HPLC.

12. TECNICAS COMUNES A LOS DOS SISTEMAS
ENZIMATICOS

12.1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Se escogié como método para la determinacion de la concentracién de proteina el
microensayo de Bio-Rad (Bradford, 1976) por tratarse de un protocolo rapido, preciso, y muy

sensible. Como proteina patrén se empled la inmunoglobulina G.

12.2 ELECTROFORESIS

La elcctroforesis en condiciones desnaturalizantes se ilevé a cabo sobre un gel de
poliacrilamida at 5-10%, segun los casos, siguiendo el método descrito por Laemmli (1970). Se
utilizé un aparato de Hoefer (Modelo SE 245). Se analizaron disoluciones enzimaticas de
concentracion aproximada 0.5 mg/ml. Se emplearon patrones de alto y bajo peso molecular de
Pharmacia. La tincién se realizdé con disoluciéon de Coomassie R-250 al 0.04% en una mezcla
metanol-acético-agua (45/5/50). Los geles se destifieron por difusion en una. solucion de
- metanol-acético-agua (9/1/10). .
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12.3 ISOELECTROENFOQUE

Los experimentos de isoelectroenfoque fueron realizados en un aparato de Hoefer
(Modelo SE 245) utilizando geles de poliacrilamida y anfolitos de pH 3-10. Se emplearon
soluciones enzimaticas de concentracion aproximada 3 mg/ml. El protocolo experimental
seguido fue ¢l habitual (Righetti, 1983). Los geles se tifieron con plata. Para la estimacion de
los puntos isoeléctricos, se usaron patrones de Bio-Rad con p/ en los intervalos 3.6-5.9 y 3.6-
9.3 contrastados con un electrodo de vidrio de contacto acoplado a un pH-metro Radiometer
pHM93.
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1 PURIFICACION DE LA CGTasa
1.1 PURIFICACION CON LA MATRIZ AFFI-T

La purificacion de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 se llevd a cabo a partir de
un extracto crudo de la empresa Novo Nordisk. Dicha preparacion procede del cultivo de
Thermoanaerobacter sp. 501 durante 40 h a 70°C en un medio salino neutro (Starnes y cols.,
1991). El extracto celular se centrifuga a 8000xg (30 min, a 4°C). El sobrenadante del proceso
contiene la CGTasa asi como proteasas y o-amilasas contaminantes, que deben ser
eliminadas. En la Fig. IV.1 se muestra el perfil de purificacidn obtenido mediante
cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) empleando una matriz de afinidad, AFFI-T.
Tras lavar con el primer tampoén (sulfato amoénico 1.5 M, pH 7.0), se eluye un primer pico
coloreado (parte no retenida, PNR), con escasa actividad CGTasa. Con el segundo tampén
(borato 10 mM, pH 7.0), se obtiene un pico (“residuo”) con ligera actividad CGTasa.
Finalmente se lava con tampoén borato 10 mM/isopropanol 1/1, apareciendo un pico de intensa
actividad CGTasa. Las fracciones de éste ultimo pico (CGTasa purificada) se dializan en
tampon fosfato 10 mM (pH 7.0), para eliminar el isopropanol. Todos los pasos de la
purificacion se llevaron a cabo a temperatura ambiente, dada la alta estabilidad de la CGTasa.
En las fracciones correspondientes a los picos de absorbancia se determind la actividad de

ciclacién a B-ciclodextrina.

PNR RESIDUO
CGTasa

Abs (280nm)

2.

@
[=1
.

I

TAMPON 1 TAMPON 2

TAMPON 3

000 |_J .
0 100 Tiempo (min)

Figura IV.1. Purificacién de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 utilizando de una matriz de
afinidad (AFFI-T). PNR (parte no retenida), tampén 1 (sulfato aménico 1.5 M, pH 7.0), tampén 2
(borato 10 mM, pH 7.0), tampén 3 (borato 10 mM (pH 7.0) / isopropanol 1:1).
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En la Tabla IV.1 se recogen los datos de una de las purificaciones desarrolladas. Se
obtuvé un factor de purificacion de 3 y un rendimiento de actividad recuperada de 12.8% para
la CGTasa purificada.

Tabla IV.1. Resultados de la purificacién con la matriz de afinidad AFFI-T. Las medidas de actividad
se realizaron con el ensayo de fenolftaleina (actividad de ciclacion a p-ciclodextrina).

[Proteina) mg Rendimiento | U/mg Factor de
MUESTRA | Vol (ml) (mg/ml) proteina Uml | U totales (%) proteina | purificacion
CRUDO 20 9.5 190 583 11660 100 61.2 1
PNR*® 50 2.6 130 33.2 1665 ---- 12.8 -
RESIDUO 30 1.5 45 38.8 1165 ---- 26.0 -
CGTasa
PURA 17 0.5 8.2 88 1495 12.8 183 3

? PNR (parte no retenida).

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes {(en presencia de SDS), de la enzima
purificada mostr6 una banda principal en torno a 70.000 Da (ver Fig. IV.2) correspondiente a

la CGTasa. Ademas, aparecieron otras bandas no caracterizadas.

Figura IV.2. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de! extracto crudo y de la
CGTasa purificada. Linea 1: kit de proteinas de bajo peso molecular (Fosforilasa B, 94 kDa; BSA, 67
kDa: Ovoalbumina, 43 kDa; Anhidrasa carbonica, 30 kDa). Linea 2: extracto crudo. Linea 3: CGTasa
purificada en matriz de afinidad AFFI-T. Los geles se tifieron con azul de Coomassie.
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12 PURIFICACION CON LA MATRIZ DE AFINIDAD
SEPHAROSA/a-CICLODEXTRINA

Se estudié un protocolo alternativo para la purificacion de la CGTasa de

Thermoanaerobacter sp. 501, empleando un gel de afinidad de Sepharosa/a-ciclodextrina, a

partir de extractos crudos similares a los de la anterior purificacién. La Fig. IV.3 recoge uno

de los perfiles de purificacién obtenidos con este sistema. El primer pico corresponde a la

parte no retenida del extracto crudo, que es eluida con tampén acetato 10 mM (pH 5.5) y

carece de actividad de ciclacién. La CGTasa se une a la a-ciclodextrina de la matriz activada,

reteniéndose en el gel. Cuando ya habian pasado aproximadamente 350 m] del primer tampdn,

se lavo con tampén acetato 10 mM (pH 5.5) conteniendo 1% de a-ciclodextrina. En estas

condiciones, la CGTasa se despega del gel de Sepharosa al existir una mayor concentracion de

ciclodexirina en el tampén de elucion, interaccionando con esta ultima y eluyendo de la

columna (segundo pico). La CGTasa pura puede almacenarse a ~20°C, durante largos periodos

de tiempo (meses), en el propio tampdn de elucion (en presencia de a-ciclodextrina).

It

200 1

Abs (280nm)

1.00

0.00

PNR

TAMPON 1

A,

‘CGTasa

TAMPON 2

50

100
Tiempo (min)

150

Figura IV.3. Purificacién de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 a través de una matriz de
afinidad Sepharosa/a-ciclodextrina. PNR (parte no retenida), Tampén 1 (acetato 10 mM, pH 5.5),

Tampdn 2 (acetato 10 mM, pH 5.5 con 1% de a-ciclodextrina).
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La purificacion se desarrollé a temperatura ambiente. En las fracciones correspondientes

a los picos de absorbancia se determiné la actividad de ciclacion a B-ciclodextrina. Con este

proceso, se obtuvieron rendimientos cercanos al 70% y factores de purificacion en torno a 4-5.

La Tabla I'V.2 muestra los datos de una de las purificaciones realizadas.

Tabla IV.2. Resultados de la purificacion con la matriz de afinidad Sepharosa/a-ciclodextrina.

[proteina} mg Rendimiento U/mg Factor de
MUESTRA | Vol (ml) {mg/ml) proteina Ulml | U totales (%) proteina | purificacién
CRUDO 4 10 40 537 2040 100 54 1
CGTasa 15 0.4 6.0 87 1305 64 223 4.1

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS) de la CGTasa

purificada, mostrdé una banda principal en torno a 70.000 Da (ver Fig. IV .4) correspondiente a

la CGTasa. Ademas, como en la purificacion anterior (utilizando la matriz de afinidad AFFI-

T), aparecieron bandas minoritarias, aunque en menor nimero. Estos resultados estan en

concordancia con los de Wind y cols., (1995 y 1998a), que consideran dichas bandas como

productos de degradacion de la CGTasa. Esta hipétesis fue corroborada mediante

experimentos de afinidad llevados a cabo por el Dr. Carsten Andersen de la empresa Novo

Nordisk.

Figura 1V.4. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), del extracto crudo, y de la
CGTasa purificada. Linea 1. kit de proteinas de bajo peso molecular (Fosforilasa B, 94 kDa; BSA, 67
kDa; Ovoalbimina, 43 kDa; Anhidrasa carbénica, 30 kDa). Linea 2: Extracto crudo. Linea 3; CGTasa
purificada en matriz de afinidad sepharosa/a-ciclodextrina. Los geles se tifieron con azul de

Coomassie.
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% Paselli convertido en ciclodextrinas

2. MODIFICACION QUIMICA DE LA CGTasa

2.1 ESTUDIO DE LA SELECTIVIDAD DE LA REACCION EN
FUNCION DEL pH.

Los experimentos de modificacion quimica aplicados a la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. 501 suponian, en la mayoria de los casos, una alteracion de la carga
de determinados residuos de la proteina. Con el objeto de determinar s1 dichos cambios podian
afectar a la selectividad a.:B:y-ciclodextrina, se llevd a cabo un estudio previo de la reaccion
de ciclacion a diferentes valores de pH.

La Fig. 1V.5 representa los resultados del estudio de la selectividad de la reaccion
(produccion de a-, B-, y y-ciclodextrina) en funcion del pH, a las 6 y 24 h de reaccion. Como
se puede apreciar, el comportamiento de la CGTasa es bastante estable en un amplio intervalo
de pH (4.5-7.5), en el que no varian ni la selectividad de Ia reaccion ni la conversion de
almidon a ciclodextrinas. Solamente a pH extremos (3.5 ¢ 9.5) se producen cambios
resefiables que afectan especialmente a la produccién de B-ciclodextrina, de modo que el
producto mayoritario es a-ciclodextrina, siendo la produccién neta de ciclodextrinas a las 24 h

notablemente menor.

—H— -ciclodextrina

—&— [-ciclodextrina
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Figura TV.8. Produccion de « -, B -y y-ciclodextrinas, en funcién del pH del medio dé reaccién
*. '(3:5:9.5) y del tiempo de regccion’ (6-24 horas). ' -
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2.2 MODIFICACION DE LOS GRUPOS AMINO

Para la modificacién de los grupos amino de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501
se emplearon dos reactivos diferentes: el anhidrido acético y el anhidrido succinico (ver Fig.
IV.6 vy 1V.7). Se disefid un protocolo experimental con el objeto de conseguir ¢l mayor grado
de sustitucidn posible. Dicho protocolo se aplicod en primer término a una proteina patron, la
seroalbumina bovina (BSA) -con una masa molecular de 69.000 Da, y que presenta 59 Lys y
20 Tyr-. Tras la modificaciéon de la BSA con anhidrido acético, se obtuvieron grados de
modificacion en torno al 90% y 50% de Lys y Tyr sustituidas respectivamente, y 88% de Lys
modificadas con anhidrido succinico. Por lo tanto, se decidié emplear la misma metodologia
con la CGTasa.

0

\

C—CH; O

/ pH>7 Il

NH, + O NH— c CHy + CH;—C— —o+ H

\ 3

C“"CH3

/
0

Figura IV.6. En la reaccién de acetilacion la carga positiva del grupo &-amino de la Lys es eliminada

generandose una acetamida neutra.

0
A\ 0
S H>7 I ¥
®,NH7 .0 _ B ®7NH—C-~*CH2——CH2—C—O + H
A
O//C_CH2

Figura IV.7. En la reaccion de succinilacidn la carga positiva es reemplazada por un grupo carboxilato
cargado negativamente.

‘ Las cortas cadenas de los anhidridos muestran una baja selectmdad hacia la acilacion de
- los grupos ammo Asi, tambicn es p051ble la modlﬁcacmn de .otras cadenas lateralcs de la
- proteina, tales como ¢l grupo hidroxilo de la Tyr; el grupo tiol de la Cys yel grupo imidazol
de la His. Tanto las HIS como las Cys se desacilan cspontdnedmente en las condiciones de
reaccion.. Sin embargo, para la regeneracion de los residuos de Tyr, es necesario tratar la.
proteina con hidroxilamina (Means.y cols., 1971; Lundblad, 1991). Las O- acetllnro_smas
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pueden ser hidrolizadas lentamente bajo moderadas condiciones alcalinas, o pueden ser

escindidas a pH neutro por incubacién con hidroxilamina. En tales casos la desacilacidn va

acompafiada de un incremento de la absorbancia a 278 nm (€;75=1160 M cm'l).

0 0
I pH 7.0 [
0—C—CHy  + N, OH + HONH—C—CH,

Figura 1V.8. Desacetilacion de las tirosinas en presencia de hidroxilamina. La regeneracion de la Tyr
libera como subproducto acetil-hidroxamato. La reaccion se puede seguir espectrofotométricamente,
permitiendo calcular el nimero de Tyr modificadas.

En cuanto a los residuos de O-succiniltirosina formados tras el tratamiento de la CGTasa
con anhidrido succinico, sufren una rapida hidrolisis intramolecular a valores de pH superiores
a 5, por lo que se regeneran los residuos de Tyr originales. Sin embargo, también se forman
derivados succinilados de aminoacidos alifaticos (Ser o Thr) que no se hidrolizan

espontaneamente, pero pueden regenerarse tras el tratamiento con hidroxilamina.
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Figura IV.9. Desuccinilacion espontanea de las tirosinas. A valores de pH superiores a 5, las O-
succiniltirosinas se regeneran, recuperandose el anhidrido succinico inicial.

La Fig. IV.10 muestra los cambios en el espectro UV de la CGTasa modificada con
anhidrido acético o anhidrido succinico, durante el tratamiento con hidroxilamina. La
desacetilacion se completé en 1 h; sin embargo, se mantuvo la incubacién durante 5 h para
asegurar la eliminacién cuantitativa de los grupos acetilo de las tirosinas. A partir del
‘incremento en la absorbancia a 278 nm, s¢ calculd que un 18% de las tirosinas (8 de 44)
fueron _i_niéialment‘e' acetiladas, y ‘ms'is tarde desacetiladas ~mediante'-el tratamiente con
hidroxilamifia. ‘Réspecto a las O-succiniltirosinas, como era. présumible, se regeneran

espontanedamente y en el analisis a esa longitud de onda no se detecta, cambio espectral.
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2.2.1 CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES MODIFICADAS

a) Determinacion del grado de modificacion

El grado de modificacién de las proteinas ensayadas fue calculado empleando dos
metodologia diferentes, con las que se obtuvieron resultados similares. Tanto mediante el
ensayo con el acido 2,4,6-trinitrobencenosulfonico (TNBS) (Habeeb, 1966), como con
fluorescamina (Stocks y cols., 1986), se comprobd que las sustituciones fueron extensivas (ver
Tabla IV.3).

Tabla I'V.3. Grados de modificacion obtenidos para las CGTasas acetiladas y succiniladas.

Agente modificante % modificacién N” de grupos amino Método de
modificados determinacion
Anhidrido acético 84 2] Fluorescamina y TNBS
Anhidrido succinico 80 20 Fluorescamina y TNBS

La Fig. IV.11 ilustra la determinacidn fluorimétrica del grado de sustitucion. La CGTasa
de Thermoanaerobacter sp. 501 contiene 25 grupos amino (24 Lys y el grupo amino terminal).
Bajo las condiciones de reaccion descritas, la acetilacion produjo la modificacion de 21 aminos
(el 84% del total). La modificacion con anhidrido succinico dio lugar a un grado de sustitucion

ligeramente inferior al conseguido en la acetifacion.
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Figu:r,a V.11, Intensidad de ﬂuores:cenéia.(en'runidag‘jes_ érbitrarias)_ de la fluorescamina unida_en la -

CGTasa rra;[iva (®), en la especie acetilada (B), y en la succinilada (V ):



86 Tesis Doctoral. M. Alcalde

b} Efecto de la acilacion en el punto isoeléctrico

La modificacion con anhidrido acético permite la transformacién de cargas positivas en
neutras, mientras que si se realiza con anhidrido succinico se transforman en negativas. Por
consiguiente, la acilacion cuantitativa de los grupos amino en la CGTasa (ya sea mediante
acetilacion o succinilacién), debe producir una disminucién de la carga positiva global del
sistema, y en consecuencia, originar un descenso en su pl. Con objeto de cuantificar dicho
efecto, se realizd un experimento de isoelectroenfoque en el intervalo de pH 3-10, con la
CGTasa nativa, y las preparaciones modificadas. No existen datos en la literatura del punto
isoeléctrico de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501.

Como se puede apreciar en la Fig. IV.12, se produce un desplazamiento en el punto
isoeléctrico de la CGTasa desde valores neutros (p/ 6.3-6.7) hasta valores moderadamente
acidos (p/ 5.2-5.7). En teoria deberia esperarse una mayor disminucién del pf en la especie
succinilada que en la acetilada; sin embargo, ambas quedan retenidas en la misma zona. Estos
resultados estin en concordancia con los de Gueguen y cols. (1990), en los que distintas
modificaciones cuantitativas de grupos amino (obteniendo diferentes grados de sustitucién), no
suponen cambios apreciables de sus p/ entre las especies modificadas.

Figura 1V.12. Isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida. Linea 1: kit de proteinas de diferentes p! (3.8,
amiloglucosidasa de Aspergillus niger, 5.9 anhidrasa carbénica Il de eritrocitos bovinos; 6.6, anhidrasa
carbénica | de eritrocitos humanos; 7.2, mioglobina de corazén de caballo; 8.8, Lectina de Lens
culinaris; 9.3, tripsindgeno de pancreas bovino). Linea 2: CGTasa nativa. Linea 3: CGTasa acetilada.
Linea 4; CGTasa succinilada. El gel se tific con plata.
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2.2.2 EFECTO DE LA MODIFICACION SOBRE LAS ACTIVIDADES
INICIALES

Las actividades iniciales de ciclacidn, acoplamiento, transferencia ¢ hidrolisis fueron
evaluadas, tanto en la enzima nativa como en las especies moditicadas (Tabla IV.4). Todos los
ensayos descritos se realizaron en los 5 primeros minutos de reaccion para evitar las
interferencias entre los distintos procesos. Se preparé un blanco de modificacion tal como se
describe en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos, en ausencia de anhidrido acético o
succinico, manteniendo la actividad después del tratamiento, de lo que se deduce que las
condiciones de reaccion no afectaron a la actividad catalitica de la CGTasa.

Tabla 1V .4. Actividades iniciales de las CGTasas nativa y madificadas.

Actividad (U/mg proteina)

CICLACION ACOPLAMIENTO | HIDROLISIS | TRANSFERENCIA
o B Y o B
Nativa 289 252 149 270 48 82 1530
Acetilada 70 74 50 56 4.0 127 510
Succinilada 225 218 117 114 23 71 1980
CGTasa acetilada

Es de gran relevancia que la acetilacion de los grupos amino de la CGTasa produzca una
disminucién significativa en todas las actividades especificas con excepcion de la hidrolisis.
Las velocidades de formacion de ciclodextrinas con la enzima acetilada fueron 3-4 veces mas
bajas que las observadas en la enzima nativa, y un efecto similar tuvo lugar con Ja actividad de

' transfercnma Ademis, el acoplamiento de a-y B- c1clodextr1na con metll a-D- glucoplran031d0"

fue 5y12 veces mas rap1d0 respectlvamente para Ia en21ma natlva en comparacmn con la -

especie acctilada. Sor prendentemente, la acetilacién de fa CGTasa no produjo una disminucién
significativa de la actividad hidrolitica, incluso la enzima modificada hostré una actividad de
" hidrélisis {127 U/mg proteina) mayor que la de la enzima nativa. En este punto, es importante
destacar que-la actividad -hidrolitica de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501, tanto en'sis .
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forma nativa como en sus vartedades modificadas, posee los valores mas altos descritos en la
literatura para cualquier otra CGTasa. Por ejemplo, la CGTasa de Bacillus circulans cepa 251
tiecne una actividad hidrolitica de 3 U/mg proteina (Penninga y cols., 1995). Hasta el momento,
la CGTasa considerada con mayor capacidad de hidrélisis era la CGTasa de
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes (Tabium-CGTasa) con una actividad de 30 U/mg
proteina para la enzima nativa, y 65 U/mg proteina para un mutante F196G (Wind vy cols.,
1998).

CGTasa succinilada

En cuanto a la succinilacion, los cambios en las actividades iniciales en esta
modificacion fueron menores que los apreciados en la acetilacion. Las actividades de ciclacion
y acoplamiento disminuyen suavemente. La hidrélisis no varia practicamente, lo mismo que la

actividad de transferencia (que incluso aumenta 1.3 veces).

2.2.3 EFECTO DE LA MODIFICACION SOBRE LA PRODUCCION DE
CICLODEXTRINAS Y OLIGOSACARIDOS

La formacion de ciclodextrinas y oligosacaridos se analizé empleando condiciones
similares a las de la industria (ver apartado 3.2 de Materiales y Métodos). L.a Fig. IV.13 recoge
dos cromatogramas de HPLC de la mezcla de reaccidn a las 24 h y a los § dias, empleando
CGTasa nativa. Después de | dia de reaccidn, la formacidén de «-, P-, y y-ciclodextrina
predomina sobre la de oligosacaridos de cadena corta. Sin embargo, a medida que avanza la
reaccion, la produccidn de oligosacaridos va aumentando de forma considerable, disminuyendo

en consecuencia la formacion global de ciclodextrinas.
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CGTasa acetilada

La Fig. IV.14 muestra la produccion de «-, -, y y-ciclodextrina con el tiempo para la
enzima nativa y sus variedades modificadas. En concordancia con los resultados de actividades
iniciales expuestos en la Tabla 1V .4, la produccidn inicial de ciclodextrinas es notablemente
mas baja con la CGTasa acetilada. La enzima nativa alcanza un maximo de produccion de
ciclodextrinas a las 24 h, mientras que para la enzima acetilada la produccion de ciclodextrinas
sigue aumentando incluso al cabo de los 8 dias. Esto parece estar relacionado con la baja
actividad de acoplamiento de la especie acetilada (Tabla 1V.4), que minimiza
significativamente la transformacién de ciclodextrinas en oligosacaridos. Para la CGTasa
acetilada, la relacion molar o:f:y-ciclodextrina, tras 8 dias de reaccion, es 4.6:9.8:1 (en este
punto, el 22% del Paselli inicial ha sido convertido en ciclodextrinas); para la enzima nativa, en
el tiempo de maxima produccion de ciclodextrinas (24 h) la relacion es 2.9:5.6:1 (20.5% de
Paselli convertido en ciclodextrinas). En cuanto a la formacion de oligosacaridos, tal como se
observa en la Fig. IV.15, la enzima acetilada exhibe una mayor productividad, probablemente
como consecuencia de la mayor actividad hidrolitica que posee (4.25% de Paselli convertido en

oligosacaridos, frente a 3.5% de la enzima nativa, tras 8 dias de reaccion).
CGTasa succinilada

En este caso, la evolucion de la reaccion es mas parecida a la de la enzima nativa (ver
Fig. 1V.14). Asi, el maximo de produccién de ciclodextrinas se alcanza a las 48 h, con una
relacion molar a:f:y-ciclodextrina 2.2:4.1:1 (21.1% de Paselli convertido por la CGTasa
succinilada en ciclodextrinas). En cualquier caso, la productividad final de ciclodextrinas
empleando la especie modificada fue ligeramente superior (ver Fig. IV.15), probablemente
debido a la disminucidén de su actividad de acoplamiento. Ademas, la sintesis de oligosacaridos
aumenta, incluso mas que en la especie acetilada, como consecuencia del incremento en la
actividad de transferencia (ver Tabla IV.4), alcanzando valores de 4.4% de Paselli convertido

en oligosacaridos, en 8 dias de reaccion.
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Figura.IV.14. Produccién de a-, B-, y -y-ciclodextrina con el iempo, para las CGTasas nativas . -
; 'y modificadas. Condiciones. 85°C, 7.0 pg de CGTasa y 2.5 g de Paselli, SAZ en 10 ml de
.. tampon citrato 10 mM (pH 5.5) conteniendo 0.15 mM de CaClz. _ '



Q2 Tesis Doctoral. M. Alcalde

25 -
| 20
=
QO
g 15 -
S A
3 10
@
o
ES 57 e ———0
T T ]
0 50 100 150 200
Tiempo (horas)
25 -
S
= 20
Q
3
S 15 . .
8 B @ Ciclodextrinas
§ 10 - O Oligosacaridos
a
® 5 1 O
I I I
0 50 100 150 200
Tiempo (horas)
25 -
Q
B
£
@
e
el
8
E
ju]
o
R
T | T

0 50 100 150 200
Tiempo (horas) '

Figura IV.15. Produccion de oligosacéridos y ciclodextrinas con la CGTasa nativa (A), acetilada (B) -
y succinilada (C). Condiciones: 85°C, 7.0 ng de CGTasay 2.5gde Paselh SA2 en10 ml de tampon
cutrato 10 mM (pH 5. 5) contenlendo 0.15 mM CaCI2 -
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2.3 MODIFICACION DE LOS GRUPOS CARBOXILO

La modificacion quimica de los grupos carboxilo de la CGTasa de Thermoanaerobacter
sp. 501 fue diseflada haciendo especial énfasis tanto en la eleccién de los reactantes como en las
relaciones molares empleadas. En primer lugar, se decidié escoger el metodo de la reaccién
promovida por carbodiimida, por ser uno de los reactivos més suaves y que mayor versatilidad
ofrece en modificaciéon quimica de los grupos acidos de las proteinas. En concreto, se trabajo
con 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodiimida (EDC) por ser una carbodiimida soluble y de
menor tamafio que otras empleadas en este tipo de experimentos, por lo que es previsible que
tuviera mayor accesibilidad a los residuos mas protegidos. En cuanto al nucledfilo, se usaron
tres diferentes: taurina, éster metilico de norleucina y éster etilico de glicina. La taurina permite
la modificacién de los grupos carboxilo sin que ello conlleve un cambio en la carga de la
proteina. Sin embargo, con los otros dos nucleéfilos, se altera la carga, de negativa a neutra.
Tanto la norleucina como la glicina se emplean con sus grupos carboxilo esterificados para
evitar la posible reaccion de éstos con la carbodiimida.

Para estos experimentos se decidid proteger el centro activo de la CGTasa (dado que la
triada catalitica la componen los residuos Asp230, Glu258, Asp329) con una molécula
inhibidora competitiva, la acarbosa (Strokopytov y cols,, 1995). Se trata de un
pseudotetrasacarido con una estructura muy similar a la de la maltotetraosa, constituido por
maltosa y una pseudo-maltosa, la cual es esencial para las propiedades inhibitorias que presenta
este compuesto. Esta pseudo-maltosa estd formada por una unidad de ciclitol insaturado

(llamada valienamina) y otra unidad de 4-amino-4,6-didesoxiglucosa.

CH,OH /

Valienamina
ol

Ot OH /
NH

G 4-amino-4,6-didesoxiglucosa
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CH,OH
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Figura 1V.16. Estructura de la acarbosa. Las flechas indican las 4 diferencias existentes entre la maltoletracsa y la
acarbosa i) el grupo hidroxilo C6 de la glucosa B esta auserite; ii) la“union O-glicosidica entre los residucs Ay B ha
" sido reemplazada por una unién N:glicosidica; fif) el oxigeno OS5 dél residuo A ha sido"sustituido por-un étomb‘ de
carbona (C7);-iv) un dobie enlace ha.s_ido introducido en el residuo A entre el (_35 yelC7.
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Al igual que en la modificacion de los grupos amino, también se utilizo seroalbumina
bovina (BSA) -que contiene 99 residuos acidos- para encontrar las condiciones de reaccidn mas
adecuadas. La Tabla IV.5 recoge los resultados de modificacién de la BSA empleando
diferentes nucledfilos y distintas relaciones molares nucleéfilo/grupo carboxilo (manteniendo

en todos los ensayos una relacion nucleofilo/EDC, 10:1).

Tabla IV.5. Modificacién quimica de los grupos carboxilo de la BSA utilizando diferentes relaciones

molares,
NUCLEOFILO | Nucle6filo/COOH EDC/COOH | Nucleofilo/EDC Grado de
modificacion * (%)
Taurina 1000:1 100:1 10:1 74
Taurina 500:1 50:1 10:1 52
Norleucina * 500:1 50:1 10:1 50
Norleueina ® 400:1 40:1 10:1 46
Norleucina * 200:1 20:1 10:1 25
Glicina ° 2000:1 200:1 ' 10:1 76
Glicina 500:1 50:1 10:1 59

2 Ester metilico de norleucina.
b Ester etilico de glicina.
° Determinado por analisis de aminoacidos.

Como se puede apreciar, se obtuvieron grados de sustitucidn elevados, que en cualquier
caso no excedian del 80% en las condiciones mds drasticas. En la literatura se describen
numerosos ¢jemplos, del grado de sustitucion y de los reactivos empleados en funcion de la
proteina en cuestion. Mattson y cols., (1992) emplearon relaciones nucledfilo/grupo carboxilo
1250/1 y nucledfilo/carbodiimida 10/1, inactivando irreversiblemente la CGTasa de Bacillus
circulans. Otra posibilidad es aplicar condiciones mas suaves como las de Yamada y cols.
(1981), que consiguieron un grado de modificacion de un 9% en la lisozima usando relaciones
nucleéfilo/erupo carboxilo, 129:1 y nucledfilo/carbodiimida, 384:1. En cualquier caso, la
tendencia mas general es utilizar relaciones nucleéﬁlo/carbodiimida de 10:1, con independencia
" de cual sea la concentracion de nucleofilo con la que se trabaje
. Con la CGTasa de Thermoanaerobacrer sp. 501, se probaron diversas COI'ldlClOIleS de
" reaccion. Con relaciones nucleofi lo/grupo carboxilo 60:1 ¥ nucledfilo/carbodiimida, 3:1, no se

consiguié modificar ningun residuo acido de la CGTasa,
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Aumentando la relacion nucleofilo/grupo carboxilo hasta 260:1 y nucleofilo/carbodiimida 10:1,
tampoco se tuvo ¢€xito. Por ello, se decidié utilizar relaciones molares elevadas
(nucledfito/grupo carboxilo, 1000:1; nucleéfilo/EDC, 10:1). En este caso, la CGTasa se
desnaturalizaba durante el proceso de modificacion. Finalmente, bajo unas condiciones con las
gue se obtenian sustituciones cuantitativas en la BSA (nucledfilo/grupo carboxilo 500:1,
nucledfilo/EDC 10:1), se consiguieron modificaciones moderadas en la CGTasa.

En definitiva, los grupos carboxilo de la CGTasa se sometieron a modificacion en las
condiciones descritas en el apartado 2.2 de Materiales y Métodos, mediante una reaccion en dos
pasos con EDC y una amina nucledfila. La secuencia de la reaccién es iniciada por la adicién
del carboxilo a través de uno de los dobles enlaces de la ditmida para formar una O-acilisourea
intermedia l&bil. En solucion acuosa, este complejo es altamente reactivo condensandose con
aminas para formar las correspondientes amidas, aunque también presenta dos posibles
reacciones laterales: el reordenamiento y la hidrélisis (ver Fig. IV.17). Por otro lado, la
carbodiimida no solo reacciona con los acidos carboxilicos de la proteina, sino también con Tyr
y rara vez con las Cys (Fig. IV.18). La reaccion de la carbodiimida con los grupos fenélicos de
las tirosinas genera O-arilisoureas, mediante la interaceidn entre el hidroxilo de la tirosina y el
doble enlace de la carbodiimida. Estos productos son muy estables a pH neutro, y
moderadamente estables durante la hidrélisis acida de la proteina; pero pueden ser
descompuestos mediante el tratamiento con hidroxilamina, regenerandose la Tyr de partida y
permitiendo la degradacion del EDC remanente (la vida media del EDC en presencia de
hidroxilamina es tan s6lo de 5.5 min en las condiciones de reaccion, Gilles v cols., 1990). Los
grupos sulfhidrilo de las Cys pueden reaccionar de manera similar a las Tyr, pero el producto
resultante parece ser mds estable, y no se descompone aun tratandolo con -mercaptoetanol o

anonio.
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Figura 1V:18. Modificacion de las Tyr (1) y de las Cys (2) con carbodiimida soluble en agua.
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2.3.1 CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES MODIFICADAS

a) Determinacion del grado de modificacion

Para la determinacidn del nimero de carboxilos modificados en la CGTasa se recurrié a
la técnica de analisis de aminoacidos. Para ello, fue necesario realizar un tratamiento previo de
la muestra que consistio basicamente en una hidrélisis en presencia de HC1 6 N a 155°C durante
60 min. En estas condiciones, se hidrolizd el enlace amida formado entre el carboxilo y el
nucledfilo. Ademas, el éster etilico de glicina es hidrolizado a glicina y el éster metilico de
norleucina a norleucina. En definitiva, el grado de modificacion cuando se utilizé glicina se
calculé por diferencia entre el nimero de glicinas de la especie modificada (Fig. IV.20) y la
enzima nativa (Fig. [V.19). En el caso de la norleucina, la aparicion en el cromatograma de un
pico de norleucina (entre los de Ile y Tyr) permitié calcular el nimero de residuos modificados
(Fig. IV.21). Del mismo modo se procedié en la modificacién con taurina (Fig. IV.22) cuyo
pico se presenta al principio del analisis (en torno a los 4.5 min).

La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 contiene 61 grupos carboxilicos (43 Asp y
17 Glu vy el grupo carboxilo terminal). La Tabla IV.6 muestra los porcentajes de sustitucion de

los grupos carboxilo de esta enzima con los diferentes nucledfilos utilizados.

Tabla 1V.6. Grados de madificacion de los grupos carboxilo de la CGTasa obtenidos con distintos
nucledfilos. Relaciones molares empleadas: nucledfilo/grupo carboxilo, 500:1; nucledfilo/carbodiimida,
10:1, acarbosa/CGTasa, 200:1

Nucleéfilo Grado de modificacion N° de grupos carboxilo
(%) modificados

Taurina 8.2 5

Ester metilico de norleucina 5.1 3

Ester etilico de glicina 6.5 4

Como se puede observar, la modificacion conseguida, con independencia del nucledfilo
empleado fue muy baja, llegando en el mejor de los casos a porcentajes de sust1tuc1on del 8%.
Con dichos grados d¢ modificacion rio se apremaron camblos significativos en e] pI para. las .

modificaciones con el éster metilico de norleucina y el ester etilico de g glicina.
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2.3.2 EFECTO DE LA MODIFICACION SOBRE LA ACTIVIDADES
INICIALES

Se midieron las actividades iniciales de ciclacion, acoplamiento, transferencia e
hidrolisis, tanto en la enzima nativa como en las especies modificadas (Tabla IV.7). Se ensay6
un blanco de la modificacion en ausencia de EDC, tal como se describe en ¢l apartado 2.2 de
Materiales y Métodos. Se observd que se mantenia la actividad enzimatica después del
tratamiento en las condiciones de reaccion, por lo que se concluyd que éstas no afectaban a la
CGTasa.

Tabla IV.7. Actividades iniciales de las enzimas nativa y modificadas con los distintos nucleofilos.

Actividad (U/mg proteina)
NUCLEOFILO CICLACION ACOPLAMIENTO | HIDROLISIS | TRANSFERENCIA
a B ¥ o B
Nativa 300 223 131 332 68 85 1196
Taurina 110 72 37 165 26 65 G53
Novrleucina® | 90 67 40 85 28 56 470
Glicina® 77 | 60 | 33 74 24 56 501

3 Ester metilico de norleucina.
® Ester etilico de glicina.

Como se puedc apreciar en la Tabla IV.7, las enzimas modificadas disminuyen
considerablemente las actividades de ciclacién y acoplamiento y en menor medida lo hacen las
act1v1dades de transferencia e hidrolisis. El comportamiento de las espec1es modificadas con

norleucina o ghcma es muy paremdo Ambas enzimas muestran una perdlda de act1v1dad de

- ciclacion alrededor de 3-4 veces, mlentras que el acoplam1ent0 se reduce drastlcamente .

- (espemalmente el acoplamlento de o- mclodextrma) Las act1v1dades de transferencia e
‘hidrolisis-resultan menos alteradas tras la modificacion. El similar comportamlento de las
. €especics. modlﬁcadas con glicina e norleucina era presumible, si se tienen en cuenta los grados
de modlﬁcac_lon obtenidos en ambos casos, y la propia naturaleza de los nucleoﬁ]_os. La unica
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diferencia entre los dos nucledfilos es su tamaiio (superior en el caso de la norleucina) lo que
probablemente repercuta en que el grado de modificaciéon con norleucina sea ligeramente mas
bajo (5.1% frente a 6.5% de la glicina).

Paraddjicamente, la CGTasa modificada con taurina, siendo la especie con mayor grado
de modificacion, es la que menos pérdidas de actividad sufre. La explicacion a este
comportamiento s¢ puede sustentar en que se conserva la carga negativa en los residuos
modificados y, en consecuencia, el efecto de la modificacion sobre la actividad de la enzima es
mas débil. Asi, sus actividades de ciclacién y acoplamiento, disminuyen 2-3 veces, mientras

que la transferencia e hidrolisis experimentan tan sélo un leve descenso.

2.3.3 EFECTO DE LA MODIFICACION SOBRE LA PRODUCCION DE
CICLODEXTRINAS Y OLIGOSACARIDOS

La formacién de ciclodextrinas y oligosacaridos se analizd empleando condiciones
similares a las de la industria, (ver apartado 3.2 de Materiales y Métodos). La CGTasa nativa
alcanza su maximo de produccién de ciclodextrinas al cabo de un dia, con unas relaciones
molares o-/B-/v-ciclodextrina de 2.8:5.4:1 (20.5% de Paselli convertido en ciclodextrinas).
Como se muestra en la Fig. V.24, tras llegar al maximo valor de produccion, la cantidad global
de ciclodextrinas disminuye ligeramente con el tiempo, en beneficio de la produccion de

oligosacaridos.

CGTasa modificada con taurina

La CGTasa modificada con taurina, muestra un menor rendimiento que la nativa como
consecuencia del descenso de su actividad inicial de ciclacién (ver Tabla IV.7), por lo que
emplea mds tiempo en alcanzar su maximo de produccién (dos dias). En este punto, presenta
una relacion a-/B-/y-ciclodextrina de 2.6:5.1:1 (19.5% de Paselli convertido en ciclodextrinas),
de lo que se deduce que la modificacion quimica afecta notablemente a la actividad catalitica de
la enzima a tiempos cortos, sin alterar su selectividad o:f:y-ciclodextrina (ver Fig. 1V.23).
Ademas, su produccién de oligosacaridos es practicamente la misma que la de la enzima nativa,
(incluso desde las primeras etapas de reacci6n). Por ¢jemplo, a la hora y media de reaccién
- exhibe un 1.6% frente a 1. 5% de Paselll convertido en ollgosacarldos en la enzima natlva yen

la modificada respectivamente (ver F;g 1V.24).
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CGTasas modificadas con éster metilico de norleucina y éster etilico de glicina

En ambos casos, la produccion de ciclodextrinas es muy similar, y menor que la
observada con la CGTasa nativa y la modificada con taurina. Su maximo de produccidn se
alcanza en torno a Jos dos dias con relaciones molares de 2.7:4.3:1 (18.6% de Paselli convertido
en ciclodextrinas) para la especie con norleucina y 2.6:4.2:1 (18.1% de Paselli convertido) para
la especie con glicina (ver Fig. IV.23). La ligera variacién en las relaciones molares con
respecto a la enzima nativa (disminuye B-ciclodextrina y se mantiene o-ciclodextrina) puede ser
consecuencia de! mayor descenso de la actividad acoplamiento de o-ciclodextrina con respecto
al acoplamiento de B-ciclodextrina (ver Tabla IV.7), lo que se traduce en una nivelacion de la
produccién de o~ y B-ciclodextrinas. Por otro jado, la produccion neta de oligosacaridos con
ambas enzimas disminuye ligeramente con respecto a la enzima nativa como consecuencia de la
menor actividad de transferencia e hidrélisis (2.2% frente al 3% de la nativa, tras 5 dias de

reaccion, ver Fig. [V.24).

2.4 MODIFICACION DE LA CISTEINA

La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 posee un unico residuo de Cys en la
posicidn 585, y se intenté modificar con diferentes reactivos: el disulfuro de 2,2 -dipiridilo y el
4cido 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoico). En ambos casos, los resultados fueron negativos, sin
conseguirse la modificacién de la proteina incluso cuando se traté en condiciones drasticas
(SDS 2% y urea 1 M). Sin embargo, se comprobd que los protocolos diseftados funcionaron con
otras proteinas. De hecho, se empled como proteina patrén la tiol-subtilisina Carlsberg,

consiguiendo sustituciones cuantitativas.



—
"-u-l +

Faseti convertigo-en ciclodextrnas (%) - -

" Paselli convértido':éﬁ ciclodextrinas (%) . ~

45

" Figura IV.23. Produccion de o—, B-, y y—ciclodextrina con ias CGTasas nativas y modificadas. Condiciones: 85°C, 7.0 ng de CGTasa

. CGTasa nativa )
10 o a-CD [
B-CD Rk
' .CD
5 - e
:
45min - 1h - 1.5h 2h 4h 6 1dia 2 dias 5 dias
15 —
CGTasa modificada con norleucina
a-CD [ ]

B-CD
v-cD IR

Paselli convertido en ciclodextrinas (%)

Paselli convertido en cicledextrinas {%)

—
th

o
-~
|

4]
i

=]
|

CGTasa modificada con taurina

15

10 —

CGTasa modificada con glicina

45 min 1th 15h 2h 4h 6h 1dia 2dias 5 dias

y2.5gde Paselli SA2 en 10 ml de tampédn citrato 10 mM (pH 5.5) conteniendo 0.15 mM CaClz.

a-CD [
(-CD
v-cD IR

SOppIIRsay]

S01



% Paselli convertido

' 9% Paselli convertido

CGTasa nativa

72 96 120

Tiempo (horas)

CGTasa modificada con norleucina

25

72 96 120

T
0 24 48

Tiempo (horas)

Figdra IV.24. Produccion de oligosacaridos (7)) y ciclodextrinas (@) con las enzimas nativas y modificadas. Condiciones:

% Paselli convertido

% Paselli convertido

CGTasa modificada con taurina

25

Ll

72 96 120

Tiempo {(horas)

CGTasa modificada con glicina

25

20

15

10

T T T T 1
24 48 72 96 120

Tiempo (horas)

85°C, 7.0 ug de CGTasay 2.5 g de Paselli SA2 en 10 m! de tampén citrato 10 mM (pH 5.5) conteniendo 0.15 mM CaClz.

901

appoly I [pA0120¢] S1S3 [



Resultados 107

3. INMOVILIZACION DE LA DEXTRANSACARASA

3.1 INMOVILIZACION COVALENTE EN SILICE POROSA
3.1.1 ELIMINACION DEL DEXTRANO

El objeto de la eliminacidn de la cubierta de dextrano de la dextransacarasa cra obtener
una preparacion enzimadtica con una mayor capacidad de interaccion covalente durante su
inmovilizacion en soportes de silice porosa. Tras el tratamiento de la dextransacarasa con
dextranasa, se obtuvo una especie enzimatica caracterizada por su baja estabilidad con respecto

a la nativa.
Determinacion del peso molecular

La dextransacarasa asociada con el dextrano es incapaz migrar durante la electroforesis
en un gel de poliacrilamida, lo que dificulta su caracterizacion. La enzima libre de dextrano no
presenta este problema y su tamafio puede determinarse mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes.

En el gel de electroforesis preparado (Fig. IV.25), se puede apreciar la presencia de dos
bandas (una de ellas en torno a 65.0000 Da y la otra por encima de los 70.000 Da). Con
electroforesis adicionales empleando patrones de alto peso molecular, aparecieron nuevas
bandas (170.000 Da y 120.000 Da) que se consideran agregados multienzimaticos de la de
65.000 Da, tal y como describieron previamente Kobayashi y Matsuda, (1980); Miller y cols.,
(1986) y Willemot, (1993).

Figura IV.25. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), de la dextransacarasa sin
dextranos. Linea 1: kit de proteinas de bajo peso molecular (Fosforilasa B, 94 kDa; BSA, 67 kDa;
Ovoalbumina, 43 kDa; Anhidrasa carbdnica, 30 kDa). Linea 2: Dextransacarasa sin dextranos. Los
geles se tifieron con azul de Coomassie.
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Actividad y estabilidad

La actividad especifica de la enzima nativa era de 10 U/mg proteina (determinada por el
ensayo del acido 3,5-dinitrosalicilico). Tras el proceso de eliminacion de dextrano, se obtuvo
una preparacion con una actividad de 86 U/mg proteina. Respecto a la estabilidad de ambas
muestras enzimaticas a 30°C, en la Fig. V.26 se puede apreciar cémo la enzima sin dextranos
experimenta una rapida disminucion de su actividad (36% de actividad residual a las 24 h,
frente a 66% en la nativa). Esto es consecuencia de las propiedades estabilizantes que la
envuelta de dextrano confiere a la proteina, en concordancia con los resultados de Willemot
(1993). 100
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Figura 1V.26. Comparacion de la estabilidad de la enzima nativa (@) y la enzima sin dextranos (0), a
30°C en tampon acetato 10 mM (pH 5.4).

3.1.2 INMOVILIZACION

La dextransacarasa, con o sin dextranos, fue inmovilizada covalentemente en silice
previamente funcionalizada con glutaraldehido, tal como se describe en el apartado 9.2 de
Materiales y Métodos. Se trabajé con dos soportes de diferente didmetro de poro: el X200 de
150 A (185 m%g) y el X030 de 600 A (50 m’/g). Mediante analisis de porosimetria de
mercurio (realizada antes y después de la funcionalizacidn de la silice) se comprobo que la
activacién con glutaraldehido no afectd al tamafio del poro. Como describieron previamente
Mon_saniy_ cals., (1987),.cuanto ‘mayor es el diametro del poro mayor es el rendimiento de

- inmovilizacion -de la dextransacarasa. Por le _tantd,- se dgcidié_inmpﬁlizar_ la‘preparacion sin -
dextrano en el soporte con mayor didmetro de poro (XOSO), consiguiendo un réndimiento casi

22 veces superior al de la enzima nativa en el mismo soporte.
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Tabla 1V.8. Inmovilizacién de la dextransacarasa en silice porosa. En todos los casos se adicionaron
10 ml de solucion enzimatica de actividad 10.5 U/ml sobre 100 mg de silice activada.

Soporte

Area especifica

R e O
Con dextranos X200 200 1/8.5 3 0.3
Con dextranos X030 71 1/8.5 6 0.6
Sin dextranos X030 71 1/80 129 13

¥ Area especifica del soporte activado, determinada mediante porosimetria de mercurio. Las areas de los soportes
antes de la funcionalizacién con glutaraldehido fueron similares (195 m%g para la silice X200 y 68 m?/g para la

silice X030).

3.1.3 ESTABILIDAD DE LA ENZIMA INMOVILIZADA

Se ensayd la estabilidad de los sistemas inmovilizados con la enzima nativa y con la

enzima sin dextrano en silice porosa X030. Tal como se muestra en la Fig. IV.27, la

dextransacarasa inmovilizada sin dextrano presenta una pronunciada caida en las primeras 6 h

de ensayo, para finalmente terminar estabilizandose, reteniendo cerca del 20% de su actividad

tras 48 h de incubacién. A este tiempo, la actividad residual de la enzima soluble sin dextranos

es practicamente nula. Sin embargo, la especie con dextrano, inmovilizada, muestra una rapida

disminucion de actividad que culmina con su total inactivacion a las 24 h, Su pérdida de

actividad es, por tanto, mucho mas rapida que la de la enzima soluble con dextranos.

Enzima sin dextranos

Enzima sin dextranos inmovilizada
Enzima nativa

Enzima nativa inmovilizada

100 v
v
®
g ¥ o
®
2 60
v L
B 40
T
z
S
<20 : -
v
0 - D T o L \_/
10 20 30 - 40 _

Tiempo (h)

Figura IV.27. Estabilidad de la dextransacarasa soluble ‘e inmovilizada en ‘silice, a 30°C en taimipén

acetafo 10.mM (pH 5.4). - .,
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3.2 INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO EN ALGINATO

3.2.1 RENDIMIENTO DE LA INMOVILIZACION

Aprovechando la estructura supramolecular de la dextransacarasa nativa (con
dextranos), se inmovilizé por atrapamiento en bolas de alginato calcico. El tamafo del
complejo enzima-dextrano evita que éste pueda escapar a través de los poros de la esfera
jonotropica. Sin embargo, para la enzima sin dextrano no es conveniente utilizar esta
metodologia, ya que posee un tamafio considerablemente inferior, y escaparia por los poros del
alginato dando lugar a rendimientos practicamente nulos.

La dextransacarasa con dextranos fue, en consecuencia, inmovilizada en alginato calcico
tal como se describe en el apartado 10 de Materiales y Métodos. Los rendimientos de
inmovilizacion en alginato fueron muy satisfactorios, oscilando en el intervalo 75-90% de

actividad recuperada.

Tabla IV.9. Inmovilizacién de la dextransacarasa en alginato calcico.

de disolucion Volumen de Diametro de Actividad
mg enzima gde aloinato ® disolucion Ias esferas (U/mlde Rendimiento de
8 enzimatica (ml) (mm) biocatalizador) actividad (%)
5.6 10 10 (5 U/mi) P 3 85

@ 8¢ prepara una disolucion de alginato al 4% (p/v) en agua desionizada y desgasificada. Se pesan 10 g de dicha
disclucien y se mezclan con 10 ml de una disolucion enzimatica de actividad 5 U/ml. Tras el proceso de
inmovilizacién, se obtienen 14 ml de esferas de biocatalizador.

3.2.2 ESTABILIDAD DE LA ENZIMA INMOVILIZADA

Se ensay0 la estabilidad de la dextransacarasa nativa e inmovilizada, en las condiciones
de reaccion. Los resultados de estabilidad de la dextransacarasa inmovilizada en alginato
~ calcico’ fueron muy pos1t1vos la preparacion inmovilizada retuvo el 100%. de su actividad-
+ . inicial al cabo de 48 h, en claro contraste con la enzima nativa que perdlo cerca del 50% de su

: act1v1dad durante ¢l mismo tiempo.
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Figura 1V.28. Estabilidad de la dextransacarasa nativa (@) e inmovilizada en alginato (O}, a 30°C en tampdn
acetato 10 mM (pH 5.4).

3.3 ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD EN PRESENCIA DE
DISOLVENTES ORGANICOS

El estudio del comportamiento de la dextransacarasa en presencia de disolventes
organicos es de gran interés, ya que los medios de reaccion no acuosos pueden modular la
sintesis de nuevos oligosacaridos y productos relacionados mediante la reaccion de aceptor. Por
consiguiente, la estabilizacion de la enzima en presencia de disolventes organicos,

especialmente aquellos en los que los sustratos sean solubles, es un paso fundamental.
3.3.1 ESTUDIOS DE ACTIVIDAD CATALITICA

En primer lugar, se estudié la actividad catalitica de la enzima, con y sin dextranos,
nativa o inmovilizada -en silice X030 o en alginato-, en presencia de diferentes concentraciones
de una seric de disolventes organicos. Se escogieron disolventes hidrofilos en los que el sustrato
enzimatico por naturaleza, la sacarosa, era soluble (dimetilsulféxido, -DMSO-;
dimetilformamida, -DMF-; dimetilacetamida, -DMA-) y otros de potencial interés (acetona y
2-metil-2-butanol). Los resultados mas significativos se exponen en la Tabla 1V.10. En la
mayoria de las preparaciones, se produce una disminucion considerable de la actividad
enzimatica en los diferentes disolventes. Especialmente el 2-metil-2-butanol (alcohol tert-
amilico) reduce drasticamente la actividad de la dextransacarasa, tanto en su forma nativa como
e la mmovﬂlzada en silice. En la dextransacarasa atrapada en alginato, los efectos mas
' pcr_]udlclales los producen las amldas (DMF Y. DMA) Sin embargo, en todos los CaSOS la
enzima prescnta actividad en DMSO. Asi, en este disolvente al 20% (v/v) la actividad es
superior al 80% (con rcspccto al control en tampon) para la cnzima nativa ¢ inmovilizada en

alginato, 'y no supera el 60% en. las vanedades mmowhzadas en silice (tanto con dextranos £
como sin ellos). - ' o ’ :

BIBLIOTE:



: : Tabla IV.10. Actividad ® de la dextransacarasa en presencia de diferentes disolventes organjcos (% v/v}.

Alcohol

" Dextransacarasa Tampén DMA DMF  Acetona , DMSO
: S tert-amilico
— 10% 10% 10% 10 % 20% 15% 10% 5% 2%

Nativa® 10 59 53 66 2.9 85 94 10 10 10
t |

Dextransacarasa g4 22 22 43 0.7 34 35 36 37 39

A en silice

) Dextransacérasa

" sindextranosen 129 40 397 70 122 67 70 87 110 105
sifice ©

. D t : -

extansacar?®d 3 11 13 2 13 26 21 22 3 3

en alginato ¢

2 pctividad determinada por el ensayo del acido 3,5-dlnitro sallcfiico en tamp6n acetato 10 mM (pH 5.4).
> Actividad exprésada en U/mg proteina.

- © Actividad expresada en U/g de biocatalizador.

. @ Adtividad expresada en U/ml de blocatalizador.

48
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3.3.2 ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Se llevé a cabo un estudio de estabilidad en presencia de los disolventes orgénicos
descritos anteriormente, en una concentracion del 50% (v/v). Tras 15 min de incubacion, las
enzimas inmovilizadas en silice X030 mostraron actividades practicamente nulas, excepto en
presencia de DMSO. Por otra parte, la enzima atrapada en alginato es mas resistente a la accion

de los disolventes, como se puede apreciar en la Fig. IV.29, y tolera particularmente la accion
del DMSO.

100
$ 89 4 EEE Enzima nativa
% [ Enzima inmovilizada en alginato
=
= |
= 60
o
®
£ 40
=
=
Q
L IT I—l I
0 - —
DMA Acetona  Aicohol OMSO
tert-amilico

Figura 1V.29. Actividad residual de la enzima nativa e inmovilizada en alginato tras su incubacion
durante 15 min en presencia de diferentes disolventes orgéanicos al 50% (v/v). El alcoho! terf-amilico es
el unico de los disolventes utilizados que no es miscible al 50% en agua.

La inmovilizacién en alginato calcico mejora la estabilidad en DMSO mas que en
cualquiera de los otros disolventes ensayados, incluso en mayor medida que en DMA, ya que
en este disolvente, tras 30 min de incubacién, la actividad residual tanto para la enzima nativa
como para la inmovilizada fue cero. Por esta razon, se realizé un estudio del efecto de la
concentracién de DMSO (se trabajé al 75%, 50%, 25% y 10% v/v) sobre la estabilidad de la
enzima, tanto nativa como inmovilizada en alginato o en silice, para encontrar las mejores
condiciones de trabajo en sistemas enzima inmovilizada/DMSO.

Las actividades residuales en presencia de DMSO al 100% y 75%, tras 15 min de
incubacién, fueron nulas, tanto para la enzima nativa como para las variedades inmovilizadas.

La Fig. 1V.30 recoge el estudio de las estabilidades en presencia de DMSO (al 10%,
25%y 50%) de las especies nativa € inmovilizadas. Parece claro que la enzima no es capaz de
mantener. su: actividad. a ‘elevadas concentraciones de DMSO - Sini - embargo bajo .
concentraciones de DMSO hasta del 25% (v/v), la enzima nativa presenta similar establhdad a

la ofrecida en tampoén (Fig. 1V.30.1).
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En cuanto a las especies inmovilizadas en silice X030, éstas muestran diferente
comportamiento dependiendo de si la enzima inmovilizada es la nativa o la preparacion Sin
dextranos. En el caso de la enzima con dextranos inmovilizada en silice, tanto en tampdn
acetato como en presencia de DMSO a diferentes concentraciones, se observa una estabilidad
muy baja, de modo que a las 24 h de incubacion la actividad residual es nula en todos fos casos
(Fig. IV.30.2).

Con respecto a la enzima sin dextranos inmovilizada en silice, exhibe una disminucion
de actividad en los primeros estadios de la incubacion. Finalmente la pérdida de actividad se
detiene a las 6 h, manteniendo practicamente la misma actividad residual (alrededor del 20%)
desde ese instante hasta las 48 h. La enzima en tampdn muestra unas actividades residuales
ligeramente superiores con respecto a las que estn en DMSO. Estas tltimas presentan similares
curvas de estabilidad con independencia de la concentracién de DMSO que se utilice (Fig.
1V.30.3).

Por dltimo, la dextransacarasa inmovilizada en alginato retiene cerca del 50% de su
actividad tras 24 h de incubacién en DMSO al 50% (v/v), mientras que la enzima nativa perdia
en las mismas condiciones casi toda su actividad a los 15 min (ver Fig. TV.29).
Sorprendentemente, la presencia de DMSO al 10-25% (v/v) no proporciona un efecto

estabilizador sobre la dextransacarasa inmovilizada en alginato (Fig. IV.30.4).

4 REACCION DE ACEPTOR DE LA
DEXTRANSACARASA

Con la finalidad de realizar un completo estudio de la reaccién de aceptor de la
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, se decidié trabajar con la
enzima nativa asi como con la variedad inmovilizada en alginato calcico (debido a su elevada
estabilidad durante largos periodos) en presencia de maltosa como aceptor.

La reaccion se llevo a cabo partiendo de una concentracién constante de sacarosa (100
mM), y variando la de maltosa. Concretamente se estudiaron las siguientes relaciones
maltosa/sacarosa: 1/5, 1/1, 2/1, 4/1 y 6/1. Se trabajé a concentraciones relativamente bajas de
sacarosa, porque con concentraciones superiores a 200 mM se produce una inhibicion alostérica

de la dextransacarasa durante largos periodos de reaccion (Tanriseven y Robyt., 1993).
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4.1 EVOLUCION DE LA REACCION

Se estudio la evolucion de la reaccién desde los estadios iniciales hasta la finalizacion de
la misma, viendo la variacién en la produccién con el paso de la reaccion. La Fig. 1V.32 detalla
el transcurso de la reaccion de aceptor (a través de los cromatogramas de HPLC) de la enzima
nativa empleando una relacidn maltosa/sacarosa 1:1. El orden de aparicion de los productos es
el siguiente: fructosa, maltosa, sacarosa, panosa (G3), isomaltosil maltosa (G4), isomaltotriosil
maltosa (G5) e isomaltotetraosil maltosa (G6). Como se puede observar, en las primeras etapas
de Ia reaccién, los picos predominantes son los de los reactivos (maltosa y sacarosa; ver Fig.
V.32, 2 y 4 h). A medida que la reaccion va progresando, aumenta el pico de fructosa
(subproducto de la reaccién) mientras disminuye el de sacarosa (ver Fig. IV.32, 4y 6 h). A las
24 h, la reaccién se detiene debido al consumo total de sacarosa. Los productos mayoritarios de

la reaccion siempre son los glucooligosacaridos (GOS) mas bajos de la serie.

CH,GH
O

C‘(1*’6)/CHZ CH,OH

OH 0 0 0

oH OH

OH 0 © OH

al1—4)
OH

Figura IV.31. Estructura de la panosa (G3).

En cuanto al comportamiento de las enzimas nativa e inmovilizada, la evolucion de la
reaccidn es practicamente igual en ambos casos. La Fig. 1V.33 muestra los principales
resultados en funcién de la relacién maltosa/sacarosa empleada. A medida que se aumenta
dicha relacidn, la reaccion de aceptor va desplazando a la de formacidn de dextranos, lo que se
traduce en un incremento en la sintesis de GOS. De esta forma, si se compara la formacion de
GOS utilizando relaciones molares 1:5 (Fig. IV.33.c) o 1:1 (Fig. IV.33.b), con la de 6:1 (Fig.
1V.33.a), se encuentran valores que no superan en el mejor de los F:asos_l_oq 17 g/l frente a

valores cercanos a _lbs 40 g/l para la formacién de panosa (G3). -
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La Tabla TV.11 muestra la produccion de GOS (en gramos/litro) en los ensayos
realizados con la enzima nativa e inmovilizada en alginato, para diferentes proporciones
maltosa/sacarosa. Con la enzima inmovilizada, se puede apreciar como los rendimientos son
précticamente iguales a los de la enzima nativa. No obstante, con la dextransacarasa en alginato
se observa mayor produccién de GOS de serie alta a medida que se disminuye la proporcion
maltosa/sacarosa (aunque los valores de produccion son bajos en ambos casos). Asi, utilizando
una relacién maltosa/sacarosa 1:5, la dextransacarasa inmovilizada dobla su produccion
respecto a la nativa (0.7 g/l vs 0.3 g/l de isomaltohexosil maltosa).

En cuanto a la proporcion maltosa/sacarosa empleada, se observa que cuanto mas alto es
el exceso molar de maltosa, mayor cantidad de GOS se producen, pero con menor selectividad.
Por ejemplo, en la relacion 6:1 se consiguen unos excelentes rendimientos en produccién de
panosa (alrededor de 35 g/l), en comparacion con la relacion 1:5 (en torno a 2.5 g/l). Sin
embargo, en 1:5 se producen los GOS con mayor tamafio de la serie (hasta isomaltohexaosil
maltosa -G8-), mientras que en 6:1 sélo se detecta formacion hasta pentasacaridos -

isomaltotriosil maltosa- .

Tabla 1V.11. Produccion a las 24 h de reaccion de los diferentes GOS obtenidos en funcion de la
relacién maltosa/sacarosa empleada y de la enzima utilizada.

MUESTRA | Mattosasacaross GLUCOLIGOSACARIDOS PRODUCIDOS (/1)
G3 G4 G5 G6 G7 G8
Nativa 1:5 24 42 3.1 1.4 0.5 0.3
En alginato 1:5 2.6 3.2 2.4 1.7 1 0.7
Nativa 1:1 17.1 126 3.5 0.7
En alginato 1:1 115 7.4 28 .09
Nativa 2:1 20.8 7.2 1.3 0
En alginato 2:1 20.3 7.7 1.8 0.4
Nativa 4:1 | 308 34 0.6
Enalginato |+ . 4:1 127 33 0.7
o Natva ] - 61 - 36 28 . . 07
En alginato 61 | 35 25 03
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4.2 REUTILIZACION DEL BIOCATALIZADOR

Con objeto de comprobar la estabilidad de la enzima en condiciones de la reaccion de
aceptor, y estudiar la posible reutilizaciéon de la enzima inmovilizada en alginato, se disefiaron
experimentos de produccion durante largos periodos de tiempo. Para ello, se ensayo con la
enzima inmovilizada, empleando relaciones molares maltosa/sacarosa 6:1 y 1:5. Tras 24 h de
reaccion (finalizado el consumo de sacarosa), se separé por filtracion la enzima, s¢ lavo con
tampdn acetato 10 mM pH 5.5 (para eliminar los productos de reaccion que pudieran estar
asociados al sistema inmovilizado) y se volvié a emplear el biocatalizador en identicas
condiciones de reaccion. La actividad catalitica de las esferas de alginato se siguié durante 7
ciclos de 24 h. Como se puede apreciar en la Fig. IV.34, la estabilidad del biocatalizador con
relaciones molares 6:1 de maltosa/sacarosa es sobresaliente (no se observé disminucion en la
actividad catalitica). Con relaciones molares maltosa/sacarosa 1:5 se obtuvieron resultados
similares; sin embargo, las bolas de alginato fueron adquiriendo progresivamente un volumen
mayor, debido al dextrano que producia la enzima en estas condiciones, por lo que al séptimo
dia de ensayo tuvo lugar la descomposicién de la esfera de alginato.
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"Figura V.34, Reutilizacién de la ‘enzima inmovilizada en alginato calcico tras 7' ciclos de 24 h,
empleando una relacion molar maltosa/sacarosa 6:1. La actividad residual viene expresada con
. respecto a los g/l de panosa producidos agl.ﬂnalizar cada ciclo de reaccion.
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1. PURIFICACION DE LA CGTasa

I

Se emplearon dos metodologias diferentes para la purificacion de la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. 501. Es fundamental que la preparacién final sea pura para los
experimentos posteriores de modificacién quimica, ya que si la CGTasa se viera contaminada
por otras enzimas, los calculos y, sobre todo, la interpretacion de los resultados de modificacion
serian ambiguos. En primer lugar, se utilizé el protocolo basado en las propiedades de la matriz
tiofilica AFFI-T que fue disefiada para purificar inmunoglobulinas, y se propuso por Novo
Nordisk para la purificacién de la CGTasa. La matriz AFFI-T esta formada por ligandos no
proteicos, tiofilicos, inmovilizados sobre una agarosa activada con divinilsulfona. En términos
practicos, dichos ligandos interaccionan con los grupos tiol, amino e hidroxilo de las proteinas
(Porath y Belew, 1987; Hutchens y Porath, 1987). El factor de purificacién {en torno a 3), ¥
especialmente, el rendimiento de la purificacién (cercano al 13%) no se consideraron
satisfactorios.

Los experimentos de modificacién quimica recogidos en esta Memoria requieren
cantidades importantes de proteina (alrededor de 3 mg por ensayo). Esto se debe a que la
CGTasa una vez modificada debe someterse a un estudio completo de actividades, tanto a
tiempos corfos como a tiempos largos, asi como a su caracterizacién (determinacion de pl,
electroforesis, grado de modificacion, etc.). Por otro lado, estos estudios deben hacerse, en la
mayoria de los casos, por duplicado ya que no sélo se trabaja con la CGTasa modificada, sino
también con un control de la enzima nativa en ausencia del agente modificante. En definitiva,
se decidié desarrollar otra metodologia de purificacion con la que se consiguiesen mejores
resultados, fundamentalmente en lo que a recuperacién final de CGTasa pura se refiere. Para
ello se utilizd la cromatografia de afinidad con una Sepharosa activada con a~ciclodextrina.
Con este sistema se lograron rendimientos proximos al 70% y factores de purificacion en tomo
a 4-5. Por lo tanto, se obtuvo una significativa mejora (en particular con respecto al rendimiento
-aumentado unas 5 veces-). La explicacion de la interaccion especifica gel/proteina se deduce
de la propia estructura de la CGTasa de Thermoanaerobacter. Esta enzima posee una elevada
afinidad por las moléculas de ciclodextrinas (especialmente por o~y f-ciclodextrina), gracias a
su conformacién del centro activo, en el que el residuo de Phel96 se. dispone de forma

. dominante actuando como modulador (eje de ciclacién) en los. procesos de ciclacion y
acoplamiento. Por lo tanto, la CGTasa se unird espemﬁcamente a la ciclodextrina inmovilizada
en la matriz de Sepharosa y no sélo a través de la interaccion entre la Phel96 yla ciclodexttina,
sino de otros muchos residuos del centro activo (Asp, Glu, Tyr, His, Lys y Arg) que reconocen

}a ciclodextrina permitiendo que se acomode perfectamente en la estructura proteica.
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Como resultado, se consigue una recuperacién satisfactoria de la enzima, si la comparamos
con la AFFI-T, en la que las interacciones eran mucho menos selectivas.

Por todo ello, los experimentos de modificacion quimica que se describen en esta
Memoria se han realizado a partir de la CGTasa purificada en un gel de Sepharosa activada con

a-ciclodextrina.

2. MODIFICACION QUIMICA DE LA CGTasa

Actualmente algunas empresas y grupos de investigacién estan desarrollando un
esfuerzo importante para obtener mutantes de CGTasas termoestables que produzcan
mayoritariamente una de las ciclodextrinas (a-, B- o y-ciclodextrina). A pesar de que se han
realizado numerosos trabajos para ampliar el conocimiento del mecanismo de accion de estas
enzimas, todavia no se conoce con certeza de qué parametros depende la selectividad de la
reaccion. La modificacién quimica, como herramienta complementaria, puede aportar
informaciones adicionales sobre las actividades cataliticas y los factores que las rigen. Dichos
estudios es conveniente complementarlos con técnicas fisico-quimicas a fin de comprobar que
la modificacién no ha dado lugar a cambios conformacionales considerables. En la actualidad
estamos analizando mediante algunas de estas técnicas si dichos cambios han tenido lugar con
nuestras especies modificadas.

Para la interpretacion de los resultados de las modificaciones quimicas realizadas sobre
la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501, se realizaron unos estudios complementarios de
accesibilidad de los aminoacidos de la.enzima (ver Anexo II). Dichos estudios son ampliamente
empleados en investigacion de modelado molecular, pudiendo aplicarse para calcular la
accesibilidad de los atomos y residuos superficiales, tanto de proteinas como de acidos
nucleicos. En la presente Memoria, esta informacion adicional permite establecer hipotesis
acerca de qué aminoacidos podrian considerarse los mas susceptibles de ser modificados, en
funcién de su mayor exposicion al medio. Por otro lado, la interpretacion del papel de los
distintos aminoacidos en la actividad catalitica se ha realizado empleando la estructura
cristalina de la CGTasa de Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes (Tabium-CGTasa). Las
secuencias de aminoacidos de las CGTasas de Thermoanaerobacter y Tabium muestran una
gran homologia (91%, ver Anexo III), por lo que se asume una similar arquitectura para ambas
enzimas. Con respecto a los ‘tipos de residuos’ sobre los ql.ieAse-h,a realizado_medificacion
quimica, 22 de 24 Lys, 40 de 43 Asp, 15 de 17 Glu y la iinica Cys ocupan la misma posicion en

la secuencia de aminoacidos de ambas enzimas.
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2.1 MODIFICACION DE LOS GRUPOS AMINO DE LA CGTasa

Los estudios de la selectividad o.:[3:y-ciclodextrina en funcion del pH realizados sobre la
CGTasa nativa (ver Fig. IV.5) conducen a pensar que, a no ser que se produzcan
modificaciones quimicas cuantitativas que afecten de forma pronunciada al balance de cargas
positivas-negativas de la proteina, la selectividad de la reaccion no variara significativamente.
Por ello, se buscaron modificaciones extensivas mediante la acilacion de los grupos amino de la
CGTasa. Sin embargo, y a pesar del alto grado de sustitucién conseguido (en torno al 85%), no
se consiguid variar significativamente la selectividad de produccion de ciclodextrinas (ver Fig.
IV.14). No obstante, los resultados de la acilacion de los grupos amino de la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. 501, demuestran que los residuos de Lys de esta proteina son
fundamentales en sus procesos cataliticos. Tanto mediante acetilacion como succinilacion, las
actividades de ciclacién y acoplamiento son las mas perjudicadas, mientras que las actividades
de transferencia e hidrdlisis se ven menos afectadas. Por ello, las actividades a tiempos largos
de ambas especies modificadas muestran un aumento en la produccioén de oligosacaridos en
perjuicio de la sintesis de ciclodextrinas. En cualquier caso, el comportamiento de las enzimas
modificadas presenta matices diferentes dependiendo del reactivo empleado, como cabe esperar

de la distinta carga de los agentes modificantes.

2.1.1 ACETILACION

La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 es una glicosiltransferasa que exhibe una
actividad de hidrélisis (actividad o-amilasa) excepcionalmente alta. La modificacion quimica
de sus grupos amino con anhidrido acético produce un significativo desplazamiento hacia su
actividad a-amilasa, ya que, tras la modificacién, aumenta su actividad de hidrolisis mientras
que el resto de actividades (especialmente la ciclacion y el acoplamiento) disminuyen
considerablemente.

Estos resultados sugieren la participacion de uno o mas grupos amino en los procesos de
transglicosilacion -probablemente a través de la formacién de puentes de hidrégeno- y permiten
avanzar en el estudio del diferente comportamiento de las CGTasas y las o-amilasas, dos
grupos de enzimas estructuralmente muy relacionadas. En la reaccién de ciclacion, la cadena de
amilosa se. dispone en forma espirail en toimo a la Phel96 (egje de ciclaciénj'creéndose un
'cémplej'o'de inclusién. Asimismo, las ciclodextrinas formadas durante la reaccién pueden
acceder al centro activo de la enzima desde el medio de reaccidn, por interaccion con el eje de

ciclacién; produciéndose la posterior reaccién de acoplamiento. Por lo tante, el hecho de que las
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actividades de ciclacion y acoplamiento experimenten un descenso considerable tras la
modificacion es sintoma de que se han alterado los contactos que se establecian entre la
ciclodextrina y el centro activo (ya fuera durante su formacioén -ciclacion- o durante su
degradacion -acoplamiento-).

En este punto conviene recordar que el centro activo de la CGTasa, ademas de la triada
catalitica (Asp230, Glu258, Asp329) vy el eje de ciclacion (Phel96), presenta al menos siete
subsitios (designados 2°, 1°, 1, 2, 3, 4, y 5) en los que se sitia el sustrato (cadena de
oligosacarido o ciclodextrina), y en los que se producen interacciones especificas que resultan
fundamentales para el rendimiento global de la reaccion (ver Fig. 1.13). En concreto, se ha
postulado que €l aminoacido Lys47 desempefia una funcion primordial en la estabilizacion del
subsitio 3 (S-3) mediante la creacion de un puente de hidrogeno con la glucosa en dicha
posicion (Wind y cols., 1998a). En el caso de que la Lys47 fuera acetilada, se produciria un
efecto doble: por un lado, la cadena lateral del aminodcido aumentaria de tamafio; ademas, al
cambiar la carga del residuo de positiva a neutra, éste perderia su capacidad de donador de
protones para la formacién de puentes de hidrégeno. Por lo tanto, estas alteraciones se podrian
traducir en la interrupcién del contacto entre la Lys47 y la glucosa en S-3. Esto explicaria la
notable reduccién de la actividad de ciclacion, ya que es requisito imprescindible que la amilosa
interaccione en S-3, favoreciendo la torsion de la cadena de azicar y, en definitiva, la posterior
formacién de la ciclodextrina. Por el mismo motivo disminuiria la actividad de acoplamiento.

Conviene resefiar, que la principal reaccion catalizada por la CGTasa de cualquier
especie es la transferencia (Nakamura y cols., 1994a). Las ciclodextrinas unicamente serdn
producidas cuando el extremo no reductor de la cadena de amilosa escindida sea reconocida por
el sitio de unién de aceptor (subsitios S-1" y S-27). La diferencia fundamental entre los
mecanismos de las reacciones de hidrolisis y de transferencia catalizadas por la CGTasa reside
en la molécula que actiza como aceptor: el agua (en el caso de la hidrélisis) o el grupo hidroxilo
C-4 de un carbohidrato (en el caso de la transferencia). La explicacion que se deriva de la baja
actividad de transferencia en la CGTasa acetilada involucraria a residuos de lisina que
pertenezcan al sitio de unidén de aceptor. En este caso, la Lys233 es un residuo clave en la

estabilizacion del subsitio S-2°, concretamente a través de un puente de hidrogeno entre el £-N
de la Lys y la glucosa de S-2° (ver Fig. I.11), La acetilacion del amino de dicha lisina supondria
la ruptura del puente de hidrogeno, s1gulcndo ¢l mismo razonamiento sugerido en el caso de la
'modlﬁcacmn de la Lys47. Asi pues, lo$ sustratos lineares que actuasen como aceptores verian
" dificultada sii unién al sitio de aceptor, reduciéndose por ello la reaccién de transferencia. Sin

embargo, esta alteracion no perjudicaria a la reaccién de hidrolisis, ya que el agua tiene muchos
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menos requerimientos espaciales y es mas facilmente activada; ademds, su union al sitio de
aceptor Unicamente depende del subsitio S-1" (que no se ve afectado).

De ahi que en las actividades a tiempos largos se aprecie un aumento de la sintesis de
oligosacaridos, consecuencia de la actividad hidrolitica sobre las cadenas de azicar en el centro

activo (Alcalde y cols., 1999).

GLU258
ASP230

-

LYS233

Figura V.1. Disposicion de las Lys47 y Lys233 en el centro activo. En azul se muestra el eje de
ciclacion, en rojo la triada catalitica, en verde las Lys47 y Lys233 y en amarillo el segundo sitic de unién
de maltosa. Estructura tridimensional procesada con el programa de simulacién molecular WeblLab
ViewerLite 3.10 (MSI).

De los célculos de accesibilidad de las cadenas laterales de las Lys de la CGTasa (Tabla
V.1), se deduce que la Lys47 muestra una elevada exposicion al medio de reaccion, apoyando
la hipétesis de su modificacion como principal causa de la pérdida de actividad de ciclacion.
Del mismo modo, la Lys233 también es probable que haya sido acetilada. El alto grado de
modificacion (85%) implica que unicamente 4 lisinas (probablemente las Lys132, Lys399,
Lys510 y Lys557, todas ellas con accesibilidades relativas inferiores al 7%) posiblemente no

hayan sido modificadas.



127 Tesis Doctoral. M. Alcalde

Tabla V.1. Accesibilidad de una molécula de agua {absoluta y relativa) con respecto a las cadenas
laterales de los residuos de Lys de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 (se incluye el grupo
amino terminal). Los calculos se han realizado asumiendo la similitud entre las estructuras
tridimensionales de la Tabium-CGTasa y la CGTasa de Thermoanaerobacter. En el Anexo Il se recogen
los datos completos de accesibilidad.

Accesibilidad | Aceesibilidad
RESIDUO del agua RESIDUO del agua
Absoluta Relativa Absoluta Relativa

Ay () A) (%)
o-NH, 29
Lys47 32 67 Lys393 24 50
Lys43 11 24 Lys399 33 7
Lys60 11 23 Lys410 37 77
Lys107 13 27 Lys510 0 0
Lys108 44 93 Lys547 42 87
Lys132 1.5 3.2 Lys549 28 59
Lys213 15 31 Lys557 1.3 2.6
Lys217 10 22 Lys563 18 37
Lys233 6.2 13 Lys617 48 101
Lys241 13 27 Lys648 5.7 12
Lys289 7.2 15 Lys651 21 44

Lys392 49 103 Lys652 21 43
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2.1.2 SUCCINILACION

A pesar de que los grados de modificacion obtenidos tanto con la acetilacion (85%)
como con la succinilacion (80%) son similares, los resultados en las actividades son muy
diferentes. La succinilacion de los grupos amino de la CGTasa no supone una pérdida
importante de sus actividades de ciclacién o acoplamiento, mientras que la hidrolisis es
practicamente la misma que en la especie nativa, y experimenta un sorprendente aumento la
actividad de transferencia.

Una vez mas, se debe discutir la importancia de los residuos de Lys47 y Lys233 en la
actividad de la enzima. La hipotética succinilacién de la Lys47, aunque provocaria un cambio
en ¢l tamafio de la cadena lateral, permitiria seguir interaccionando con la glucosa en S-3, ya
que el grupo amino de la cadena lateral de la Lys es reemplazado por un grupo carboxilo que
mantiene su capacidad de formar puentes de hidrégeno. En el pH del medio de reaccion (5.5),
es muy probable que las lisinas succiniladas se encuentren en forma de anién carboxilato
(cargado negativamente) ¢l cual es susceptible de formar puentes de hidrégeno, al actuar como
aceptores de protones los dos oxigenos del carboxilato. Esto podria explicar que no disminuyan
notablemente las actividades de ciclacion, y por ende las de acoplamiento.

En cuanto a la Lys233, v empleando la misma linea argumental, su modificacion
‘sﬁpondria cambios en las interacciones con la glucosa del subsitio S-2°, que favorecerian la
unidén de oligosacaridos al sitio de unidn de aceptor.

Como se describid en el capitulo de Introduccion (apartado 2.6.2), la umén de la amilosa
a la CGTasa se realiza en una zona alejada del centro activo: el sitio de union de almiddn, el
cual se compone de dos sitios de unién de maltosa interconectados. La cadena de almiddn,
unida en su region especifica, accede al centro activo a través de un largo canal. La Lys233 no
sélo es fundamental en la estabilizacién del sitio de union de aceptor de la CGTasa, sino que
esta posicionada en el limite entre el canal de almidén y el centro activo (Knegtel y cols., 1995).
En definitiva, este residuo actia como modulador de la entrada de sustratos lineares al centro
activo, y su posible succinilacién beneficiaria los procesos de transferencia (en los analisis de la
actividad a tiempos largos, se puede apreciar un considerable incremento en la sintesis de
oligosacaridos -de 3.5% de almidon convertido en oligosaciridos a 4.4% en la enzima
succinilada-). _ '

El 51gu1ente reto sera poner en practlca dlversas reacmoncs con aceptores: varlados para
la-obtencién de sustancias de alto valor afiadido. La reaccion de transferencia permite smtenzar
azicares que numerosas veces muestran propiedades mejoradas: mayor poder edulcorante,
incremento de su solubilidad en agua, aumento de su estabilidad frente a agentes quimicos,

estimulacién de Bifidobacterias de 1a microflora intestinal, etc.
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2.2 MODIFICACION DE 1L.OS GRUPOS CARBOXILO DE LA
CGTasa

La modificacién quimica de los grupos carboxilo de la CGTasa condujo a grados de
sustitucion relativamente bajos, especialmente si se comparan con los conseguidos en la
acilaciéon de los grupos amino. Una posible explicacion se extrae del andlisis de las
accesibilidades de los grupos polares de las cadenas laterales (ver Tabla V.1 y Tabla V.2). Asi,
alrededor de la mitad de los residuos carboxilicos de la CGTasa presentan accesibilidades
inferiores al 10% (la mayoria de ellos no superan el 3%), en contrapartida con los grupos
amino, de los que tan solo un 15% del total presentan accesibilidades tan bajas. Por otro lado, la
modificacién con carbodiimida y una amina nucledfila no es tan directa como en la acetilacion
o succinilacion de la proteina. Se trata de una reaccidon que transcurre en dos pasos
consecutivos, y que estd limitada por la naturaleza de la carbodiimida (un compuesto muy
inestable, con una vida media corta, y un elevado tamafio molecular que puede dificultar su
acceso hasta los residuos mas escondidos). Como consecuencia de todo ello, los grados de
modificacién no superaron en el mejor de los casos el 8%.

Estudios preliminares de mutagénesis dirigida sobre la triada catalitica de la CGTasa
dieron lugar a una pérdida absoluta de las actividades de la enzima (Knegtel y cols., 1995). Las
accesibilidades relativas del Asp230, Glu258 y Asp329 son 0, 5.4 y 12% respectivamente, por
lo que es poco probable que se vean sometidas a moditicaciéon. No obstante, se decidi¢ proteger
el centro activo con acarbosa durante la modificacién. Este inhibidor competitivo es un andlogo
de la maltotetraosa, y se une en los subsitios del centro activo S-2°, S-17, S-1 y S-2, aislando de
esta manera la triada catalitica de la posible modificacion quimica (Villete y cols., 1993;
Strokopytov y cols., 1995). Esta molécula no es escindida por la CGTasa debido a sus
propiedades inhibitorias derivadas de la ausencia de un grupo hidroxilo en la posicion Cé del
anillo B (ver Fig. IV.16).Con independencia del nucleofilo empleado durante la modificacion
quimica, la tendencia general fue una disminucion de las actividades de ciclacion y
acoplamiento, y en menor medida de hidrolisis y transferencia. En consecuencia, existen uno o
varios residuos carboxilicos (diferentes de los de la triada catahtlca) que también participan de
- alglin modo en las dctividades de la CGTasa. Con los.experimentos de modificacion quimica

desarrollados se han sustltuldo cntre 3y5 carb0x1los (dependlendo del nucleoﬂlo empleado). -

" Tras el analisis de la estructura de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501, y teniendo en’
cuenta las accesibilidades relativas de los grupos carboxilicos (hay 18 residuos con

accesibilidades superiores al 40%,; y de éstos, 5 son.mayores del 70%), se sugiere la hipotesis. ..

de que la modlﬁcamon de los residuos a01dos de la CGTasa podrla afectar a los subsmos del

" centro activo y ala region de influencia del Cjc de ciclacién.
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Tabla ¥.2. Accesibilidad de una molécula de agua (absoluta y relativa) con respecto a las cadenas
laterales de los residuos Glu y Asp de la CGTasa de Thermoanaerobacter (se incluye el grupo carboxilo
terminal). Los calculos se han realizado asumiendo la similitud entre las estructuras tridimensionales de
la Tabium-CGTasa y la CGTasa de Thermoanaerobacter. Para mas informacién consultar Anexo Il

Accesibilidad Accesibilidad
RESIDUO del agua RESIDUO del agua
Absoluta (A%) Relativa (%) Absoluta (AY) Relativa (%)

Asp3 1.3 2.4 Asp267 12 23
Aspl5 0.8 1.5 Glu276 32 42
Asp23 0.9 1.8 Asp283 0.1 0.2
Asp27 12 21 Asp296 26 47
Asp37 69 126 Asp299 23 43
Asp40 10 19 Asp305 19 35
Asp33 0 0 Asp3l4 37 68
Asp63 17 32 Asp320 5.4 10
Glu8l1 16 21 Asp326 2.5 4.6
Asp89 13 24 Asp329 6.6 12.1
Aspl05 0.3 0.6 Asp331 41 76
Aspll8 34 62 Glu343 5.2 6.9
Aspl36 3.2 5.8 Glu363 0 0

Glu147 38 50 Asp371 18 34
Aspl49 27 49 Asp382 30 55

Glul54 9.3 12 Aspd17 16 29
Aspl60 31 57 Glu422 1.4 1.8
Aspl7l 75 122 Aspd58 0 0

Glul88 4.2 5.5 Gluds6 7.9 10
Asp189 2.8 5.2 Asp518 0.4 0.7
Aspl97 16 29 Glu542 34 44
Asp200 2.1 39 Asp543 31 56
Asp202 21 38 Glu545 8.3 11

Asp209 S 40 - 73 - Glu599 13 17

Asp221 39 - - 12 . Glu609. 0 : 0
Asp225 a3 8 . Aspbl4 31 56
Asp230 - 0 - 0 - Asp636 - 39 SR
Asp245 6.7 12 Glu646 . 58 76
Glu258 o4l 54 Glu660 0 _ 0

Glu265 . 317 . .4r - Asp68O T T 36 67
‘ : o’COOH -~ 284
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2.2.1 SUBSITIOS DEL CENTRO ACTIVO

Durante la modificaciéon quimica, la molécula de acarbosa protege los subsitios S-2, S-1,
S-1'y S-2°, pero no el resto de subsitios (de S-3 a S-5). En la regién proximal al subsitio S-5,
denominada por Strokopytov y cols. {1996) como subsitios S-6 y S-7, tienen lugar interacciones
del sustrato (mediante puentes de hidrégeno) con los grupos acidos del Glul47, Aspl49 y
Aspl71. La elevada accesibilidad relativa de dichos residuos (50, 49 y 122% respectivamente)
probablemente favoreceria la modificacién con carbodiimida, traduciéndose en altimo término
en la desestabilizacion de la formacion de la ciclodextrina. En colaboracion con el Dr. Carsten
Andersen de la empresa Novo Nordisk, se han realizado estudios paralelos de mutagénesis
dirigida sobre los residuos Glul47 y Aspl49 de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501,
corroborando nuestra hipotesis sobre el importante papel de dichos amino4cidos en la actividad
catalitica. Por otro lado, el Asp89 que se dispone adyacente a la Lys47 (Wind y cols., 1998a),
en el supuesto caso de que se viera modificado, podria interrumpir la interaccion existente entre
la Lys47 y la glucopiranosa en S-3 lo que repercutiria en una disminucién de la actividad de
ciclacién y acoplamiento.

Asimismo, el Asp371 desempeiia una importante mision, ya que estabiliza junto con la
Arg375, el residuo de glucosa en S-2 (Knegtel y cols., 1996). Sin embargo, es poco probable
que este residuo haya sido modificado, ya que a pesar de su accesibilidad relativa (34%),

durante el proceso de modificacion se ve protegido por la molécula de acarbosa.
2.2.2 REGION DE INFLUENCIA DEL EJE DE CICLACION

El Aspl97 posee una accesibilidad relativa cercana al 30%, y aunque no es de los
residuos mas expuestos, conviene destacar su importancia en la actividad de la CGTasa. Este
aminoacido esta situado préximo al eje de ciclacion de la CGTasa, y una alteracion en su
estructura podria variar las interacciones que establece la Phe196 con los sustratos lineares para
formar productos ciclicos, o con las ciclodextrinas durante la reaccion de acoplamiento. Esta
hipétesis se ve reforzada por los trabajos de Wind y cols. (1998a), en los que el mutante D197H
en la Tabium-CGTasa presenta menores actividades de ciclaciéon y acoplamiento que la enzima
nativa. Los variaciones producidas tras la modificacion, entre el Aspl97 y la region de
inﬂueqcia de 1a Phe196 se desconocen. Se hace necesario el estudio cristalografico detallado de

- "esta-zona en brééenqia de sustratos ciclicos para 'podt_zl_"cbh'lprcnder en profundidad el papel que -

desempefia ¢l Asp197 durante las reacciones de formacion o degradacion de ciclodextrinas.
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_ PHE196

ASP197

- L ASPITI ASP371
\ GLU147 : ‘

ASP149

Figura V.2. Aminoacidos carboxilicos mas importantes en la actividad de la CGTasa. En azul se
muestra la triada cataiitica y el eje de ciclacién, en rojo los residuos carboxilicos. Los Asp149, Glu147 y
Asp171 estan situados en la region S-6/S-7. El Asp 197 esta en la regién de influencia de la Phe196. El
Asp89 aparece en S-3. El Asp371 se sitia en S-2 muy préximo a la triada catalitica. Estructura
tridimensional procesada con el programa de simulacion molecular WebLab ViewerLite 3.10 (MSI).

Por tltimo, las diferencias observadas en las actividades de las especies modificadas
con taurina, con éster etilico de glicina o con éster metilico de norleucina derivan de la propia
estructura de estos nucledfilos. En el caso de la taurina, al conservar la carga negativa tras la
modificacién podria establecer contactos alternativos (mediante puentes de hidrégeno) a los que
presentaba la enzima nativa, disminuyendo en parte los efectos perjudiciales de la modificacion.
Con respecto a la modificaciéon con glicina o norleucina, esta posibilidad se ve debilitada
debido a que en ambos casos se transforma la carga negativa en neutra, de ahi su mayor pérdida

de actividad y su similar comportamiento.
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En resumen, la modificacidon de los grupos acido de la CGTasa conduce a un descenso
de actividad de ciclacidon y acoplamiento, y levemente de hidrolisis y transferencia. Sin
embargo, estas modificaciones no afectan de manera significativa al comportamiento de la
enzima a tiempos largos (y en particular a su selectividad), ya que aunque emplea mas tiempo
en alcanzar el equilibrio de reaccién (debido a su menor actividad inicial), finalmente logra
producciones equivalentes a las de la enzima nativa (especialmente en el caso de la variedad

modificada con taurina).

2.3 MODIFICACION DE LA CYS DE LA CGTasa

La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 posee un residuo de Cys en la posicion 585.
Debido a su localizacién cercana a los sitios de union de maltosa, y por ser el tinico residuo de
Cys en la enzima, se consider¢ interesante modificarlo para evaluar el papel de este aminoécido
en las actividades de la CGTasa. Sin embargo, tras numerosos intentos con diferentes reactivos
-comtGnmente utilizados en este tipo de modificaciones-, como son el disulfuro de 2,2'-
dipiridilo o el 4cido 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoico}), no se consiguio acceder al residuo de Cys.
Sometiendo la enzima a condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS o urea) tampoco se
logré la modificacién quimica. Una posible explicacion de la ausencia de reactividad es que la
Cys585 no fuera excesivamente accesible a los agentes modificantes. Efectivamente, si se
analiza la accesibilidad de este residuo se comprueba que es 0 (ver Anexo II), lo que conduce a

pensar que se encuentra resguardado del medio.
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3. INMOVILIZACION DE LA DEXTRANSACARASA

La busqueda de oligosacaridos de interés industrial sintetizados por la dextransacarasa,
requiere como paso previo la inmovilizacién de la enzima que facilite su recuperacion del
medio de reaccidn, la reutilizacion del catalizador y, posiblemente, el aumento de su estabilidad
operacional. De entre todos los soportes empleados en inmovilizacion de la dextransacarasa, se
escogieron la silice porosa y el alginato célcico. El primero de ellos permite una inmovilizacién
covalente de la enzima que en teoria podria conducir a un aumento de la estabilidad del
catalizador (admitiendo la formacion de enlaces multipuntuales entre la enzima y ¢l soporte).
Los trabajos anteriores con este tipo de soportes (Lopez y Monsan, 1980; Monsan y Lopez,
1981a; Monsan y Loépez, 1981b; Monsan y cols., 1987) no aportaban ningin dato de
estabilidad, por lo que se consideré conveniente investigar este punto. En cuanto al alginato
céaleico, suponia un adecudado sistema de inmovilizacion por atrapamiento, aprovechando la

estructura macromolecular del complejo enzima-dextrano.

3.1 INMOVILIZACION COVALENTE EN SILICE POROSA

El area especifica superficial de la silice y su diametro de poro son pardmetros
importantes en este tipo de inmovilizaciones. De hecho, mientras que para muchas enzimas las
condiciones optimas de inmovilizacion suponen areas superficiales en torno a 100 m’/g, la
dextransacarasa obtiene tanto mejor resultado cuanto menor es el area superficial del soporte (o
mayor es su didmetro de poro). En efecto, cuando se inmovilizd la enzima sobre soportes con
4reas de 185 m%/g (150 A de diametro de poro) el rendimiento fue practicamente la mitad del
obtenido con silice de 50 m?%/ g (600 A de diametro de poro). La explicacion de este resultado se
puede extraer de la estructura y del comportamiento intrinseco de la enzima. En primer lugar,
el tamafio macromolecular del complejo dextrano-enzima influye sebremanera en la union de
la enzima a la silice, que penetrard con mayor dificultad en el poro del soporte a medida que el
diametro de éste sea mas reducido. Ademas, una vez que la dextransacarasa es inmovilizada
sobre silice activada, su accion dentro de los poros genera un incremento de la viscosidad del
medio como consecuenma de la produccion de dextrano lo que se traduce en limitaciones
difusionales. En este caso, el fenomeno de transferencia de miasa est4 en gran medida limitado
‘tanto para el sustrato -desde ¢l'medio de reaccién hacia Ia dextransacarasa inmovilizada-, como
para los productos -desde el microentorno de la enzima hacia la disolucién de trabajo-.

Una vez establecidos los rendimientos de la inmovilizacion en los diferentes soportes
SlllCCOS se decidid trabajar con una preparamon de dextransacarasa sin dextranos y coné€l
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soporte de menor area especifica. La principal finalidad de la eliminacion del dextrano es
facilitar el contacto entre la dextransacarasa y el soporte ya que, como se ha descrito, el
complejo dextrano-enzima sufre serios problemas estéricos en su interaccion con los grupos
activos del soporte. Ademas, los trabajos previos citados en la literatura de eliminacion de la
cubierta de dextranos se realizaron con el objeto de tener acceso a determinados residuos de la
enzima durante experimentos de modificacion quimica (Funane y cols., 1993; Funane y cols.,
1995). Sin embargo, este trabajo es el primero en el que se hace uso de la dextransacarasa sin
dextranos para facilitar su inmovilizacion covalente a un soporte. De hecho, las uniones que se
producen entre la enzima y la silice activada con glutaraldehido involucran a los aminodcidos
de Lys de la enzima -74 residuos- (Douglas y cols., 1989) que en la dextransacarasa nativa se
encuentran en su mayor parte ocultos por el dextrano envolvente, lo que dificulta este tipo de
inmovilizacion. Por lo tanto, la eliminacion de la cubierta de dextranos tiene una doble ventaja:
facilitar el acceso de la enzima al interior del poro, y permitir un mayor numero de contactos
covalentes con el soporte. Esta hipotesis se vio confirmada al lograrse un mayor rendimiento de
inmovilizacion (22 veces superior al de la enzima nativa), lo que supone los mejores resultados
descritos hasta el momento en inmovilizacion de la dextransacarasa sobre silice porosa. No
obstante, el valor absoluto del rendimiento (13%) se puede considerar bajo, por lo que es

necesario profundizar mas en las interacciones dextransacarasa/silice.

1. Dextransacarasa nativa 2. Dextransacarasa sin dextrano

N{: NH:
NH N

NH NE
NH: NH:

Dextrano

NH:2

NH:2 \
_ Lisina

Figura V.4.'Inmovillizaci6n c‘ovaiente de la-dextransacarasa en silice pdro‘éa.-'1.'- Enzima con dextranbs; -

-que originan un impedimento estérico en el acceso a los poros del soporte, y reducen e! nimero de
contactos pOSlb[eS entre las Lys de la enZEma ¥ ia silice. 2. Enzima sin dextranos. Se aumenta el
rendimiento de la inmovilizacién ‘como consecuencia del mcremento de mteraccuones y el menor
) tamano dela dextransacarasa E: en2|ma ' ’ ‘ :
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Respecto a la estabilidad de la enzima inmovilizada, se deben discutir varios aspectos.
En primer lugar, la eliminaciéon del dextrano de la dextransacarasa disminuye de manera
drastica la vida media. Se ha demostrado que la asociacion del dextrano confiere a la enzima
propiedades afiadidas de estabilidad y solubilidad en agua. Es mas, dependiendo del contenido
relativo de dextrano, las estabilidades varian considerablemente. Por ejemplo, preparaciones de
dextransacarasa con un contenido en dextrano de 2 g/l tienen una vida media a 37°C de 3 h. Con
1.5 g/l la vida media se reduce a 38 min (Willemot, 1993). Por ello, la preparacion de
dextransacarasa purificada da lugar a una pérdida considerable de actividad a partir de las 6 h
de incubacién. En el trabajo de la presente Memoria, cuando la dextransacarasa (tanto con
dextrano como sin él) fue inmovilizada, su comportamiento en el medio de reaccién cambidé
considerablemente. La enzima nativa inmovilizada sufrié una clara desestabilizacion (su
actividad es nula a las 24 h). No obstante, se trata de los primeros resultados de estabilidad
descritos en la literatura con este tipo de inmovilizacion. Parece claro que las pocas
interacciones que se producen entre la dextransacarasa y la silice no confieren propiedades
afiadidas de estabilidad -al menos en tampén acetato 10 mM pH 5.4-, sino que repercuten de
forma negativa sobre el comportamiento de la enzima. Probablemente, la orientacién del
complejo dextrano-enzima durante la inmovilizacién no sea la mdas adecuada; ademas, la
limitacion en el numero de contactos entre la enzima y el soporte supone que, en la mayoria de
los casos, la dextransacarasa se unird a éste unicamente por las regiones donde la capa de
dextrano sea mas tenue y las Lys estén mas expuestas. Para corroborar dichas hipétesis seria
adecuado realizar experimentos de inmovilizacién en presencia de inhibidores andlogos
reversibles, que protejan el centro activo y eviten una orientacion incorrecta durante la unién a
la silice.

En cuanto a la preparacion sin dextranos, presentard muchos mas sitios de unién por lo
que la interaccién entre la enzima y el soporte no serd tan restringida. De ahi que se consiga
estabilizar finalmente la preparacion sin dextranos, reteniendo cerca del 20% de su actividad
tras 48 h de incubacion (aunque la pérdida inicial de actividad es mas rdpida que la de la enzima
soluble). Estos resultados sugieren la posible existencia de varias poblaciones de
dextransacarasa inmovilizada, con menor 0 mayor nimero de interacciones enzima-soporte, y

que dan lugar a curvas bifasicas de estabilidad.
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3.2 INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO EN ESFERAS
DE ALGINATO CALCICO

Con este tipo de inmovilizacion se han conseguido rendimientos excelentes a partir de
preparaciones de dextransacarasa nativa (con dextranos). Precisamente se aprovecha la peculiar
conformacion de la enzima para obtener elevados rendimientos de inmovilizacion.
Generalmente una preparacion nativa de dextransacarasa contiene menos del 3% de proteina
pura; el resto esta constituido por dextrano (en torno al 70%), polietilenglicol (19%), acetato
s6dico y agua. Este elevado contenido de dextrano confiere a la enzima unas caracteristicas
especiales: los dextranos no pueden difundir a través de la red de alginato, por ello el complejo
dextrano-enzima evita la salida de la dextransacarasa. Otra explicacion alternativa a este
fenémeno seria la formacién de agregados supramoleculares entre varias moléculas de
dextransacarasa y el dextrano (ver Fig. .17).

Como resultado del atrapamiento en alginato, la dextransacarasa es mucho mas estable
que la enzima nativa, o que las preparaciones inmovilizadas en silice. La principal ventaja que
otorga esta inmovilizacién con respecto a la unién covalente en silice porosa, reside en la
ausencia de impedimentos estéricos durante los procesos cataliticos. Mientras que en la esfera
de alginato la dextransacarasa retenida posee absoluta libertad de movimiento, y los sustratos
difunden a través de los poros del gel con facilidad, la dextransacarasa inmovilizada en silice
presenta una orientacion determinada e invariable, que limita (especialmente en el caso de la

preparacion con dextranos) su actividad catalitica.

3.3 ESTUDIOS DE ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD EN
PRESENCIA DE DISOLVENTES ORGANICOS

La utilizacion de disolventes organicos en reacciones de sintesis catalizadas por enzimas
produce dos efectos principales:
-Los disolventes pueden incidir sobre la tasa hidrolasa/transferasa de la enzima, al
disminuir la actividad de agua, variando la posicién final de equilibrio de la reaccién.
"-Los disolventes influyen en-ia solubilidad de los diferentes productos de la reaccion, e
incluso afectan a las 1nteraccwnes enzima-sustrato, modificandose de esta forma la sclect1v1dad'~.
de la reaccién. Ademas, como consecuencia de esas diferencias de solubilidad, se facilita 1a- -

recuperacion de los productos y/o el biocatalizador.
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Los resultados de este trabajo sobre la actividad y estabilidad de la dextransacarasa en
presencia de disolventes organicos, especialmente en DMSO, son prometedores.

Si se analiza la actividad en la enzima nativa (ver Tabla I'V.10), los mejores resultados
se obtuvieron en presencia de DMSO, donde la actividad fue mantenida en su mayor parte.
Respecto a las variedades inmovilizadas, también con DMSO se consiguieron buenos
rendimientos. En el resto de disolventes, las actividades de las enzimas nativas € inmovilizadas
fueron significativamente mas bajas que las observadas en tampon acetato.

En cuanto a la estabilidad en disolventes organicos, la enzima nativa sufre una rapida
inactivacion tras 15 min de incubacion, sobre todo en presencia de DMF y DMA; sin embargo,
en DMSO (hasta concentraciones del 25%) la enzima es bastante estable. En este intervalo de
concentraciones, el DMSO establece interacciones con el complejo enzima-dextrano
(probablemente a través de la formacion de puentes de hidrogeno entre la capa de dextrano
envolvente y ¢l disolvente organico). Se ha descrito el efecto estabilizador del DMSO en otros
sistemas enzimaticos {como la a-quimotripsina) -en concentraciones alredededor del 20%
(v/v)- (Moresoli y cols., 1992; Flaschel y Ebmeier, 1998). Sin embargo, en DMSO 50% la
enzima disminuye rapidamente su actividad residual. Las especies inmovilizadas en silice
también muestran una tendencia similar. No obstante, la enzima sin dextranos en silice, en
presencia de DMSO, es mucho més estable que la nativa en silice, como consecuencia de su
comportamiento durante l1a inmovilizacién. A pesar de €ello, su actividad residual tras 6 h de
incubacién se considera insuficiente para trabajar en reacciones con aceptores.

Cuando la enzima estd atrapada en alginato, su actividad residual varia en funcion del
disolvente empleado. De hecho, la inmovilizacion en esferas de alginato mejora la estabilidad
en DMSO mais que en cualquier otro disolvente organico, mostrando una excelente resistencia
bajo concentraciones de hasta el 50%. .

En definitiva, el disolvente polér mas apropiado para la dextransacarasa es el DMSO, lo
cual parece estar relacionado con su valor de Log P (-1.3), el mas bajo de todos los disolventes
organicos empleados (Laane y cols., 1987). A concentraciones del 25% (v/v), la enzima nativa
presenta una gran estabilidad (incluso ligeramente mas alta que en tampdn acetato). Al 50%
(v/v), sin embargo, la estabilidad es muy baja (perdiendo la actividad completamente tras 6 h).
Por el contrario, la dextransacarasa en alginato retiene el 40% de su actividad inicial en DMSO
al 50% (v/v) después de un dia de incubacién. En consecuencia, las mejores condiciones para

.‘trabajar con la dextransacarasa en-presencia de DMSO son con la espeme mmovﬂlzada en -
B alginato. Ei 31gulente paso seria explorar la reaccion de accptor en este medio para mejorar el

rendimiento o variar la select1v1dad
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4. ESTUDIO DE LA REACCION DE ACEPTOR DE LA
DEXTRANSACARASA

Los resultados obtenidos en la reaccion de aceptor con maltosa utilizando la
dextransacarasa soluble ¢ inmovilizada en alginato, permiten extraer conclusiones relevantes
del comportamiento de esta enzima, al tiempo que abren nuevas vias para la obtencion de
neosacaridos de potencial interés. Existen dos parametros que deben analizarse para
comprender el comportamiento de la dextransacarasa en reacciones con aceptores: la
concentracién de sustratos y la relacion molar de éstos.

Se decidi6 realizar un estudio completo partiendo de una concentracion constante de
sacarosa (100 mM) y variando con respecto a ésta la de maltosa. Conviene recordar que el
centro activo de la dextransacarasa contiene dos sitios de unién de sacarosa, dos sitios de
polimerizacién de la cadena de dextrano y un sitio de unién de aceptor. Si se emplean
concentraciones cercanas a 200 mM de sacarosa, se activa un tercer sitio de unién de sacarosa
que unicamente trabaja a elevadas concentraciones, y que liga la sacarosa promoviendo
cambios alostéricos en el centro activo de la enzima. Dichos cambios afectan de manera
determinante a la actividad de la dextransacarasa (Tanriseven y Robyt, 1993). Con
concentraciones de sacarosa inferiores a 100 mM, las producciones son mas limitadas (Su y
Robyt, 1993).

Por otro lado, con este tipo de sistemas, cuanto mayor sea la relacion molar
maltosa/sacarosa, mas cantidad de producto de aceptor se obtiene en detrimento de la sintesis
de dextrano. Este comportamiento se debe a razones meramente competitivas. Cuando la
sacarosa es el sustrato mayoritario de la reaccién, sus sitios de union son ocupados
continuamente debido a la necesidad de suministrar glucosa para favorecer la sintesis de
dextrano. Sin embargo, cuando el aceptor (en este caso la maltosa) esta presente en la reaccion
competira con la sintesis de la cadena de dextrano, desviando moléculas de glucosa de uno de
los dos sitios de polimerizacién del dextrano hacia el sitio de unién de aceptor y, en definitiva,
promoviendo la sintesis de glucooligosacaridos (GOS). Por este motivo, con relaciones molares
6:1 de maltosa/sacarosa, se con51guen elevadas producciones de panosa (35 g/1) en comparacion

con las obtenidas con una relacion 1:5 (2.5 g/l). : '

._ ~ No obstante, el empleo de relaciones molarcs maltosa/sacarosa elevadas, si bien perrnlte :
producir importantes cantidades de GOS, la variedad de éstos en la seriec homologa es muy
limitada. De hecho, con relaciones 1:5 se pueden llegar a sintetizar GOS de hasta 8 residuos de

‘glucopiranosa, mientras. que “con relaciones . 6:1,. solamente se’ consiguen grados - de’
polimerizacién de 5. En los casos intermedios (1:1, 2:1,.y 4{1) a medida que aumenta la.-
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relacion maltosa/sacarosa, disminuye el grado de polimerizacion. Cuando la concentracion del
primer producto de aceptor (en este caso la panosa) se hace suficientemente alta (con respecto
al resto de sustratos que compiten por el sitio de aceptor), podra actuar a su vez como aceptor
para generar el siguiente producto de la serie. Por ello, cuando se trabaja con exceso de sacarosa
frente a maltosa, se forman una gran variedad de productos de aceptor. Sin embargo, cuando se
emplean concentraciones de maltosa elevadas, aunque se incrementa la produccion de GOS
(mediante el desplazamiento de la sintesis de dextrano), no se favorece el desarrollo de la serie
homologa. De esta manera, y en funcion del producto que se quiera obtener, se hard uso de unas
relaciones u otras. La Fig. V.5 recoge los cromatogramas de produccion de GOS con diferentes
relaciones maltosa/sacarosa.

En resumen, las concentraciones relativas de los distintos productos de aceptor, asi
como la cantidad de dextrano producido, dependen de la relacion molar aceptor/sacarosa y de
las concentraciones de aceptor y sacarosa. Por otro lado, el empleo de la dextransacarasa
inmovilizada en alginato presenta numerosas ventajas para este tipo de reacciones. En primer
lugar, la reutilizacién de la enzima es un factor importante, ya que se ha comprobado el
mantenimiento de la actividad de la dextransacarasa en alginato tras varios ciclos de
produccién. Respecto al curso de la reaccion, se han apreciado comportamientos equivalentes
tanto de la enzima nativa como de la inmovilizada, pero con pequeiias diferencias. Con la
preparacion en alginato se observa una mayor produccion de GOS de alto grado de
polimerizacion con respecto a la enzima nativa. Como se describié en el capituio de Resultados,
con relaciones molares maltosa/sacarosa 1:5, la dextransacarasa inmovilizada practicamente
dobla su produccién de G5, G6, G7 y G8 con respecto a la nativa. La principal causa de este
comportamiento podria estar relacionada con las estabilidades relativas de la enzima nativa ¢
inmovilizada. Mientras que la variedad inmovilizada retiene el 100% de su actividad tras 24 h
de incubacién, la enzima nativa sélo conserva alrededor del 60% en el mismo tiempo. Dado que
la formacion de G5 a G8 se produce en las Gltimas etapas de la reaccion (cuando los GOS de
alto peso molecular alcanzan una concentracién suficiente como para poder actuar como
aceptores), en esta fase la enzima nativa serd menos activa que la variedad inmovilizada.

La reacciéon de aceptor empleando la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides
NRRL-B512F inmovilizada en esferas de alginato es un método prometedor y versatil, que
permite de una manera sencilla la obtencién de azficares que pueden tener inmediatas -
aphcacmnes El s:1gu1entc paso serd - dlsenar reactores continuos -de lecho ﬁjo con 'la
dextransacarasa mmov1hzada para aphcarlos a reachones con dlvcrsos aceptores
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-Figura V.5. Anélisié de HPLC de la reabcién de la 'dextransacarasa coh maltosa como aééptor,
empleando diferentes relaciones maltosa/sacarosa. A medida que se baja la ¢oncentracion de
maltosa, aumenta el grado de polimerizacion, pero disminuye |a cantidad de productos sintetizados.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se desprenden del trabajo presentado en esta Memoria

son las siguientes:

1) La purificacion de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 es preferible que se

realice con geles de Sepharosa activados con a-ciclodextrina.

2) La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 presenta la actividad hidrolitica mas alta

descrita hasta el momento para cualquier CGTasa.

3) La modificaciéon quimica de los residuos de Lys de la CGTasa con anhidrido acético
produce un desplazamiento de su actividad glicosiltransferasa hacia su actividad a-amilasa. El
analisis estructural y los célculos de accesibilidad permiten sugerir las Lys47 y Lys233 como
responsables de dicho efecto.

4} El descenso en las actividades de ciclacion, acoplamiento (y en menor medida
hidrolisis y transferencia) tras la modificacion quimica de los residuos carboxilicos de la
CGTasa indica el importante papel de dichos grupos, especialmente los que circundan a la

triada catalitica.

5) La selectividad o.f:y-ciclodextrina de la CGTasa no se ve apenas afectada por la
modificacién quimica de sus grupos polares o la variacioén del pH del medio de reaccion, lo que
parece indicar que se trata de una selectividad intrinseca, dependiente del microorganismo

productor de la enzima, y sobre la que es dificil actuar.

6) La eliminacion de la cubierta de dextrano de la dextransacarasa de Lewconostoc
mesenteroides NRRL-B512F facilita la inmovilizacion covalente de la enzima sobre soportes

de silice porosa, mejorando 22 veces el rendimiento obtenido con la enzima nativa.

7) El atrapamiento- de la dextransacarasa en esferas de algmato calcwo es el sistema de °
1nmov1hzac1on mas adecuado para_ este tipo de. enzimas, obteniéndose resultados optlmos en
cuanto al rendimiento de mmovrhzamon la estabilidad operacmnal y Ia reutilizacion del
biocatalizador.
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8) El disolvente polar mas apropiado para la dextransacarasa es el dimetilsulfoxido
(DMSQ), siendo preferible trabajar con la enzima inmovilizada en alginato.

9) La reaccion con maltosa como aceptor de la dextransacarasa esta modulada por la
relacidon molar aceptor/sacarosa y la concentracién de éstos en el medio de reaccion. Cuanto
mayor es la relacion maltosa/sacarosa, mayor es la produccion glucooligosacaridos (GOS) en
perjuicio de la sintesis de dextrano, y menor tamafio tiene la serie homologa. Sin embargo, con
relaciones pequefias aumenta la serie homologa, pero se reduce la cantidad global de GOS

producidos.
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ANEXO1

Programa de trabajo FPLC desarrollado para la purificacion de la CGTasa en la matriz AFFI-T.

Tiempo Instruccion Comentario

(min)
0.00 VALVE. POS| 1.2 El tampon sulfato aménico entra en la columna.
0.00 CONC%B 0 Bomba A: 1.5 M (NH,),S0,, pH 7.0.
0.00 ML/MIN 0 Cargado de la muestra con la bomba peristaltica auxiliar.
0.00 PORT.SET 6.1 Puesta en marcha del colector (parte no retenida)
50.00 ML/MIN 0 Finalizado el cargado de la preparacion enzimatica.
50.00 ML/MIN 1 Flujo de trabajo.
75.00 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
120.0 CONC%B 0 Parada de la bomba A.
120.0 CONC%B 100 Bomba B: tampén borate 10 mM pH 7.0.
120.0 PORT.SET 6.1 Puesta en marcha del colector (residuo)
170.0 CONC%B 100 Parada de la bomba B.
170.0 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
170.0 VALVE.POS| 1.3 Cambiar tampdn de bomba A por borato:isopropanol 1:1
170.0 WASH AB 1.0 Lavar bomba A ¢con nuevo tampon boratozisopropanel 1:1
170.0 VALVE.POS| 1.2 El tampdn entra en la columna.
170.0 CONC%B 0 Bomba A: tampén borato: isopropanol 1:1
170.0 ML/MIN 1 Flujo de trabajo.
170.0 PORT.SET 6.1 Puesta en marcha del colector (CGTasa purificada)
230.0 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
230.0 CONC%B 0 Parada de la bomba A.

END
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Programa de trabajo FPLC desarrollado para la purificacion de la CGTasa en la matriz de

Sepharosa activada con c-ciclodextrina.

Tiempo Instuccion Comentario

{min)
0.00 VALVE. POS 1.2 El tampdn entra en la columna.
0.00 CONC%B 0 Bomba A: tampdn acetato 10 mM pH 5.5
0.00 ML/MIN 0 Cargado de la muestra con bomba peristaltica.
0.00 PORT.SET 6.1 Puesta en marcha del colector (parte no retenida).
10.00 ML/MIN 2.5 Flujo de trabajo.
20.00 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
140.0 CONC%B 0 Parada de la bomba A.
140.0 CONC%B 100 Bomba B: tampén acetato 10 mM pH 5.5 con 1% de o-CD
140.0 PORT.SET 6.1 Puesta en marcha del colector (CGTasa purificada).
180.0 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
240.0 CONC%B 160 Parada de la bomba B.

END




RESIDUOQ |CADENA LATERAL (CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
o L COMPLETO GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
,AminodcidoiNﬁmero Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa AbsolutaJ Relativa | Absoluta IReIativa Absoluta | Relativa
' ' - (A (%} (A (%) (A)* (%) (A)* (%) A)* (%)
ALA 1 78.52 72.8 49.61 71.7 0 0 49.61 71.7 28.91 74.8
PRO 2 59.78 44 59.78 50 0 0 59.78 50 0 0
ASP 3 2.36 1.7 0 0 1.32 2.4 1.32 1.3 1.05 2.8
THR - 4 34.77 25 8.12 10.9 18.85 69.6 26,97 26.5 7.8 20.7
SER 5 22.94 19.7 21.05 45 1.89 6 22.94 29.3 0 0
VAL -6 |.33.96 22.4 28.62 25.1 0 0 28.62 25.1 5.34 14.3
SER ) 84.8 72.8 50.12 107 16.15 51.5 66.27 84.8 18.53 48.3
ASN 8 .| .10.14 7 6.41 14,3 3.73 6.1 10.14 9.5 0 0
VAL 9 18.27 12.1 15.2 13.3 0 0 15.2 13.3 3.06 8.2
VAL 10 17.57 11.6 12.45 10.9 0 0 12.45 10.9 5.12 13.7
‘ASN 11 1.19 0.8 0.26 0.6 0 0 0.26 0.2 0.93 2.4
TYR 12 0.35 0.2 0 0 0 0 0 0 0.35 1
SER 13 0.08 0.1 0 0 0.08 0.3 0.08 0.1 0
THR 14 3.24 2.3 0.73 1 1.55 5.7 2.28 2.2 0.96 2.6
ASP 15 1.11 0.8 0.27 0.6 0.83 1.5 1.11 1.1 0.01 0
VAL 16 1.29 0.9 1.17 1 0 0 1.17 0.12 0.3
ILE 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- TYR 18 0.04 0 0.04 0 0 0 0.04 0 0 0
GLN .19 - 8.36 4,7 1.38 2.7 6.98 7.8 8.36 5.9 0 0
CILE 20 2.17 1.2 0 0 0 0 0 0 2.17 5.8
. VAL 21 - 9,61 6.3 9.61 8.4 0 0 9.61 8.4 0 0
THR 122, 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ASP 23’ 0.97 0.7 0 0 0.96 1.8 0.96 0.9 0.01 0
ARG 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PHE 25 3.57 1.8 0.27 0.2 0 0 0.27 0.2 3.29 9.3
LEU - 26 29.19 16.4 29.13 20.7 0 0 29.13 20.7 0.06 0.2
ASP 27 . 45.51 32.4 12.43 25.9 11,56 21.2 23.99 23.4 21.52 56.9
‘GLY 28 229 28.5 2.48 7.9 0 0 2.48 1.7 20.43 42.5
ASN 29 40.3 28 14.42 32.1 25.88 42.2 40.3 37.9 0 0
PRO 30 104.99 77.3 92.83 77.6 0 0 92.83 77.6 12.16 75.2
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RESIDUO |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |{CADENA LATERAL CADENA
. COMPLETO |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
' A}ninadcido 1Nlimero Absolutal Relativa | Absoluta l Relativa | Absoluta I Relativa | Absoluta |Relativa Absotuta‘ Relativa
' R lA)z (%) (A’ (%) (A (%) (AY (%) (AY {%)
SER 31- | 100.08 85.9 52.19 111.5 18.69 59.7 70.88 90.7 29.2 16.1
ASN 32 .| 217 19.2 20.41 45.4 3.62 5.9 24.04 22.6 3.67 9.7
ASN "33 | 26.39 18.3 5.73 12.8 3.64 5.9 9.37 8.8 17.02 45
PRO 34 6.49 4.8 1.48 1.2 0 0 1.48 1.2 5.01 31
THR 35 121.37 87.2 69.22 92.8 35.38 130.6 104.6 102.9 | 16.77 44.6
-GLY 36 52.79 65.7 33.01 102.2 0 0 33.01 1022 | 19.79 41.2
ASP 37 97.96 69.8 24.93 51.9 68.64 125.8 93.57 91.2 4.39 11.6
"LEU - 38 15.7 8.8 14.75 10.5 0 0 14.75 10.5 0.95 2.5
TYR 39 | 488 23 27.35 20.3 13.89 33.1 41,24 23.4 7.56 21.3
'ASP 40 12,54 8.9 2.2 4.6 10.34 19 12.54 12.2 0 0
- PRO ‘41 91.61 67.4 69.59 58.2 0 0 69.59 58.2 22.02 136.1
“THR 42 84.81 60.9 68.38 91.7 0.55 2 68.94 67.8 15.87 42.2
HIS 43 | 66.61 36.4 32,77 34,1 18.5 36.4 51.27 34.9 15.34 42.8
THR 44 103.39 74.2 66.75 89.5 18.03 66.6 84.78 83.4 18.61 49.5
SER . 45 24 20.6 17.05 36.4 6.96 2.2 24 30.7 0 0
LEU 46 | 26.18 14.7 26.18 18.6 0 0 26.18 18.6 0 0
LYS 47 40.61 20.3 8.53 7.4 32,07 67 40.61 25 0 0
LYS . 48 27.75 13.9 16.51 14.4 11.23 23.5 27.75 17.1 0 0
TYR . 49 2.4 1.1 0.65 0.5 1.75 4.2 2.4 1.4 0 0
' PHE 50 0.58 0.3 0.58 0.4 0 0 0.58 0.4 0 0
"GLY '51 | 3.23 4 2.85 8.8 0 0 2.85 8.8 0.39 0.8
GLY | 52 0.98 1.2 0 0 0 0 0 0 0.98 2
ASP " 53 -0.46 0.3 0 0 0 0 0 0 0.46 1.2
TRP 54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLN "55 58.2 32.7 18.71 36.9 38.78 43.1 57.48 40.9 0.72 1.9
GLY 56 | . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
"ILE .57 0.1 0.1 0.1 0.1 0 0 0.1 0.1 0 0
ILE ".58 12.54 7.2 12.54 9.1 0 0 12.54 9.1 0 0
ASN 59 | 56.22 39 16.08 35.8 38.51 62.8 54,59 51.4 1.63 4.3
LYS 60 20.04 10 9.19 8 10.84 22.6 20.04 12.3 0 0
ILE " 61 1.55 0.9 0 0 0 0 0 0 1.55 4.2
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RESIDUO |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
COMPLETO  |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
" Aminodcido | Nmero| Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa
i | A¥ (%) Ay (%) (A (%) (A (%) (A (%)
. ASN 62 94.54 65.6 25.36 56.4 38.44 62.7 63.8 60 30.74 81.3
. .ASP -63 | 90.8 64.7 43.34 90.2 17.23 31.6 60.56 59 30.24 79.9
- GLY T64 | 3239 40.3 22.31 69.1 0 0 22.31 69.1 10.08 21
TYR 65 8.69 4.1 8.07 6 0 0 8.07 4.6 0.62 1.8
"LEU 6 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-THR 67 46.41 33.3 31.4 42.1 1.85 6.8 33.25 32.7 13.16 35
GLY - 68 33.14 41.2 27.75 86 0 0 27.75 86 5.38 11.2
'MET - 69 - 0.08 0 0.08 0.1 0 0 0.08 0.1 0 0
GLY - 70 17.49 21.8 14.77 45.8 0 0 14.77 45.8 2.1 5.6
VAL 71 4.28 2.8 0 0 0 0 0 0 4.28 11.5
THR 72 24.67 17.7 24.58 33 0 0 24.58 24.2 0.09 0.2
ALA 73 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
"ILE .74 0 0 0 t 0 0 0 0 0 0
TRP 75 7.44 3 5.43 2.9 1.99 8.4 7.43 3.5 0.01 0
ILE 76 0.31 0.2 0 0 0 0 0 0 0.31 0.8
- SER 77 9.09 7.8 4.73 10.1 4.36 13.9 9.09 11.6 0 0
-GLN 78 0.12 0.1 0 0 0.01 0 0.01 0 0.11 0.3
PRO 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- VAL 80 0.16 0.1 0 0 0 0 0 0 0.16 0.4
GLU 81 | 17.66 10.3 2.09 3.6 15.57 20.6 17.66 13.1 0 0
ASN 82 2.61 1.8 0.73 1.6 0 0 0.73 0.7 1.88 5
ILE 83 1.29 0.7 0.07 0.1 0 0 0.07 0.1 1.22 3.3
"TYR 8 | 74 34.9 61.31 45.5 5.05 12 66.36 316 | 7.64 21.6
ALA -85 | 25.04 23.2 24.66 35.6 0 0 24.66 35.6 0.38 1
VAL - 86 53.79 35.5 26.49 23.2 0 0 26.49 23.2 27.3 73.1
LEU 87 . 11.7 6.6 10.09 7.2 0 0 10.09 7.2 1.61 4.3
PRO © 88 114.05 84 91.65 76.6 0 0 91.65 76.6 22.4 138.4
ASP .89 .| 27.36 19.5 6.78 14.1 12.92 23.7 19.7 19.2 7.66 20.2
SER 90 123 105.5 58.89 125.8 30.63 97.8 89.52 114.5 33.48 87.3
THR 91 105.99 76.1 51.64 69.2 27.28 100.7 78.92 77.6 27.07 72
PHE 92 42 21.1 31.98 19.5 0 0 31.98 19.5 10.01 28.3
54.87 68.3 29.97 02.8 0 0 29.97 92.8 24.9 51.8
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RESIDUQ  |CADENA LATERAL |(CADENA LATERAL |(CADENA LATERAL CADENA
_ : COMPLETO |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
Aminodcido |Ndmefa Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta |Relativa Absoluta | Relativa
' ; 1 (AP (%) (A) {%) (A) (%} (AY (%) (A)* (%)
GLY . 94 3.76 4.7 3.47 10.7 0 0 3.47 10.7 0.29 0.6
- SER 95 13.6 11.7 3.92 g4 9.68 30.9 13.6 17.4 0 0
THR 9% 1.39 1 0 0 0 0 0 0 1.39 3.7
SER - 97 0.06 0.1 0 0 0 0 0 0 0.06 0.2
TYR ‘98 1.96 0.9 1.5 i.1 0.46 1.1 1.96 1.1 0 0
HIS .99 6.41 3.5 3.76 3.9 0.76 1.5 4.52 3.1 1.89 5.3
GLY 100 0.49 0.6 0.43 1.3 0 0 0.43 1.3 0.05 0.1
"TYR = 101 9.37 4.4 6.09 4.5 2.83 6.7 8.93 5.1 0.45 1.3
TRP 102 12.55 5 12.55 6.7 0 0 12.55 5.9 0 0
ALA 103 0.55 0.5 0.55 0.8 0 0 0.55 0.8 0 0
ARG 104 45.61 19.2 0.75 1 44 .86 36 45.61 22.8 0 0
" ASP - 105 0.43 0.3 0.12 0.2 0.31 0.6 0.43 0.4 0 0
PHE 106 .0 G 0 ] 0 0 0 0 0 0
LYS 107 30.24 15.1 16.99 14.8 13.01 27.2 30 18.5 0.24 0.6
LYS 108, | 75.16 37.6 30.73 26.8 44.43 92.8 75.16 46.3 0 0
THR 109 | -17.62 12.7 0 0 10.76 39.7 10,76 10.6 6.86 18.3
ASN 110 1.41 1 0.61 1.4 0.8 1.3 1.41 1.3 0 0
PRO 11t 60.31 44 .4 51.99 43.5 0 0 51,99 43.5 2.32 51.4
PHE 112 27.12 13.6 26.05 15.9 0 0 26.05 15.9 1.07
PHE 113 1.34 0.7 0.25 0.2 0 0 0.25 0.2 1.08 3.1
-GLY 114 3.9 4.9 2.03 6.3 0 0 2.03 6.3 1.87 3.9
SER 115 53.22 45.7 31.73 67.8 19.89 63.5 51.62 66 1,59 4.2
PHE 116 | . 62.92 31.6 60.9 37.2 0 0 60.9 37.2 2.02 5.7
THR 117 79.18 56.9 53.24 71.4 25.17 93 78.41 77.1 0.76 2
ASP 118 39.37 28 5.25 10.9 34.12 62.5 39.37 38.4 0 0
PHE 119 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
.GLN 120 | 90.39 50.7 23.11 45.6 64.84 72.1 87.95 62.6 2.44 6.5
ASN 121 73.9 51.3 14.3 31.8 59.02 96.3 73.33 69 0.58 1.5
~ .LEU 122 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ILE 133 9.69 5.5 9.69 7 0 0 9.69 7 0 0
ALA - 124 . 58.41 84.4 0 0 58.41 84.4 5.76 14.9
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RESIDUQ |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL {CADENA LATERAL CADENA
: . COMPLETO |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
Aminodcido |Niimero Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta |Relativa Absoluta l Relativa
' (AY’ (%) (AY (%) (A (%) (A (%) (A (%)
THR 125 | 22.85 16.4 6.82 9.1 15.76 58.2 22.58 22.2 0.27 0.7
- ALA 126,10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HIS 127 54.68 29.9 28.77 29.9 18.43 36.2 47.2 32.1 7.48 20.9
ALA 128 82.81 76.8 53.87 77.8 ¢ 0 53.87 77.8 28.94 74.9
HIS 129 67.09 36.7 38.13 39.7 20.93 41.1 59.06 40.2 8.03 22.4
ASN 130 | 98.98 68.7 22.54 50.1 70.85 115.6 93.39 87.9 5.59 14.8
ILE 131 1.22 0.7 1.22 0.9 0 0 1.22 0.9 0 0
"LYS 132 2.91 1.5 1.37 1.2 1.54 3.2 2.91 1.8 0 0
VAL 133" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
" ILE 134 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ILE " 135 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
"ASP " 136 3.19 2.3 0 0 3.19 5.8 3.19 3.1 0 0
PHE 137 0.26 0.1 0.15 0.1 0 0 0.15 0.1 0.11 0.3
ALA 138 0.67 0.6 0.4 0.6 0 0 0.4 0.6 0.27 0.7
- PRO © 139 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ASN T 140 1.6 1.1 0 0 1.46 2.4 1.46 1.4 0.14 0.4
HIS ©141, 0.5 0.39 0.4 0 0 0.39 0.3 0.11 0.3
THR T142 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SER " 143 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PRO 144 2.98 2.2 2.98 2.5 0 0 2.98 2.5 0 0
ALA . 145 8.72 8.1 0.13 0.2 0 0 0.13 0.2 8.58 22.2
SER "~ 146 34.63 29.7 20.62 44 14 44,7 34.63 44.3 0 0
GLU 147 '76.97 44,7 27.41 46.6 37.96 50.1 65.38 48.6 11.59 30.8
THR 148 127.07 91.3 66.51 89.2 35.69 131.8 102.2 100.5 24,87 66.2
ASP 149 | 53.19 37.9 26.42 55 26.76 49.1 53.19 51.8 0 0
. PRO 150 69.01 50.8 60.51 50.6 0 0 60.51 50.6 8.5 52.5
THR 151 112.69 80.9 60.69 81.4 36.49 134.8 97.19 95.6 15.5 41.2
TYR 152 | 6522 30.8 48.28 35.9 16.93 40.3 65.21 36.9 0 0
ALA . 153 120,82 19.3 1.95 2.8 0 0 1.95 2.8 18.87 48.8
GLU 154 18.9 11 9.57 16.2 9.34 12.3 18.9 14 0 0
" 7.86 3.5 0.38 0.8 7.48 12.2 7.86 7.4 0 0
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RESIDUO |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
: COMPLETO GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIFAL
 Aminodcido IN.j.’tmero Absoluta l Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta [Relativa Absoluta I Relativa
B (A)* (%} Ay (%) (A)° (%) (A (%) (AY {%)
GLY 156 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
" ARG 157 76.01 31.9 17.44 23 58.25 46.8 75.69 37.8 0.33 0.9
LEU 158 0.24 0.1 0.24 0.2 0 0 0.24 0.2 0 0
TYR . 159 31.98 15.1 18.55 13.8 13.43 32 31.98 i8.1 0 0
" ASP T 160 | 42.23 30.1 8.88 18.5 31.17 57.1 40.05 39 2.17 5.8
ASN 161 ' B3.6 58 20.42 45.4 50.76 R2.8 71.18 67 12,42 32.8
GLY 162 41.66 51.8 20.64 63.9 0 0 20.64 63.9 21.02 43.7
VAL 163 | 101.63 67.1 101.33 88.8 0 0 101.33 88.8 0.3 0.8
LEU 164 87.19 48.9 64.21 45.6 0 Q 64.21 45.6 22.98 61.1
LEU 165 37.72 21.1 18.86 13.4 0 0 18.86 13.4 18.87 50.2
GLY 166 16.89 21 16.82 52.1 0 0 16.82 52.1 0.06 0.1
GLY 167 8.78 10.9 1 3.1 0 0 1 3.1 7.78 16.2
TYR 168 - 11.14 5.3 8.03 6 3.11 7.4 11.14 6.3 0 0
THR ‘169 38.87 27.9 30.35 40,7 0 0 30.35 29.9 8.53 22,7
ASN "~ 170 25.52 18.2 4,29 8.9 2.2 4 6.49 6.3 19.04 50.3
ASP 17 125.02 86.8 32.14 71,5 74.89 122.2 107.02 100.7 18 47.6
THR 172 117.19 84.2 65.94 88.4 19.67 72.7 85.62 84.2 31.57 84
ASN . 173 94.6 65.7 7.49 16.7 69.33 113.1 76.82 72.3 17.78 47
GLY 174 23.3 29 22.62 70.1 0 0 22.62 70.1 0.68 1.4
TYR 175 26.87 12.7 4.67 35 22.2 52.9 26.87 15.2 0 0
PHE 176 4.85 2.4 0.08 0 0 0 0.08 0 4.77 13.5
HIS - 177 12.05 6.6 9.45 9.8 2.6 5.1 12.05 82 0 0
HIS 178 67.77 37.1 41.31 43 0.96 1.9 42.27 28.8 25.49 71
TYR 179 78.29 36.9 46.46 34.5 22.35 53.2 68.8 39 9.48 26.8
GLY 180 46.98 58.5 38.27 118.6 0 0 38.27 118.6 8.7 18.1
GLY 181 .| 41,74 51.9 14.58 45.2 0 0 14.58 45.2 27.17 56.5
THR 182. 15.36 11 0.4 0.5 0 0 0.4 0.4 14,95 39.8
ASN 183 106.27 73.8 41.74 92.8 46.52 75.9 88.26 83.1 18.01 47.6
PHE 184 | 71.39 35.8 48.42 29.5 W 0 48.42 29.5 22.97 64.9
.- SER . 185 84.96 72.9 47 100.4 6.95 22.2 53.96 69 31.01 80.8
© - SER 186 43.93 37.7 35.01 74.8 0 0 35.01 44 8 8.92 23.2
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RESIDUO  |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
: _ COMPLETO  |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
. Aminodcido INl_imero Absolutal Relativa | Absoluta I Relativa | Absoluta I Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa
(A)° (%) (A) (%) (A (%) (A (%) (A)° (%)
TYR 187" | 49.46 23.3 35.5 26.4 6.99 16.7 42.5 24.1 6.96 19.7
GLU 188 | - 8.68 5 39 6.6 4.19 5.5 8.09 6 0.59 1.6
ASP 189 | 3.32 2.4 0.51 1.1 2.81 5.2 3.32 " 3.2 0 0
GLY 190 4.91 6.1 3.84 11.9 0 0 3.84 11.9 1.06 2.2
ILE 191 2.81 1.6 2.55 1.9 0 0 2.55 1.9 0.25 0.7
TYR 192 5.58 2.6 4.63 3.4 0.95 2.3 5.58 3.2 0 0
ARG 193 64.17 27 7.32 9.7 54.68 43.9 62.01 30.9 2.16 5.8
"ASN ©194 8.79 6.1 0.28 0.6 8.5 13.9 8.77 8.3 0.02 0.1
LEU © 195 3.03 1.7 2.79 2 0 0 2.79 2 0.24 0.6
PHE 196 | '112.5 56.4 99.42 60.7 0 0 99.42 60.7 13.08 37
ASP - 197 | 53.58 38.2 37.19 77.4 15.82 29 53.01 51.7 0.58 L5
LEU - 198 1.05 0.6 1.04 0.7 0 0 1.04 0.7 0.01 0
ALA 199 | 0.24 0.2 0.24 0.3 0 0.24 0.3 0 0
ASP 200 2.34 1.7 0.23 0.5 2.11 3.9 2.34 2.3 0 0
LEU 201 0.06 0 0 0 0 0 0 0 0.06 0.1
ASP 202 24.34 17.3 3.79 7.9 20.55 37.7 24.34 23.7 0 0
GLN 203" 11.4 6.4 3.68 7.2 7.15 8 10.82 7.7 0.57 1.5
GLN S 204 | 23.38 13.1 13.2 26 1.61 1.8 14.8 10.5 8.57 22.8
ASN 205 | 28.72 19.9 12.35 27.5 16.31 26.6 28.66 27 0.06 0.1
SER =206 56.05 48.1 36.65 78.3 13.47 43 50.12 64.1 5.94 15.5
-THR 2071 60.72 43.6 25.13 33.7 33.49 123.7 58.63 57.7 2.09 5.6
ILE 208 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- ASP 209 4.66 3.3 0.67 1.4 3.99 7.3 4.66 4.5 0 0
SER 210 61.46 52.7 36.57 78.1 22.69 72.4 59.26 75.8 2.21 5.7
TYR 211 1.77 3.7 7.11 5.3 0 0 7.11 4 0.66 1.9
LEU 212 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LYS 213 | 3411 17 19.18 16.7 14.74 30.8 33.92 20.9 0.19 0.5
SER 214 49.08 42.1 39.51 84.4 2.74 8.8 42.25 54.1 6.82 17.8
ALA 215 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ILE 216 | 04 0.2 0.4 0.3 0 0 0.4 0.3 0 0
'59.23 29.6 48.72 42.5 10.28 215 59 36.3 0.23 0.6

LYS - 217

T oxauy

691



RESIDUO {CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
~ COMPLETO  |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
© Aminodcidoe |-Nzimem Absoluta| Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta IRelativa Absoluta | Relativa

' - (A)* (%) (A (%) (AY (%) (Ay (%) (A) (%)
LEU 218 32.17 18 30.13 21.4 0 0 30.13 21.4 2.04 5.4
TRP 219 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LEU 220 3.33 1.9 0.03 0 0 0 0.03 0 3.3 8.8
ASP 221 | 98.43 70.1 30.34 63.1 39.39 72.2 69.73 68 28.7 75.9
MET 222, | 29.54 15.3 20.18 12.9 0 0 20.18 12.9 9.36 24.9
GLY 223 21.65 26.9 20.24 62.7 0 0 20.24 62.7 1.41 2.9
ILE 24 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ASP 225 | 4.35 3.1 0 0 4.35 8 4.35 4.2 0 0
GLY 226 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

-~ ILE 227. 0.48 0.3 0.48 0.3 0 0 0.48 0.3 0 0
ARG 228 |. 0.62 0.3 0 0 0.62 0.5 0.62 0.3 0 0
"MET 229 0.07 0 0.07 0 0 0 0.07 0 0 0
ASP 230 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ALA "231- | 0.28 0.3 0.28 0.4 0 0 0.28 0.4 0 0
VAL 232 0.71 0.5 0 0 0 0 0 0 0.71 1.9
LYS 233 42.41 21.2 35.02 30.6 6.15 12.8 41.16 25.3 1.25 3.3
HIS 234 | °5.99 3.3 5.16 5.4 0.27 0.5 5.44 3.7 0.55 1.5
"MET 235 | 0.5 0.3 0 0 0 0 0 0 0.5 1.3

- ALA 236 8.51 7.9 8.32 12 0 0 8.32 12 0.19 0.5
- PHE 237 26.07 13.1 21.83 13.3 0 0 21.83 13.3 4.24 12
GLY 238 1.96 2.4 1.53 4.7 0 0 1.53 4.7 0.43 0.9
TRP 239 2.56 1 2.56 1.4 0 0 2.56 1.2 0 0

. GLN 240 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LYS - 241 17.91 8.9 5.09 4.4 12.82 26.8 17.91 11 0 0
ASN 242 0.67 0.5 0.02 0 0.26 0.4 0.28 0.3 0.39 1
PHE 243 | (.48 0.2 0.48 0.3 0 0 0.48 0.3 0 0
MET = 244 0.86 0.4 0.86 0.6 0 0 0.86 0.6 0 0
ASP 245 |- 6.85 4.9 0.04 0.1 6.74 12.4 6.79 6.6 0.06 0.2
SER - 246 22.05 18.9 18.67 39.9 1.49 4.8 20.16 25.8 1.89 4.9

. ILE 247 0.19 0.1 0.19 0.1 0 0 0.19 0.1 0 0
- LEU 248, 8.35 4.7 5.15 3.7 0 0 5.15 3.7 3.2 8.5
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MET 279

RESIDUG |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
. ~ COMPLETO GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIFPAL
" Aminodcido |Nﬂmero Absoluta l Relativa | Absoluta l Relativa | Absoluta [ Relativa | Absoluta ]Relativa Absoluta I Relativa
: (A (%) (AY {%) (A (%) (A (%) (A)* (%)
SER 249 | 53.44 45.9 22.62 48.3 0.13 0.4 22.75 29.1 30.69 80
TYR C 250 | 97.12 45.8 54,2 40.3 17.97 42.8 72.18 40.9 24.95 70.4
. ARG 251 75.64 31.8 55.66 73.4 19.98 16.1 75.64 37.8 0 0
_PRO . 252 46.74 34.4 39.78 33.2 0 0 39.78 33.2 6.96 43
VAL 253 |- 2.05 1.4 0 0 0 0 0 0 2.05 5.5
PHE = 254 -12.79 6.4 12.79 7.8 0 0 12,79 7.8 0 0
THR - 255 6.73 4.8 0.7 0.9 0 0 0.7 0.7 6.03 16
PHE 256 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLY 257 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLU . 258 5.7 3.3 0.77 1.3 4.08 5.4 4,85 3.6 0.85 2.3
TRP 259 1.07 0.4 0.35 0.2 0.09 0.4 0.43 0.2 0.63 1.7
TYR 260 | 63.19 29.8 28.71 21.3 30.62 72.9 59.33 33.6 3.86 10.9
LEU 261 1.95 1.1 1.95 1.4 0 0 1.95 1.4 0 0
GLY 262 13.32 16.6 11.54 35.8 0 0 11.54 35.8 1.77 3.7
" "THR 263 .78.63 56.5 30.81 41.3 26.15 96.6 56.96 56 21.67 571.7
ASN 264 119.27 82.8 34 75.6 57.21 93.4 91.2 85.8 28.07 74.2
GLU - 265 72.35 42 39 66.2 30.75 40.6 69,75 51.8 2.6 6.9
VAL 266~ 92.01 60.7 67.39 59 0 0 67.39 59 24.62 66
ASP 267 '23.41 16.7 9.88 20.6 12.44 22.8 22,31 21.7 1.09 2.9
PRO 268 108.8 80.1 103.44 86.5 0 0 103.44 86.5 5.36 33.1
ASN 269 52.23 36.3 2.08 4.6 49.04 80 51.12 48.1 1.11 2.9
ASN 270 | 4.95 3.4 0.24 0.5 4,71 1.7 4,95 4.7 0 0
THR 271 21.77 15.6 18.16 24.3 3.61 13.3 21.77 21.4 0 0
TYR 272 | :1105.24 49.6 83.66 62.2 21.26 50.6 104,93 59.4 0.31 0.9
" PHE 273 1.9 1 1.9 1.2 0 0 1.9 1.2 0 0
ALA 274 9.52 8.8 2.65 3.8 0 0 2.65 3.8 6.87 17.8
ASN 275 22.27 15.5 0.77 1.7 14.24 23.2 15.01 14.1 7.26 19.2
GLU 276 42.51 24,7 8.99 15.3 31.98 42.2 40,97 30.4 1.54 4.1
SER 277 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLY - 278 15.13 18.8 2.88 . 8.9 0 0] 2.88 8.9 12.25 25.5
10.27 5.3 2,74 1.8 0 0 2.74 1.8 7.54 20

I oxPuy

[L1



RESIDUO CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
_ . Co COMPLETO GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
" Aminodcido INﬁmem Absoluta l Relativa | Absoluta l Relariva | Absoluta I Relativa | Absoluta lRelativa Absoluta | Relativa
' (A (%) (A (%) (A (%} (A (%) (A (%)
SER 280 11,23 9.6 8.27 17.7 2.16 6.9 10.43 13.3 0.8 2.1
LEU . 281 1.37 0.8 1.37 1 0 0 1.37 1 0 0
LEU . 282 7.33 4.1 3.35 2.4 0 0 3.35 2.4 3.98 10.6
ASP 283 0.71 0.5 0.58 1.2 0.12 0.2 0.7 0.7 0 0
PHE 284 6.53 3.3 4.06 2.5 0 (] 4.06 2.5 2.46 7
ARG 285 - 20.76 8.7 11.11 14.6 6.75 5.4 17.86 8.9 2.9 7.7
PHE 286 0 0 0 0 0 ] 0 0 0 0
ALA 287 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLN 288 18.85 10.6 2.9 5.7 14.61 16.3 17.51 12.5 1.34 3.6
LYS 289 26,32 13.2 18.2 15.9 7.17 15 25.37 15.6 0.95 2.5
VAL - 290 0 0 0 0 0 0 0 ] 0 0
ARG 291 23,68 10 2.52 3.3 21.17 17 23.68 11.8 0 0
GLN 292 13.94 7.8 4.89 9.6 8.83 9.8 13.72 9.8 0.22 0.6
VAL 293 4,23 2.8 0 0 0 0 0 0 4.23 i1.3
PHE 294 14,65 7.4 3.1 1.9 0 0 3.1 1.9 11,55 32.6
ARG 295 0| 49.37 20.7 5.81 7.7 18.47 14.8 24.29 12.1 25.08 66.7
ASP - 296 65.75 46.8 23 47.9 25.63 47 48.63 47.4 17.12 45.3
~ASN 297 111.41 77.3 32.65 72.6 59.92 97.8 92.58 87.1 18.83 49.8
THR 298 87.39 62.8 60.41 81 2.29 8.5 62.7 61.7 24.68 65.7
ASP 299 35.73 254 11.18 23.3 23.4 42.9 34.58 33.7 1.16 3.1
THR . 300 ) 38.24 27.5 30.81 41.3 7.42 27.4 38.24 37.6 0 0
MET 301 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TYR 302 1 116.99 55.2 83.36 61.9 25.39 60.4 108.74 61.6 8.25 233
GLY . 303 10.07 12.5 9.16 28.4 0 0 9.16 28.4 0.91 1.9
LEU 304 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
" ASP 305 .| 20.39 14.5 1.18 2.5 19.2 35.2 20,39 19.9 0 ¢
SER 306 60.04 51.5 50.34 107.5 7.53 24 57.87 74 2.18 5.7
MET 307 11.72 6 11.07 7.1 0 0 11.07 7.1 0.65 1.7
_ ILE 308 4,54 2.6 3.76 2.7 0 0 3.76 2.7 0.77 2.1
_GLN 309 81.58 458 38.91 76.7 35.28 39.3 74.19 52.8 7.39 19.6
SER 3.10 48.47 41.6 41.69 89 6.04 19.3 47.73 61.1 0.74 1.9
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PRO 341

32.69 24.1

RESIDUO  |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
COMPLETO  |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
© Aminodcido INﬁmem Absoluta| Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta lRelativa Absoluta | Relativa
' 1A {%) (AY* (%) (AY* (%) (AY’ {%) (A)* (%)
THR 311 | "0.28 0.2 0.28 0.4 0 0 0.28 0.3 0 0
ALA 312 |- 56.6 52.5 35.81 51.7 0 0 35.81 51.7 20.79 53.8
ALA 313, | 85.45 79.2 56.42 81.5 0 0 56.42 81.5 29.03 75.1
ASP 314- | 49.85 35.5 9.89 20.6 36.99 67.8 46.89 45.7 2.97 7.8
TYR 315 8.94 4.2 1.17 0.9 2.56 6.1 3.72 2.1 5.22 14,7
ASN 316 | 56.99 39.6 7.95 17.7 28.12 45.9 36.07 33.9 20.93 55.3
PHE 317 17.67 8.9 15.72 9.6 0 0 15.72 9.6 1.94 5.5
ILE 318 | 44.65 25.5 44.65 32.4 0 0 44.65 32.4 0 0
ASN 319-| 8.59 6 0.64 1.4 7.86 12.8 8.5 8 0.09 0.2
ASP 320 11.41 8.1 5.94 12.4 5.47 10 11.41 11.1 0 0
MET =~ 321 -| 4.25 2.2 425 2.7 0 0 4.25 2.7 0 0
VAL - 322 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
THR 323 | 0.31 0.2 0 0 0.3 1.1 0.31 0.3 0 0
PHE . ~ 324 | 506 2.5 5.06 3.1 0 0 5.06 3.1 0 0
ILE 325 7.66 4.4 6.55 4.7 0 0 6.55 4.7 1.11 3
ASP 326 4.23 3 0.04 0.1 2.48 4.6 2.53 2.5 1.71 4.5
"ASN . 327 9.05 6.3 2.12 4.7 6.74 11 8.86 8.3 0.18 0.5
HIS 328 | - 6.57 3.6 6.57 6.8 0 0 6.57 4.5 0
" ASP 329 46.3 33 16.73 34.8 6.61 12.1 23.35 22.8 22.95 60.7
MET 330 17.32 8.9 17.32 11.1 0 0 17.32 11.1 0 0
'ASP 331 | - 522 37.2 7.41 15.4 41.26 75.6 48.67 47.4 3.52 9.3
ARG 332 2.58 1.1 1.26 1.7 1.32 1.1 2.58 1.3 0 0
PHE 333 | .5.45 2.7 2.24 1.4 0 0 2.24 1.4 3.21 9.1
TYR 33¢ | 37.69 17.8 19.99 14.8 16.28 38.8 36.27 20.5 1.42 4
THR 335 86.74 62.3 48.88 65.5 11.18 41.3 60.06 59.1 26.68 71
"GLY 336 | 36.88 45.9 21.41 66.3 0 0 21.41 66,3 15.47 32.2
GLY 337 .| 65.63 81.7 40.13 124.3 0 0 40.13 1243 | 25.49 53
SER 338 59.82 51.3 34.02 72.6 10.32 32.9 44.34 56,7 15.48 40.3
THR 339 .| .39.08 28.1 17.85 23.9 17.91 66.1 35.75 35.2 3.33 8.9
ARG 340 | 46.16 19.4 11.85 15.6 32.89 26.4 44.74 22.3 1.42 3.8
32.69 27.3 0 0 32.69 27.3 0 0
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RESIDUG  |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |(CADENA LATERAL CADENA
o COMPLETO GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
Aminodcido I'Nqiméro Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta lRelan‘va Absoluta l Relativa
' (AY (%) (A)* (%) (A)* (%) (A {%) (Ay* (%)
VAL 342 3.21 2.1 3.11 2.7 0 0 3.11 2.7 0.11 0.3
GLU 343 "5.34 3.1 0.12 0.2 5.22 6.9 5.34 4 0 0
GLN 344 1.5 0.8 0 0 1.5 1.7 1.5 1.1 0 0
ALA - 345 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LEU 346 2.65 1.5 2.65 1.9 0 0 2.65 1.9 0 0
ALA . 347 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PHE 348 0.75 0.4 0.75 0.5 0 0 0.75 0.5 0 0
THR 349 2.98 2.1 2.77 3.7 0 0 2.77 2.7 0.2 0.5
LEU 350 0.53 0.3 0.31 0.2 0 0 0.31 0.2 0.22 0.6
THR 351 -0.32 0.2 0.32 0.4 0 0 0.32 0.3 0 0
SER o382 | 0.23 0.2 0.04 0.1 0.04 0.1 0.08 0.1 0.16 0.4
ARG . 353 : 7.28 3.1 5.98 7.9 0.73 0.6 6.71 3.3 0.58 1.5
“GLY ‘35.4 0.05 0.1 0 0 0 0 0 0 0.05 0.1
" VAL - 355 0.16 0.1 0.16 0.1 0 0 0.16 0.1 0 0
PRO C 35 .] - 0.5 0.4 (.5 0.4 0 0 0.5 0.4 0 0
ALA -357 . 5.05 4.7 2.04 3 0 0 2.04 3 3.01 7.8
ILE '_358 4.47 2.6 4,47 3.2 0 0 4.47 3.2 0 0
TYR 359 2.82 1.3 0 0 0 0 0 0 2.82 8
- TYR - 360. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-GLY 361 -0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
THR 362 8.59 6.2 6.31 8.5 0.49 1.8 6.8 6.7 1.8 4.8
GLU 363 . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLN .364 | 21.37 12 0.92 1.8 4,21 4.7 5.13 3.7 16.23 43.2
TYR - 365 46.3 21.8 37.93 28.2 0.56 1.3 38.49 21.8 7.81 22,1
MET 366 | 10.96 5.7 8.64 5.5 0 0 8.64 5.5 2.32 6.2
THR ' 367 71.18 51.1 22.28 29.9 31.56 116.5 53.84 53 17.34 46.1
GLY 368 11.95 14.9 10.05 31.1 0 0 10.05 31.1 1.9 4
ASN 369 88.69 61.6 22,72 50.5 46.99 76.7 69.71 65.6 18.98 50.2
GLY 370 21.03 26.2 21.03 65.2 0 0 21.03 65.2 0 0
ASP 371 60.39 43 15.06 31.3 18.32 33.6 33,38 32.5 27.01 71.4
_PRO 372 - 0.23 0.2 0 0 0.23 0.2 0 0

-0.23 0.2
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ALA 403

RESIDUO CADENA LATERAL [CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
: o COMPLETG GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
- Aminodcido |'Nti_mer'o Absoluta | Relativa | Absoluta I Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta |Relativa Absoluta | Relativa

B ' (A (%) (AY (%) (AY* (%) (AY (%) (A)* (%)
TYR 373 103.73 48.9 77.17 57.3 22.92 54.6 100.09 56.7 3.64 10.3
ASN 374 0.01 0 0 0 0 0 0 0 0.01 0

. ARG 375 1.94 0.8 0.89 1.2 1.05 0.8 1.94 i 0 W]
"ALA 376 | 30.12 27.9 25,99 43.3 0 0 29.99 43.3 0.13 0.3
MET 317 - 34.06 17.6 27.24 17.5 0 0 27.24 17.5 6.82 18.1
MET 378 11.49 5.9 0.04 O 0 0 0.04 1] 11.45 30.4
THR 379 87.01 62.5 58.37 78.3 0.05 0.2 58.42 57.5 28.59 76.1
SER 380 48.23 41.4 41.65 88.9 6.58 21 48.23 61.7 0 0
PHE 381 64.95 32.6 41.99 25.6 0 0 41.99 25.6 22.96 64.9
_ASP 382 _ "61.76 44 31.49 65.5 30.02 55 61.51 60 0.25 0.7
THR 383 68.41 49.1 29,25 39.2 30.08 111.1 59.33 58.4 9.09 24.2
THR ' 3_841 113.24 81.3 77.39 103.7 20.53 75.8 97.92 96.3 15.32 40.8
THR 385 19.88 14.3 19.68 26.4 0 0 19.68 19.4 0.2 0.5
THR 386 42,59 30.6 11.77 15.8 28.84 106.5 40.6 39.9 1.99 5.3
ALA 387 - 0.28 0.3 0.28 0.4 0 0 0.28 0.4 0 0
TYR 388 . 4.63 2.2 2.17 1.6 2.46 5.8 4.63 2.6 0 0
ASN 389 35.55 24.7 9.38 20.9 26.17 42.7 35.55 33.5 0 0
VAL 390 0 0 0 0 0 0 0 ¢] 0 0

. ILE ) 391 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LYS 392 96.62 48.3 43.4 37.9 4931 103 92.72 57.1 3.9 10.4
LYS 393 83.78 41.9 53.6 46.8 23.83 49.8 77.43 47.6 6.35 16.9
LEU 394" 0.28 0.2 0.04 0 0 0 0.04 0 0.24 0.6
ALA 395 3.97 3.7 0.09 0.1 0 0 0.09 0.1 3.88 10
PRO 396 62.26 45.8 60.25 50.4 0 0 60.25 50.4 2.01 12.4
LEU 397 . 12.55 7 12.55 8.9 0 0 12.55 8.9 ¢ 4]
ARG . 398 1.15 0.5 0 0 0.05 0 0.05 0 1.1 2.9
. LYS 399 58.79 29.4 42.91 37.4 3.33 7 46.24 28.5 12.55 33.4
SER 400 | 58.94 50.6 48.05 102.6 1.52 4.9 49.57 63.4 9.37 24.4
ASN 401 0.23 0.2 0 0 0 0 0 0 0.23 0.6
PRO 402" 2.66 2 2.66 2.2 0 0 2.66 2.2 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0,
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RESIDUG  |CADENA LATERAIL. |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
. COMPLETO |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
. Aminedcido |'Nlirﬁerb Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta ] Relativa | Absoluta |Relativa Absoluta | Relativa
- o (A)* (%) (AY* (%) (AY (%) (A)* (%) (A)* (%)
ILE 404 " 0.84 0.5 0.84 0.6 0 0 0.84 0.6 0 0
ALA 405 0.8 0.7 0.8 1.2 0 0 0.8 1.2 0 0
TYR 406 11.46 5.4 0.08 0.1 0 0 0.08 0 11.38 32.1
GLY 407 4,26 5.3 0.79 2.4 0 0 0.79 2.4 3.48 7.2
THR 408 95.89 68.9 83.56 112 12.05 44.5 05.61 04 0.28 0.8
GLN 409 28.99 16.3 8.57 16.9 1.48 1.6 10.04 7.1 18.95 50.4
“LYS . 410 109 54,5 71.57 62.4 37.04 77.4 108.61 66.8 (.39 1
GLN 411 64.03 35.9 4.8 9.5 48.37 53.8 53.17 37.8 10.87 28.9
ARG 412 55.9 23.5 3.73 4,9 39.02 31.3 42,75 21.3 13.15 35
TRP 413 48.55 19.5 41,55 22.2 7 29.5 48.55 23 0 0
LE - 414 '} 36.08 20.6 18.56 13.5 0 0 18.56 13.5 17.52 47.1
ASN 415 32.47 22.5 26.23 58.3 6.24 10,2 32.47 30.6 0 0
ASN 416 | 83.87 58.2 20.52 45.6 61.03 99.6 81.54 76.7 2,32 6.1
ASP - 417 .16.24 11.6 0.37 0.8 15.63 28.7 16 15.6 0.24 0.6
VAL 418 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TYR 419 1.93 0.9 0.93 0.7 1 2.4 1.93 1.1 0 0
ILE - 420 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
"TYR 421 .| 1.27 0.6 1.27 0.9 0 0 1.27 . 0 0
GLU 422 2.32 1.3 0.11 0.2 1.38 1.8 1.5 1.1 0.82 2.2
ARG 423 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLN 424 73.52 41.3 6.48 12.8 61.66 68.6 68.14 48.5 5.38 14.3
PHE 425 13.49 6.8 13.49 8.2 0 0 13.49 8.2 0 0
GLY 426 129,97 37.3 17.51 54.2 0 0 17.51 54.2 12.45 25.9
ASN 427 86.51 60 14.33 32.3 70.07 114.3 84.6 79.6 1.92 5.1
ASN . 428 . 0.4 0.3 0 0 0.4 0.6 0.4 0.4 0 0
YAL 429 | 1.18 0.8 1.18 1 0 0 1.18 | 0 0
ALA 430 - 0.27 0.3 0.27 0.4 0 0 0.27 0.4 0 0
LEU 431 0 0 0 0 0 0 0 G 0 0
VAL . 432 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ALA 433 | . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ILE 434 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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RESIDUO  |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
_ ; COMPLETO  |GRUPO NO POLAR | GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
- Aminodcido | Ndmero| Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa
’ - (AY (%) (A)° (%} (AY (%) (AY’ (%) (A (%)
ASN 435 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. ARG 436 | 36.87 15.5 12.2 16.1 12.96 104 2516 126 | 117 311
ASN 437-| 37.29 259 7.08 15.8 3021 49.3 3729 351 0 0
LEU 438 | 80.1 44.9 | 54.26 38.5 0 0 5426  38.5 | 25.84 68.7
" SER 439 | 9986 857 | 4576 97.7 2588 826 71.64 917 | 28.22 73.5
THR 440 | 5504 395 31.36 42 23.68  87.5 55.04  54.1 0 0
SER 441 56 48.1 19.53 41.7 1402 447 33.55 429 | 2245 58.5
TYR 442 | 51.88 245 | 36.33 27 1426  33.9 50.58  28.6 1.3 3.7
TYR . 443 | 14238  67.2 | 9579 71.2 28.4 67.6 124.19 703 18.2 51.4
ILE 444 .1.05 0.6 0.01 0 0 0 0.01 0 1.04 2.8
THR 445. | 59.64 428 | 22.86 30.6 29.26 108 5212 513 | 7.52 20
GLY 446 | 5857 729 | 3432 106.3 0 0 3432 1063 | 24.25 50.4
LEU 447 | 2.18 1.2 0.8 0.6 0 0 0.8 0.6 1.38 3.7
TYR 48 | 1072 50.6 | 70.23 52.2 35.61  84.8 105.84 599 | 1.36 3.8
'THR - 449 | 10.33 7.4 0 0 0 0 0 0 10.33 27.5
ALA 450 | 42.66  39.5 | 26.34 38 0 0 26.34 38 16.32 422
LEU 451 4 22 0 0 0 0 0 0 4 10.6
PRO 452 | 52.89 389 | 52.89 44.2 0 0 5289 44.2 0 0
ALA 453 | 61.87  57.3 30.47 44 0 0 30.47 44 31.4 81.2
GLY 454 | 3012 375 | 2837 87.9 0 0 2837 879 | 175 3.6
THR 455 | 97.01  69.7 52.81 70.8 16.42  60.6 69.23 681 | 27.78 73.9
TYR 456 | 26.14 123 | 23.01 17.1 3.12 7.4 26.14  14.8 0 0
SER 457 | 7936  68.1 35.78 76.4 33.52 107 69.3 887 | 10.05 26.2
ASP 458 | 14.81 10.6 3.34 7 0 0 3.34 3.3 11.47 30.3
MET 459, | 6223 321 45.47 29.1 0 0 4547 291 | 16.76 44.6
LEU 460 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLY 461 | 60.76 756 | 29.61 91.7 0 0 2061 917 | 3115 64.8
GLY 462 -| 3357  41.8 15.23 47.2 0 0 1523 472 | 18.35 38.2
"LEU - 463 | 3475 307 | 43.36 30.8 0 0 43.36 308 | 11.38 30.3
LEU 464 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
" ASN 465 | 83.21 57.8 15.99 35.6 5588 91.2 71.87 676 | 11.34 30
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RESIDUO CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
. ) _ . COMPLETO GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
" Aminodcido |N1imer0‘ Absoluta | Relativa | Absoluta l Relativa | Absoluta l Relativa | Absoluta IRelativa Absoluta | Relativa
S (AY’ (%) (A (%) (A (%) (AY’ (%) (AY (%)
GLY - 466 9.16 11.4 ] 0 0 0 0 0 9.16 19.1
SER . 467 | 73.86 63.4 33.87 72.3 38.9 124.2 72,77 93.1 1.09 2.8
SER 468 56.56 48.5 17.86 38.1 19.43 62 37.3 47.7 19.26 50.2
‘ILE - 469 9.32 5.3 9.2 6.7 0 0 9.2 6.7 0.12 0.3
THR 470 67.1 48.2 46.27 62 18.79 69.4 65.06 64 2.04 5.4
VAL ‘ 471. 541 3.6 0 0 0 0 0 0 5.41 14.5
SER ' 472 | 45.21 38.8 43.9 93.8 0.06 0.2 43.97 56.3 1.24 3.2
* SER C 473 116.39 99.9 43.97 93.9 37.75 120.5 81.72 104.6 34.67 50.4
ASN " 474 103.2 71.6 47.1 104.8 39.98 65.2 87.08 82 16.12 42.6
- -GLY 475 10.09 12.6 9.04 28 0 0 9.04 28 1.08 2.2
SER . 476 26.36 22.6 16.77 35.8 8.79 28.1 25.56 32.7 0.8 2.1
VAL 477 7.64 5 0.03 0 0 ] 0.03 0 7.61 20.4
- THR 478 -} 78.87 56.6 63.47 85.1 11.98 44.2 75.45 74.2 3.42 9.1
PRO 479 67.6 49.8 50.19 41.9 0 0 50.19 41.9 17.41 107.6
PHE 480 32,27 16.2 32.27 19.7 0 0 32.27 19.7 0 0
THR 481 80.44 57.8 41.6 55.8 19.08 70.5 60.69 59.7 19.76 52.6
LEU 482 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ALA . 483 "31.46 29.2 31.46 45.4 0 0 31.46 45.4 0 0
PRO . 484 51.74 38.1 42,85 35.8 0 0 42.85 35.8 8.89 54.9
GLY 485 0.76 i 0.76 2.4 0 0 0.76 2.4 0 0
"GLU . 486 7.98 4.6 0.01 0 7.97 10.5 7.98 5.9 0 0
VAL 487 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ALA 488 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
"_VAL 489 0.18 0.1 0.18 0.2 0 0 0.18 0.2 0 0
TRP . 490 1.43 0.6 1.43 0.8 0 0 1.43 0.7 0 0
GLN 491. .39.33 22.1 0.33 0.6 23.85 26.5 24,18 17.2 15.15 40.3
TYR 492 71.84 339 43.73 32.5 28.11 66.9 71.84 40.7 o 0
YAL .493 ' 63 41.6 42.31 37.1 0 0 42.31 37.1 20.69 55.4
SER 494 14,74 12.6 0 0 6.77 21.6 6.77 8.7 7.97 20.8
THR . 495 140.95 101.2 87.66 117.5 23.4 86.4 111.06 109.2 29.89 79.5
THR _-486 | 100.08 71.9 64.05 85.9 34.67 128 98.72 97.1 1.36 3.6
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RESIDUOQ [CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
,. : o COMPLETO |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
- Aminodcido |Ntirhem Absolita | Relativa | Absoluta I Relativa | Absoluta ] Relativa | Absoluta IRelativa Absoluta | Relativa
. : (A (%) (A (%) (AY* (%) (A)* (%) (AY* (%)
ASN 497 36.97 25.7 3.97 8.8 11.1 18.1 15.08 14.2 21.9 57.9
PRO 498 65.07 47.9 65.07 54.4 0 0 65.07 54.4 0 0
PRO - 499 | 6.39 4.7 2.48 2.1 0 0 2.48 2.1 3.91 24.2
LEU 500 | 27.26 15.3 27.26 19.4 0 0 27.26 19.4 0 0
ILE 501 4.32 2.5 0 0 0 0 0 0 4.32 11.6
GLY - 502 3.45 4.3 3.23 10 0 0 3.23 10 0.23 0.5
HIS 503 1.69 0.9 1.69 1.8 0 0 1.69 1.1 0 0
VAL 504 0.19 0.1 0 0 0 0 0 0 0.19 0.5
GLY 505 2.86 3.6 2.76 8.6 0 0 2.76 8.6 0.09 0.2
PRO 506 14.37 10.6 14.37 12 0 0 14.37 12 0 0
THR 507 | 23.47 16.9 7.43 10 11.8 43.6 19.23 18.9 4.24 11.3
MET 508 5.45 2.8 3.04 1.9 0 0 3.04 1.9 2.41 6.4
THR 509 | 0.95 0.7 0.83 1.1 0 0 0.83 0.8 0.12 0.3
LYS © 510 15.77 7.9 15.77 13.8 0 0 15.77 9.7 0 0
" ALA 511 47.6 44.1 23.89 34.5 0 0 23.89 34.5 23.71 61.3
"GLY C 512 54.16 67.4 33.03 102.3 0 0 33.03 1023 | 21.13 44
GLN 513 | 34.43 19.3 27.72 54.7 6.7 7.5 34.43 24.5 0 0
THR 514 | 39.1 28.1 25.06 33.6 1.58 5.8 26.64 26.2 12.45 33.1
ILE 515 | 0.43 0.2 0.43 0.3 0 0 0.43 0.3 0 0
THR 516 | - 8.94 6.4 0.14 0.2 8.52 31.5 8.66 8.5 0.29 0.8
ILE 517 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ASP 518 0.39 0.3 0 0 0.39 0.7 0.39 0.4 0 0
GLY 519 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ARG 520 | 30.95 13 11.25 14.8 19.7 15.8 30.95 15.4 0 0
"GLY 521 13.2 16.4 6.12 19 0 0 6.12 19 7.08 14.7
PHE 522 | -0.22 0.1 0 0 0 0 0 0 0.22 0.6
"GLY . 523 25.26 31.4 25.26 78.2 0 0 25.26 78.2 0 0
‘THR 524 103.8 74.5 56.56 75.8 22.87 84.4 79.43 78.1 24.37 64.8
THR 525 | 88.97 63.9 79.18 106.2 8.66 32 87.84 86.4 1.13 3
ALA 526 58.22 54 31.25 45.1 0 0 31.25 45.1 26.96 69.7
23.25 28.9 5.32 16.5 0 0 5.32 16.5 17.93 37.3

GLY - 527
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RESIDUO CADENA LATERAL |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
S ’ . COMPLETO GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
" Aminodcido INﬁmero Absoluta [ Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta ] Relativa | Absoluta ]Relativa Absoluta I Relativa
' (AY (%) (A (%) (A)* {%) (AY* (%) (A (%)
GLN . 528 7478 42 26.07 51.4 48.7 54.2 74.76 53.2 0.02 0
VAL 529 0.1 0.1 0 0 0 0 0 0 0.1 0.3
LEU 530 23.21 13 23.21 16.5 0 0 23.21 16.5 0 0
PHE 531 0.85 0.4 0.55 0.3 0 0 0.55 0.3 0.3 0.9
GLY 532 36.33 452 23.14 71.7 0 0 23.14 71.7 13.19 27.4
THR 533.. 131.04 94.1 79.99 107.2 30.52 112.7 110.51 108.7 20.53 54.6
THR - 534 | 38.03 21.3 21.21 28.4 16.82 62.1 38.03 37.4 0 0
PRO 535 67.47 49.7 57.75 48.3 0 (¢ 57.75 48.3 9.72 60.1
ALA 536 . 16.09 14.9 1.12 1.6 0 0 1.12 1.6 14.96 38.7
THR 537 *86.42 62.1 52,19 70 33.82 124.9 86.01 84.6 0.41 1.1
_ ILE 538 48,37 27.6 25.38 18.4 0 0 25.38 18.4 22.99 61.7
VAL 539 68.57 45.3 43.69 38.3 0 0 43.69 38.3 24.88 66.7
SER 540 48.17 41.3 35.66 76.1 12.51 39.9 48.17 61.6 0 0]
TRP 541 26.11 10.5 2.43 1.3 0 0 2.43 1.2 23.68 62
"GLU 542 58.48 34 24.76 42 33.72 44.5 58.48 43.4 0 0
ASP 543 53.68 38.2 22.91 47.7 30.77 56.4 53.68 52.3 0 0
THR 544 24.87 17.9 20.42 27.4 4.4 16.3 24.82 24.4 0.04 0.1
GLU 545 ° 10.03 5.8 0.78 1.3 8.27 10.9 9.05 6.7 0.98 2.6
VAL 546 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LYS 547 - 77.98 39 36.43 31.8 41.55 86.8 77.98 48 0 0
VAL 548 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LYS 549 -77.36 38.7 48.36 42.2 28.12 58.7 76.48 47.1 0.88 2.3
VAL 550 4.87 3.2 0.7 0.6 0 0 0.7 0.6 4,17 11.2
PRO © 551 19.9 14.6 19.9 16.6 0 0 19.9 16.6 0 0
ALA o552 96.61 89.5 61.42 88.7 0 0 61.42 88.7 35.19 g1
LEU _553 44 .32 24,8 32.8 23.3 0 0 32.8 23.3 11.52 30.6
THR 554 99.85 71.7 59.66 80 35.05 129.4 94,71 93.2 5.14 13.7
PRO 5557 38.73 28.5 32.28 27 0 0 32.28 27 6.45 39,9
GLY ' 556 | .17.46 21.7 17.46 54.1 0 0 17.46 54.1 0 0
LYS 557 §2.59 41.3 51.51 44.9 1.27 2.6 52.78 32.5 29.81 79.3
395 18.6 27.87 20.7 11.63 27.7 39.5 22,4 0 0

TYR 558
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"VAL 589

RESIDUQ  |CADENA LATERAI. |(CADENA LATERAL |CADENA LATERAL CADENA
- . _ COMPLETO GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
" Aminodcido |'Nﬁmero Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta I Relativa | Absoluta ‘Relativa Absoluta | Relativa
' ' : (A)* {%) (AY (%) (A)* (%) (A (%) (A)* (%)
ASN . 559 66.71 46.3 15.43 34.3 48.25 78.7 63.68 59.9 3.03 8
" ILE 560 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0
THR 561 27.97 20.1 23.57 31.6 4.4 16.2 27.97 27.5 0 0
LEU 562 0.02 0 0 0 0 0 0 0 0.02 0.1
LYS - 563, 63.8 31.9 46.05 40.2 17.61 36.8 63.66 39.2 0.14 0.4
THR 564 13.47 9.7 9.09 12.2 0 0 9.09 8.9 4,38 11.6
ALA 565 66.44 61.6 32.74 47.3 0 0 32.74 41.3 33.7 87.2
SER 566 . [ 95.13 81.6 50.99 108.9 14.81 47.3 65.8 84,2 29.33 76.4
GLY 567 45.46 56.6 23.02 71.3 0 0 23.02 71.3 22.44 46.7
VAL 568 59.64 394 59.64 52.3 0 0 59.64 52.3 0 0
THR 569 77.83 55.9 42.66 57.2 11.37 42 54.03 53.1 23.8 63.3
SER 570 14.42 12.4 0.45 i 0 0 0.45 0.6 13.96 36.4
ASN 571 .| 61.34 42.6 38.85 86.4 21.25 34.7 60.1 56.6 1.25 3.3
SER - 572, ] 50.57 43.4 10.05 21.5 19.59 62.5 29.64 37.9 20.93 54,5
- TYR © 573 29.36 13.8 27.22 20.2 2.14 5.1 29.36 16.6 0 0
ASN 574 - 63.68 442 6.56 14.6 52.44 85.6 58.99 55.5 4.69 124
ASN -575° | 49.33 34.2 1.9 4.2 46.07 75.2 47.97 45.1 1.36 3.6
ILE 576 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ASN 577 | 21.57 15 6.36 14.1 15.21 24.8 21.57 20.3 0 0
VAL 578 - 2.83 1.9 2.53 2.2 0 0 2.53 2.2 0.3 0.8
LEU - 579 6.74 3.8 3.18 2.3 0 0 3.18 2.3 3.56 9.5
THR " 580 58.95 423 31.09 41.7 (.88 3.2 31.97 31.4 26.98 71.8
GLY = 581 19,2 23.9 19.2 59.5 0 0 19.2 59.5 0 0
ASN . 582 08.62 68.5 22.36 497 70.37 114.8 92.72 87.3 5.9 5.6
GLN . 583 10.25 5.8 0 0 0 0 0 0 10.25 273
VAL 584 7.91 5.2 7.91 6.9 0 0 7.91 6.9 0 0
CYS 585 1.24 0.9 0.02 0 0 0 0.02 0 1.22 3.2
VAL 586" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ARG 587 25.43 10.7 1.61 2.1 23.82 19.1 25.43 12.7 0 0
"PHE 588 |- 0.65 0.3 0.65 0.4 0 0 0.65 0.4 0 0
- 1.51 1 0.65 0.6 0 0 0.65 0.6 0.86 2.3
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RESIDUG  |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL (CADENA LATERAL CADENA
: : ' COMPLETO  |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
Aminodcido | Namero| Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta L Relativa | Absoluta I Relativa | Absoluta | Relativa
' (A’ (%) (A (%) (AY* (%) (A)° (%) (A’ (%)
VAL 590 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ASN 591 38.83 27 12.58 28 26.25 42.8 38.83 36.5 0 0
_ASN - 592 | 87.33 60.6 26.92 59.9 50.59 82.6 77.51 73 9.82 26
ALA 593 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
THR 594 79.53 57.1 49.29 66.1 22.43 82.8 71.72 70.5 7.81 20.8
THR 595 | 26.16 18.8 1.32 1.8 5.29 19.5 6.61 6.5 19.55 52
VAL - 596 113.12 74.7 109.07 95.6 0 0 109.07 95.6 4.06 10.9
TRP 597 | 248.48 99.8 197.24 105.4 30.48 128.5 221.72 108 20.76 54.4
GLY . 598 49.23 61.3 28.99 89.8 0 0 28.99 89.8 20.25 42.1
GLU 599 | "20.02 11.6 0.98 1.7 12.82 16.9 13.8 10.3 6.22 16.5
. ASN © 600 | 48.17 33.4 0.19 0.4 47.98 78.3 48.17 45.3 0 0
VAL 601 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TYR 602. | 30.29 14.3 9.24 6.9 21.06 50.1 30.29 17.2 0 0
LEU 603 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
~ THR 604 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLY 605 [ . O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ASN 606 60.56 42 1.8 4 42.47 69.3 44.27 41.7 16.28 43.1
VAL 607 13.61 9 13.61 11.9 0 0 13.61 1.9 0 0
ALA 608 . | 31.78 29.5 11.84 17.1 0 0 11.84 17.1 19.94 51.6
GLU - 609 14.23 8.3 4.45 7.6 0 0 4.45 3.3 9.79 26
LEU 610 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GLY 611 10.5 13.1 6.25 19.4 0 0 6.25 19.4 4.26 8.9
_ASN 612 77.86 54 24,64 54.8 38.26 62.4 62.9 59.2 14.96 39.5
TRP 613 86 34.5 58.66 31.3 13.74 57.9 72.4 34.3 13.6 35.6
~ASP 614 55.11 39.2 24.4 50.8 30.71 36.3 55.11 53.7 0 0
THR 615 29.09 20.9 2.28 3.1 23.79 87.8 26.07 25.6 3.02 8
SER 616 87.91 75.4 50.67 108.2 9.79 31.2 60.45 71.3 27.46 71.6
LYS . 617 | 130.59 65.3 73.64 64.3 48.16 100.6 121.8 75 8.79 23.4
ALA 618 15.17 14.1 0.01 0 0 0 0.01 0 15.15 39.2
ILE . 619 | 23.66 13.5 23.66 17.2 0 0 23.66 17.2 0 0
29.11 36.2 0 0 0 0 0 0 29.11 60.5

GLY 620
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RESIDUO |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL [CADENA LATERAL CADENA
' COMPLETO  |GRUPO NO POLAR | GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
" Aminodicido | Ndmero| Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta | Relativa

- ' (A (%) Ay’ (%) (AY° (%) (AY (%) (AY (%)
PRO | 621 | 63.92  47.1 60.27 50.4 0 0 60.27 504 | 3.64 22.5
MET 622 6.4 3.3 0 0 0 0 0 0 6.4 17
PHE . 623 18.2 9.1 18.2 1.1 0 0 18.2 11.1 0 0
ASN 64| 3179 221 1.56 3.5 2734 446 28.9 272 | 2.89 7.7
GLN 625 | 95.02  53.3 29.38 58 58.46 65 87.85  62.5 | 7.17 19.1
VAL 626, | 4.83 3.2 0.34 0.3 0 0 0.34 0.3 4.49 12
VAL 627 | 3079  20.3 12.44 10.9 0 0 12.44 10.9 | 18.35 49.2
TYR 628 | 65.63 31 4.6 . 331 21.04 50.1 65.63 372 0 0
_GLN 629 | 10632 59.7 54.2 106.9 48.03 53.4 10223 727 | 4.09 10.9
TYR 630 | 98.49 465 | 71.52 53.1 7.55 18 79.07 448 | 19.43 54.8
PRO 631 49.5 36.4 | 49.49 41.4 0 0 49.49 414 | 001 0.1
THR 632 | 29.2 21 29.2 39.1 0 0 29.2 28.7 0 0
TRP 633 | 6.34 2.5 6.34 3.4 0 0 6.34 3 0 0
TYR 634 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TYR 635 | 209.38 13.9 13.99 10.4 1539 366 29.38 16.6 0 0
. ASP 636 | 7.9 5.7 0.47 1 3.86 7.1 4.34 4.2 3.65 9.7
VAL 637 | 7.33 4.8 7.33 6.4 0 0 7.33 6.4 0 0
SER 638 | 3.03 2.6 0.56 1.2 0 0 0.56 0.7 2.47 6.4
VAL 639 1.19 0.8 1.19 1 0 0 1.19 1 0 0
PRO 640 | 0.89 0.7 0.89 0.7 0 0 0.89 0.7 0 0
ALA 641 | 2675 248 7.94 11.5 0 0 7.94 1.5 | 1881 48.6
GLY 642 | 4196 522 12 37.2 0 0 12 37.2 | 29.95 62.3
"THR 643" | 37.31 26.8 27.63 37 9.68 35.7 37.31 36.7 0 0
THR 644 | 71.93 517 38.19 51.2 2023 747 5842  57.5 | 13.51 35.9
ILE 645 | 0.9 0.5 0.75 0.5 0 0 0.75 0.5 0.2 0.5

" GLU 646 | 72.32 42 14.46 24.6 57.86  76.4 7232 537 0 0
PHE 647 | . 0.81 0.4 0.81 0.5 0 0 0.81 0.5 0 0
LYS 648 | 17.18 8.6 11.51 10 5.67 11.8 17.18 10.6 0 0
PHE . 649 071 0.4 0.71 0.4 0 0 0.71 0.4 0 0
ILE 650 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LYS 26.35 13.2 5.22 4.6 2113 44.1 26.35 16.2 0 0
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RESIDUO |CADENA LATERAL |CADENA LATERAL {CADENA LATERAL CADENA
. . COMPLETO |GRUPO NO POLAR GRUPO POLAR COMPLETA PRINCIPAL
' Aminodcido |Nﬁmero Absoluta[ Relativa | Absoluta [ Relativa | Absoluta | Relativa | Absoluta IRelativa Absoluta | Relativa
‘ - (A (%) (A (%) (A (%) (A (%} (AY (%)
LYS 652 | 41.27 20.6 18.82 16.4 20.71 43.2 39.53 24.3 1.74 4.6
ASN - 653 | 100.23 69.6 11.1 24.7 55.62 90.8 66.72 62.8 33.52 88.6
“GLY 654 | 73.44 91.4 35.13 108.8 0 0 35.13 108.8 | 38.31 79.7
. SER . 655 | 104.56 89.7 40.72 87 40.16 128.2 80.88 103.5 | 23.68 61.7
THR 656 | 66.79 48 28.6 38.3 31.66 116.9 60.26 59.3 6.53 17.4
VAL 657 67.76 44.7 40.27 35.3 0 0 40.27 35.3 27.49 73.7
THR 658 58.98 42.4 37.58 50.4 21.4 79 58.98 58 0 0
TRP 659 . | 104.37 41.9 72.47 38.7 15.28 64.4 87.74 41.6 16.63 43.6
GLU - 660 5.31 3.1 0 0 0 0 0 0 5.31 14.1
GLY 661 18.2 22.7 18.2 56.4 0 0 18.2 56.4 0 0
GLY . 662 61.62 76.7 27.49 85.2 0 0 27.49 85.2 34.13 71
TYR 663 | 191.08 90.1 147.17 109.3 43.26 103 190.43  107.8 0.65 1.8
ASN 664 | 48.86 33.9 2.95 6.6 36.19 59.1 39.14 36.8 9.72 25.7
HIS 665 | 18.47 10.1 10.13 10.5 8.35 16.4 18.47 12.6 0 0
VAL 666 | 95.15 62.8 67.5 59.1 0 0 67.5 59.1 27.66 74.1
TYR 667 | 41.37 19.5 37.14 27.6 4.22 10 41.36 23.4 0.01 0
THR 668 74.8 53.7 44.43 59.6 16.89 62.4 61.32 60.3 13.48 35.9
THR . 669 2.06 1.5 0.62 0.8 0 0 0.62 0.6 1.44 3.8
PRO - 670 | 39.56 29.1 39.56 33.1 0 0 39.56 33.1 0 0
THR 671 | 113.05 81.2 71.75 96.2 23.62 87.2 95.36 93.8 17.68 47
SER 672 | 101.98 87.5 48.2 102.9 31.77 101.4 79.98 102.3 22 57.3
GLY 673 22.11 21.5 17.53 54.3 0 0 17.53 54.3 4,57 9.5
THR - 674 | 2047 14.7 0.86 1.2 4.13 15.3 4.99 4.9 15.48 41.2
ALA 675 10.45 9.7 9.88 14.3 0 0 9.88 14.3 0.57 1.5
“THR  676. | 64.16 46.1 23.77 31.9 15 55.4 38.77 38.1 25.39 67.6
VAL 677 15.49 10.2 15.03 13.2 0 0 15.03 13.2 0.46 1.2
‘ILE 678 97.71 55.8 70.73 51.3 0 0 70.73 51.3 26.98 72.5
VAL 679 | 30.83 20.4 30.83 27 0 0 30.83 27 0 0
ASP 680 | 74.68 53.2 30.32 63.1 36.48 66.9 66.8 65.1 7.88 20.8
TRP . 681 34.3 13.8 10.46 5.6 10.99 46.3 21.45 10.2 12.85 33.7
"GLN 682 | 43.37 24.3 22.83 45 20.34 22.6 43.17 30.7 0.2 0.5
15914 117.2 | 113.21 94.6 0 0 113.21 94.6 45.93 283.9

‘PRO . 683

V81

POy N JDAOIDO(] SIS2 [



Anexo I 185

ANEXO I1I

Comparacion de las secuencias de aminoacidos de las CGTasas de Thermoanaerobacter

sp. 501 y Thermoanaerobacterium thermosulfirigenes (Tabium). La primera linea pertenece a

la CGTasa de Thermoanaerobacter y la segunda a la de Tabium. En negrita se indican las

diferencias en la secuencia. En total existen 64 aminoacidos distintos en ambas estructuras, 1o

que equivale a un 91 % de homologia en la secuencia.

1
21
41
61
81
101
121
141
161
-181

201

ala pro asp thr ser val ser asn val val asn tyr ser thr asp val ile tyr gln ile Thermoanaerobacter
ala ser asp thr ala val ser asn val val asn tyr ser thr asp val ile tyr gln ile Tabium

val thr asp arg phe leu asp gly asn pro ser asn asn pro thr gly asp leu tyr asp
val thr asp arg phe val asp gly asn thr ser asn asn pro thr gly asp leu tyr asp

pro thr his thr ser leu lys lys tyr phe gly gly asp trp gln gly ile ile asn lys
pro thr his thr ser leu lys lys tyr phe gly gly asp trp gln gly ile ile asn lys

ile asn asp gly tyr leu thr gly met gly ile thr ala ile trp ile ser gln pro val
ile asn asp gly tyr leu thr gly met gly val thr ala ile trp ile ser gln pro val

glu asn ile tyr ala val leu pro asp ser thr phe gly gly ser thr ser tyr his gly
glu asn ile tyr ala val leu pro asp ser thr phe gly gly ser thr ser tyr his gly

tyr trp ala arg asp phe lys lys thr asn pro phe phe gly ser phe thr asp phe gln
tyr trp ala arg asp phe lys arg thr asn pro tyr phe gly ser phe thr asp phe gln

asn leu ile ala thr ala his ala his asn ile lys val ile ile asp phe ala pro asn
asn leu ile asn thr ala his ala his asn ile lys val ile ile asp phe ala pro asn

his thr ser pro ala ser glu thr asp pro thr tyr gly glu asn gly arg leu tyr asp
his thr ser pro ala ser glu thr asp pro thr tyr ala glu asn gly arg leu tyr asp

asn gly val leu leu gly gly tyr thr asn asp thr asn gly tyr phe his his tyr gly
asn gly thr leu leu gly gly tyr thr asn asp thr asn gly tyr phe his his tyr gly

. gly thr asn phe ser ser tyr glu asp gly ile tyr arg asn leu phe asp leu ala asp.
- “gly thr.asp phe ser ser tyr glu asp gly ile tyr arg asn leu phe asp leu ala asp; -

teu asp gin gln asn ser thr ile asp ser tyr leu lys ala ala ile lys leu trp leu
leu asn gln gln asn ser thr ile asp ser tyr leu lys ser ala ile lys val trp leu
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221

241

261

281

301

321

341

361

381

401

421

441

461

481

asp met gly ile asp gly ile arg met asp ala val lys his met ala phe gly trp gln
asp met gly ile asp gly ile arg leu asp ala val lys his met pro phe gly trp gln

lys asn phe met asp ser ile leu ser tyr arg pro val phe thr phe gly glu trp tyr
lys asn phe met asp ser ile leu ser tyr arg pro val phe thr phe gly glu trp phe

leu gly thr asn glu val asp pro asn asn thr tyr phe ala asn glu ser gly met ser
leu gly thr asn giu ile asp val asn asn thr tyr phe ala asn glu ser gly met ser

leu leu asp phe arg phe ala gln lys val arg gin val phe arg asp asn thr asp thr
leu leu asp phe arg phe ser gln lys val arg gln val phe arg asp asn thr asp thr

met tyr gly leu asp ser met ile gln ser thr ala ala asp tyr asn phe ile asn asp
met tyr gly leu asp ser met ile gln ser thr ala ser asp tyr asn phe ile asn asp

met val thr phe ile asp asn his asp met asp arg phe tyr thr gly gly ser thr arg
met val thr phe ile asp asn his asp met asp arg phe tyr asn gly gly ser thr arg

pro val glu gln ala leu ala phe thr leu thr ser arg gly val pro ala ile tyr tyr
pro val glu gln ala leu ala phe thr leu thr ser arg gly val pro ala ile tyr tyr

gly thr glu gln tyr met thr gly asn gly asp pro tyr asn arg ala met met thr ser
gly thr glu gin tyr met thr gly asn gly asp pro tyr asn arg ala met met thr ser

phe asp thr thr thr thr ala tyr asn val ile lys lys leu ala pro leu arg lys ser
phe asn thr ser thr thr ala tyr asn val ile lys lys leu ala pro leu arg lys ser

asn pro ala ile ala tyr gly thr gin lys gln arg trp ile asn asn asp val tyr ile
asn pro ala ile ala tyr gly thr thr gln gln arg trp ile asn asn asp val tyr ile

tyr glu arg gln phe gly asn asn val ala leu val ala ile asn arg asn leu ser thr
tyr glu arg bys phe gly asn asn val ala leu val ala ile asn arg asn leu ser thr

ser tyr tyr ile thr gly leu tyr thr ala leu pro ala gly thr tyr ser asp met leu
ser tyr asn ile thr gly leu tyr thr ala leu pro ala gly thr tyr thr asp val leu

gly gly leu leu asn gly ser ser ile thr val ser ser asn gly ser val thr pro phe

- gly gly leu leu asn gly asn ser ile ser val ala ser asp gly ser val thr pro phe

thr leu ala pro gly glu val ala val trp gln tyr val ser thr thr asn pro pro leu

.-thr leu ser ala gly glu val ala val trp gln tyr val ser ser ser asn ser pro leu
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501

521

541

561

581

601

621

641

661

681

ile gly his val gly pro thr met thr lys ala gly gin thr ile thr ile asp gly arg
ile gly his val gly pro thr met thr lys ala gly gin thr ile thr ile asp gly arg

gly phe gly thr thr ala gly gln val leu phe gly thr thr pro ala thr ile val ser
gly phe gly thr thr ser gly gln val leu phe gly ser thr ala gly thr ile val ser

trp glu asp thr glu val lys val lys val pro ala leu thr pro gly lys tyr asn ile
trp asp asp thr glu val lys val lys val pro ser val thr pro gly lys tyr asn ile

thr leu lys thr ala ser gly val thr ser asn ser tyr asn asn ile asn val leu thr
ser leu lys thr ser ser gly ala thr ser asn thr tyr asn asn ile asn ile leu thr

gly asn gln val cys val arg phe val val asn asn ala thr thr val trp gly glu asn
gly asn ghn ile cys val arg phe val val asn asn ala ser thr val tyr gly glu asn

val tyr leu thr gly asn val ala glu leu gly asn trp asp thr ser lys ala ile gly
val tyr leu thr gly asn val ala glu leu gly asn trp asp thr ser lys ala ile gly

pro met phe asn gln val val tyr gln tyr pro thr trp tyr tyr asp val ser val pro
pro met phe asn gln val val tyr gln tyr pro thr trp tyr tyr asp val ser val pro

ala gly thr thr ile glu phe lys phe ile lys lys asn gly ser thr val thr trp glu
ala gly thr thr ile gIn phe lys phe ile lys lys asn gly asn thr ile thr trp glu

gly gly tyr asn his val tyr thr thr pro thr ser gly thr ala thr val ile val asp
gly gly ser asn his thr tyr thr val pro ser ser ser thr gly thr val ile val asn

trp gln pro
trp gln gin
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ANEXO 1V

Publicaciones y presentaciones en congresos a los que ha dado lugar la presente Tesis Doctoral.
1 PUBLICACIONES

Alcalde, M.; Plou, F.J.; Pastor, E. and Ballesteros, A. (1996). Cyclodextrin Glycosyltransferase
{CGTase) from Thermoanaerobacter sp: Effects of chemical modification on its activity and product
specificity. In: “Comunicaciones del 11 Congreso Ibérico de Biotecnologia.”, 409-410, Eds.: Fernandez-
Polanco F., Garcia Encina P.A., Gonzilez Benito G., y Pefia Miranda M.P. Servicio de Publicaciones de
Ia Universidad de Valladolid.

Alcalde, M.; Plou, F.J; Pastor, E. & Ballesteros, A. (1998). Effect of chemical modification of
cyclodextrin glycoslytransferase (CGTase) from Thermoanaerobacter sp. on its activity and product
selectivity. Ann. N.Y. Acad. Sci., 864: 183-187

Alcalde, M; Plou, F.J.; Martin, M.T.; Remaud, M.; Monsan, P. and Ballesteros, A. (1998). Stability in
the presence of organic solvents of dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F
immobilized in calcium-alginate beads. /n: “Stability and Stabilization of Biocatalysts”., 535-540. Eds.:
Ballesteros, A.; Plou, F.J.; Iborra, J.L. and Halling, P. Elselvier, Amsterdam.

Alcalde, M.; Plou, F. J.; Andersen, C.; Martin, M. T.; Pedersen, S. and Ballesteros, A. (1999). Chemical
modification of lysine side chains of cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) from
Thermoanaerobacter causes a shift from CGTase to a-amylase specificity. FEBS Lett., 445: 333-337.

Plou, F.J.; Alcalde, M. y Ballesteros, A. (1999). Estabilidad de los Biocatalizadores. Investigacidn y
Ciencia. En prensa.

2 CONGRESOS

Alcalde, M. & Plou, F. "Structure-Function Relationships of Glucosyltransferases, Workshop on
CGTase Methods and Techniques". (Groningen, Holanda. 22-24 Junio 1995).

Alcalde, M. "Dextransucrase in organic solvents." Structure Function Relationships of
Glucosyltransferases, Dextransucrase Workshop I. (Toulouse, Francia. 11-13 Julio 1995). Exposicion
oral,

Alcalde, M. "Work with Chemzcally Modifi ed Enzymes”. III Joint Meetmg of the Glycosyltransferase
Project. (Londres Inglaterra 18-20 Abril 1996). Exposicién oral. ' : . -
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Alcalde, M.; Plou, F.J.; Pastor, E. & Ballesteros, A. "Cyclodextrin Glycosyltransferase (CGTase) from
Thermoanaerobacter sp: Effects of chemical modification on its activity and product specificity."”
Congreso Hispano-Luso de Biotecnologia.(Valladolid. 10-13 Septiembre 1996). Seleccionado por el
comite cientifico como comunicacion oral.

Alcalde, M. "Chemical modification and immobilization of CGTase and Dextransucrase". IV Joint
Meeting of the Glycosyltransferase Project. (Braunschweig. Alemania 3-5 Octubre 1996). Exposicion
oral.

Alcalde, M.: Remaud, M.; Plou, F.J.; Willemot, R.M.; Ballesteros, A. & Monsan, P. "Dextransucrase
from Leuconostoc mesenteroides NRRL B512-F: effect of the removal of its dextran layer on the
immobilization on silica."2™ Carbohydrate Bioengineering Meeting. La Rochelle, Francia. 15-18 Abril
1997. Poster,

Alcalde, M.; Plou, F.J.; Pérez, M. & Ballesteros, A. "Chemical modification of amino groups of
cyclodextrin  glycosyltransferase (CGTase) from Thermoanaerobacter sp". 2nd Carbohydrate
Bioengineering Meeting. La Rochelle, Francia. 15-18 Abril 1997. Poster.

Alcalde, M.; Plou; F.J., Pastor, E. & Ballesteros, A. "Effect of Chemical modification on activity and
product selectivity of Cyclodextrin Glycosyltrasferase (CGTase) from Thermoanaerobacter sp." Enzyme
Engineering XIV Conference. Pekin. China. 15-20 Octubre 1997. Poster. Unico representante espaifiol.

Alcalde, M., Plou, F.J.; Monzén, M.T. and Ballesteros, A. "Stability in the presence of organic solvents
of dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F immobilized in calcium-alginate
beads" Stability and Stabilization of Biocatalysts. Cordoba. 19-22 Abril 1998. Poster. Colaborador del
Comité Organizador.

Alcalde, M.; Plou, F.J.; Andersen, C.; Martin, M.T.; Gémez de Segura, A.; Pedersen, S. and Ballesteros,
A. “Chemical modification of lysine side chain of cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) from
Thermoanaerobacter causes a shift from CGTase to a-amylase specificity”. 3™ Carbohydrate
Bioengineering meeting, Newcastle, 11-14 Abril, 1999. Poster

Alcalde, M.; Gémez de Segura, A.; Martin, M. T.; Plou, F. J. and Ballesteros, A. “Synthesis of
glucooligosaccharides by acceptor reaction of dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides NRRL
B-512F entrapped in calcium-alginate beads.” 3" Carbohydrate Bioengineering meeting, Newcastle,
11-14 Abril, 1999. Poster.
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