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Introducción 1

Durantelos últimos años,la biotecnologíade carbohidratos,tambiénconocidacomo

glicotecnologia,ha despenadoun gran interésacadémicoe industrial debidoa la versatilidad

queofreceen las áreasagroquimicas,cosméticas,y particularmenteen los sectoresalimentarios

y farmaceúticos(Quirascoy cols., 1995). Los oligosacáridos,ademásde su uso tradicional

como fuentede energíao edulcorantes,presentannuevasaplicacionesen la industriaalimentaria

como estabilizantes,emulsionanteso, recientemente,como componentesde la dieta que

estimulanel crecimientode bacteriasbeneficiosasde la microflora intestinal (Monsany cols.,

1995).Al profundizaren el conocimientode las funcionesde los carbohidratosen la superficie

celular y en su posible utilización como sustanciasglicoterapeúticas,se ha incrementadoel

interés por estasmoléculasy se han abiertonuevasaplicacionespotencialesen inmunología,

saludhumanay animal -drogas,fenómenosinflamatorios,irimunoestimulación,etc.- (Remaudy

cols., 1994).

El papelquedesempeñanlos oligosacáridosen los sistemasbiológicoses fundamental;sin

embargo, resulta extremadamentecomplicado progresaren tales estudios,debido a la gran

dificultad encontrada a la hora de dilucidar la estructura de estos azúcaresy producir

eficientementederivadosestándar.De hecho,mientrasqueparala síntesisde 6 péptidosdiferentes

o 6 oligonucícótidos son necesarios3 aminoácidoso 3 nucleótidos, si se partiese de 3

hexopiranosassepodríanobtener720 trisacáridosdiferentes.Estaenormevariedadestructuralestá

relacionadacon la misión quedesempeñanlos carbohidratosen los mecanismosespecíficosde

reconocimientocelular (Monsany Paul, 1995). Así pues,sehacenecesarioel desarrollode rutas

eficientesde síntesis, de fácil escalado,para la obtenciónde oligosacáridoscon aplicaciones

diversas.A este nivel, la excepcionalestéreo-y regioselectividadque presentanlas enzimas

puede ser consideradacomo una herramientacomplementariao alternativa a la síntesis

química,querequierede laboriososy sucesivospasosde proteccióny desprotección(Nilsson,

1991).

La contribuciónde la enzimologíaa la producciónde oligosacáridossesustentaen tres

pilaresbásicos:

a) La búsquedade nuevas cepas de microorganismoscapacesde crear enzimas de

aplicaciónindustrial.

b) La modificación química y la mutagénesisdirigida de las enzimas,como técnicas

complementariaspara la obtención de nuevos biocatalizadorescon diferentes actividadesy/o

selcctividades.

e) Mejorar el control y las condicionesde operaciónde las enzimasmedianteel uso de

tecnologíascomo la inmovilización, que permitan la recuperacióndel catalizadory trabajaren

condiciones no convencionales (medios de reacción altamente concentrados,presencia de

solventesorgánicos,etc.)
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Recientementese ha demostradoel usopotencialde las hidrolasas(glicosidasas,EC 3.2.)

U parala síntesisde oligosacáridos,en condicionesde control termodinámico.Sin embargoel bajo

rendimientode lareaccióny laescasaespecificidadde la mayoriade estasenzimasen procesosde3 síntesislimitan la aplicación de esta tecnología(Monsan, 1990; Monsan y Paul, 1990). Por lo

tanto, la principal alternativa a la síntesis química de oligosacáridosson las reaccionesde

I transferenciacatalizadaspor glicosiltransferasas(EC 2.4.).La industriaempleaactualmentedichas

reaccionesen procesosde producciónde ciclodextrinasy glucooligosacáridos(Castillo y cols.,

1992).

1. GLICOSILTRANSFERASAS

Las glieosiltransferasas(o transglicosidasas)puedenser definidas como enzimasque¡ transfierenun residuo glicosilo desdeun donadora un sustratoaceptor; tales reaccionesson
atahzadaspor glicosidasas,fosforilasasy, por supuesto,por transglicosidasas.Sin embargo,el

de las dosprimerases consideradoen la actualidadpuramentedegradativo,mientrasqueU papel

la alta especificidadhacia los donadoresy aceptoresde las glicosiltransferasases la base

I fundamentalpara la síntesisespecíficade las cadenasde azúcarproducidasen la célula. Es

importantedestacarque las glicosiltransferasasde mamíferosson dificiles de manejar,puesto3 que sus donadoresllevan cofactoresasociados(son azúcaresnucleótidos)que resultan muy

caros en el mercado. Sin embargo, las transglicosidasasde microorganismosno requieren

I dichoscofactores(Nilson, 1991). Dentro de las glicosiltransferasas(EC 2.4.) existentres tipos

diferentes,quesediferencianen la naturalezadel residuode azúcarquetransfieren:

-Hexosiltransferasas(2.4.1.).

¡ -Pentosiltransferasas(2.4.2.).
-Otrasenzimasquetransfieranrestosdistintosahexosasy pentosas(2.4.99.).

1.1 LAS REACCIONES DE TRANSFERENCIA

En estetipo de reacciones,se producela transferenciade un grupoglicosilo, desdeunU donador(A-O-B) haciaun aceptor(C-H) . El mecanismocatalíticoconlíevala formaciónde un

complejocovalenteintermediarioenzima-sustrato(E-B) (Monsany Paul, 1990).

A-H

A-O-E + E-II <— E-E + C-H B-C + E-H

Donador Enz¡ma 1120 Aceptor



Introducción 3

La energíanecesariaparala síntesisdelproductofinal (B-C) provienede la rupturainicial

del enlaceglicosídico, que se almacenaen forma de complejo covalenteintermedio(E-B), y

posteriormentese emplea paratransferir el grupo glicosilo al aceptor. Una gran variedad de

carbohidratospuedenserusadoscomo aceptores:monosacáridos,oligosacáridos,y derivadosde

éstos,así como alcoholesaromáticoso alifáticos; por ello, puedenproducirseun elevadonúmero

de compuestosdiferentesa partir del glicosilo donado.Seha comprobadoqueel propio donador

glicosilo también puedeactuarcomo aceptor.De estemodo, y dependiendodel producto que

queramosobtener,seusaráuna mayorcantidadde aceptoro de donador(Monsany Paul, 1995).

Algunas de estasenzimascatalizantambiénreaccionesde hidrólisis, que puedenconsiderarse

como un transferenciadel grupo glicosilo desdeel donadoral agua(Robyt, 1996).En cualquier

caso, la reacción de transglicosilaciónes estereoespecífica,conservándosela configuración

anoméricadel grupoglicosilo transferido,en el aceptor.

Para la aplicación industrial de las glicosiltransferasases determinantepoder utilizar

carbohidratosbaratoscomo sustratos.Porello, la ciclodextringlicosiltransferasa(EC 2.4.1.19.)y

la dextransacarasa(EC 2.4.1.5.) son dos de las enzimas de transglicosilacióncon mejores

perspectivasen la enzimologíamoderna.Esto sedebea que los sustratosqueutilizan, almidóny

sacarosarespectivamente,no sólo suponenuna disminución de los costes, sino que también

permitenla síntesisde unaampliavariedaddeproductosdereacción,con distintasaplicaciones.

2. CICLODEXTRIN GLICOSILTRANSFERASAS

2.1 LAS CICLODEXTRINAS

Estructura

Las ciclodextrinas son oligosacáridoscíclicos no reductores constituidos por 6 (a-

ciclodextrina), 7 (g-ciclodextrina),8 (y-cielodextrina) o más unidadesde glucopiranosa,unidas

medianteenlacesoSjl—*4), y formadasreversiblementea partir de almidón o sustratossimilares.

Fuerondescubiertasen 1891 por Villiers, cuandoal estudiarla digestióndel almidónpor partede

Bacillus amylobacter (Clostrídíum butyricum), ademásde dextrinas reductorasobtuvo una

pequeñacantidadde materialcristalino, al quellamó celulosina.En el mismo año,se averiguóque

Villiers probablementeempleó cultivos contaminadoscon Bacillus nzacerans,el cual fue el

verdaderoproductorde estasprimerascielodextrinas(Koch, 1 891).

En 1903, Sehardingerfue capazde aislardos productoscristalinos, dextrinasA y E, que

fueron descritosen función de sufalta de poderreductor.Sin embargo,no seespecificócuál fue la
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Ibacteria

responsablede la síntesisde estosproductos. Algunosaños mástarde, en 1911, el mismo

investigadordescribió que la especieBacillus macerans producía grandescantidadesde dextrinas

cristalinas (25-30%) a partir del almidón. Sehardinger llamó a su producto cristalino “dextrina a-

Icristalizada”
y “dextrina e-cristalizada”. En 1935 la y-dextrina fue aislada por Freudenberg y

Jacobi. Estos científicos también desarrollaron varios protocolos para la producción de

Icielodextrinas.
Hastaesemomento, la organizaciónde estoscompuestosera incierta, pero en 1942

las estructurasde la a- y de la ¡3-ciclodextrina fueron determinadaspor cristalografia de rayos X

I(French

y Rundle, 1942). Pocos años después,se dio a conocer la estructura de rayos X de la y-

ciclodextrina y se reconoció que las ciclodextrinas podían formar complejos de inclusión

U(

Freudenberg y Cramer, 1948). En 1961, se demostró la existencia natural de 6-, a-, ~-, ~-

iclodextrina (9-12 residuos) (Pulley y French, 1961). No seconocenciclodextrinas con menosde

6 unidadesde glucosa,probablementedebido a razonesestéricas.

U A partir de los análisis de las estructurasde rayosX, sededucequeen las ciclodextrinas los

hidroxilos secundarios(C2 y C3) están localizados en la cara interna del anillo y los hidroxilos

Iprimarios
(C6) en la cara externa.Además,los hidrógenosapolaresC3 y CS así comolos oxígenos

de las unionesglicosídicas se encuentranen la región interna del anillo (Szejtli, 1990; Dijkhuizen

3. y cols., 1995) . Como resultado de todo ello, se tieneuna molécula conuna zonaexterna hidrófila,

que puede disolverse en agua, y una cavidad hidrófoba que proporciona una matriz apolar

(Saenger,1984).

OH o

OH ,<~$<~7O
O

HO

onj$o
sso lID O

Interior hidrófobo

7.9ÁExteriorhidrófilo

Figura ¡.1. Estructura de a-, 3-, y y-ciclodextrina y su forma tridimensional. Las longitudesde a y b se

recogenen la Tabla 1.1 para las distintasciclodextrinas.
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Propiedades

La consecuenciamás importantede la estructurade las ciclodextrinases la capacidadque

poseen para formar complejos de inclusión con gran variedad de moléculas (ácidos grasos,

aminas, hidrocarburos alifáticos o aromáticos, etc.). Estas microencapsulacionesmoleculares

favorecen la solubilidad de moléculas hidrófobas en agua (Otero y cols., 1991) o confieren

estabilidadasustanciasvolátileso lábiles (Szejtli, 1990).

Tabla 1.1. Propiedades de las distintas ciclodextrinas (Bender, 1986; Uekama e Irle, 1987; Romberger, 1997>.

Propiedad cí-cicíodextrina ¡3-ciclodextrina y-ciclodextrina

Númerodeunidadesdeglucopiranosa 6 7 8

Pesomolecular 972 1135 1297
Solubilidadenagua250C (% p/v) 14.5 1.85 23.2

Diametroexterior(a) (A) 14.6 15.4 17.5
Diametrode la cavidad(b) (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3

Proffindidadde la cavidad(A) 7.9 7.9 7.9
Volumen aproximadode la cavidad(A3) 174 262 427

Apartede las ciclodextrinasnaturales,sehan sintetizadonumerososderivadosde éstas,

que son normalmenteproducidosmedianteaminaciones,esterificacioneso eterificacionesde

los gruposhidroxilos primariosy secundariosde la ciclodextrina.Dependiendodel sustituyente,

la solubilidadde los derivadosde ciclodextrinasvaríacon respectoa las ciclodextrinasde las

queproceden(Wenz, 1994; Kobayashi,1996).

Aplicaciones

Las moléculasencapsuladasen ciclodextrinas presentanventajosos cambios en sus

propiedadesquímicasy fisicas,como son:

-Estabilizaciónde sustanciassensiblesa la luz o al oxígeno.

-Modificaciónde la reactividadquímicade las moléculasencapsuladas.

-Fijaciónde sustanciasmuyvolátiles.

-Aumentode su solubilidad.

-Proteccióncontra la degradaciónpor microorganismos.

-Enmascaramientode los malosoloresy sabores.

-IEnmascaraniientode los pigmentoso coloresde las sustancias.
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Todasestaspropiedades,que las ciclodextrinaso sus derivadosconfierena las moléculas

I que albergan,las hacenapropiadasparasusaplicacionesen la industria alimentaria,farmaceútica,

artículosde droguería,químicaanalíticay agricultura.

ALIMENTACION: el uso de las ciclodextrinas en alimentaciónfue aprobadopor

I primera vez por el Ministerio Japonésde Salud en 1976 (se clasificaron como aditivos

alimentariosnaturales).En Japónla mayoríade las ciclodextrinasproducidasseconsumenen

roductosalimentarios.En 1986 el gobiernoholandésaprobóla j3-ciclodextrinaparasu usoenIP.
cualquier producto alimentario en el que estuvieranpermitidos almidonesmodificados. El

I
ejemplo holandésfue rápidamenteseguido por varios paíseseuropeos-entreellos España-

(Korpela y cols., 1988).

La principalaplicaciónde lasciclodextrinasen alimentossedesarrollaen la estabilización

¡de aromas,inclusoaelevadastemperaturasy durantelargosperíodosde tiempo.De estaforma, los

aromasse empleanen muchamenorcantidadcuandose encuentranencapsulados.Las utilización

¡de estos complejos aroma-ciclodextrinase han desarrolladoen tés, caramelos,chocolates,etc.

siendouna técnicaespecialmenteútil duranteel procesadode productosalimentarios,evitandola

U rápida evaporacióny oxidación de los aromas(Juhászy cols., 1988). Del mismo modo, las

ciclodextrmnaspuedenestabilizarcondimentosy especiascuandoson sometidosa largosperíodos

de almacenamiento,protegiéndolosasí contrala oxidación.Muchasespecias,como los picantes,

estáncomercialmentedisponiblesen Japónen forma de complejo de inclusión (Szentey cols.,

1988;Vokk y cols., 1991).¡ Otra importanteaplicaciónalimentariaes la eliminacióno disminuciónde oloreso sabores

no deseados(Weiszfeilery Szejtli, 1988). Un ejemplocaracterísticoes la reduccióndel amargorde

¡los zumos de cítricos (Shaw y cols., 1984). Ciertos productos de pescaderíadesarrollan

rápidamenteolores y saborespeculiares,que procedende aminasy ácidosgrasosoxidados.Las

•c

iclodextrinas,en concentracionesde 2-5%, son efectivasen enmascararestosolores y al mismo

iempo mejoranla texturadelalimento (Hashimoto,1988).

La textura de los productos cárnicos y de los productos de confitería también puede

mejorarsepulverizandociclodextrinas sobresu superficie.Respectoa la carne, las ciclodextrinas

afectan a la consistenciade ésta e intensifican la dureza de partes tipo gel. Estos efectos

I probablementederivende cambiosen las interaccionesde los complejoslípido-proteína(Juhászy

cols., 1988). Estaspropiedadespuedenseraprovechadasparael empleode las ciclodextrinascon¡ emulsiones y cremas batidas. Concretamentela mayonesa, la margarina y las cremas de

mantequillapuedenestabilizarsecon j3-ciclodextrmna (Hashimoto, 1988).Además,empleando9-
e odextrinasepuedeeliminar el colesterolde la yema del huevo,de la lechey de la mantequillale

para producir productos de consumo diario de bajo contenido en colesterol (Kohlrauschy
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cols., 1994). Por último, son de interés los agentesantimicrobianosque se adicionan a los

alimentosencapsuladosen ciclodextrinas(por ejemplo, la yodina y el ácido benzoico). Los
efectosde estassustanciasaumentancuandoestánincluidos en la ciclodextrmna,por lo quemenor

cantidadde ellosdebeserañadidaal producto(Szejtli, 1982a).

La ingestión de ciclodextrinasno es perjudicial para el ser humano. Las ciclodextrinas

presentesen los productosalimentariosson bastanteresistentesa los enzimasque degradanel

almidón,aunquepuedenserhidrolizadascon bajos rendimientospor a-amilasas(Szejtli, 1982b).

La a-ciclodextrina prácticamenteno es degradada,mientras que la ¡3-, y sobre todo la y-

ciclodextrina son hidrolizadascon mayor facilidad debido a su tamañoy flexibilidad. Dicha

descomposiciónno selleva a caboa travésde las amilasaspresentesen la salivao en el pancreas,

sino mediantea-amilasasde microorganismosde la flora del colon. Los estudiosde absorción

revelanqueúnicamenteel 2-4% delas ciclodextrinasingeridasseabsorbenen el intestinodelgado,

y que el restoesdegradadoy recuperadocomo glucosaen el colon. Estoexplicalabajatoxicidad

encontradatrasla ingestiónde ciclodextrinas(Duchene,1988; Bary Ulitzur, 1994).La resistencia

de la cc-ciclodextrinaa la degradaciónpor a-amilasaspuede ser aprovechadapara sintetizar

complejosde ácidosgrasoscon a-ciclodextrina,conposiblesaplicacionesdietéticas(Satoy cols.,

1986).

FARIVIACIA: existen numerosasaplicacionesde las ciclodextrinas en la industria

farmaccútica.Porejemplo,la adición de a- o ¡3-ciclodextrinaincrementala solubilidaden agua

de varias sustanciaslipófilas como las prostaglandinas(Pitha, 1988). En algunoscasos,esto

suponeunamayor vida mediadel medicamento,incrementandosus efectosfarmacológicosy

permitiendounareducciónen la dosificaciónde la droga suministrada(Bekers y cols., 1988).

Los complejos de inclusión puedentambién facilitar la manipulaciónde productosvolátiles,

proporcionandodiferentesvías de administraciónde drogas,como por ejemplo en forma de

tabletaso grageas.Las ciclodextrinasson empleadasparamejorar la estabilidadde sustancias

aumentandosu resistenciaa la hidrólisis, oxidación,calor, luz y salesmetálicas.La inclusión de

productosirritantes en ciclodextrinaspuedetambiénproteger la mucosagástricaen el casode

medicamentosde administraciónoral, y reducir alergiasdérmicasen el casode medicamentos

de uso tópico. Además,las ciclodextrinaspuedenaplicarseparareducir el saboramargoy el

mal olor de las drogas(Duchene,1988; Szejtli, 1988).

AGRICULTURA: las ciclodextrinasretrasanlagerminaciónde las semillas.En el grano

tratadocon j3-ciclodextrinase inhiben algunasamilasasquedcgradanel almidón de reservadc

las semillas. Inicialmente, las plantascrecen más lentamente,pero más tarde esteretraso es

compensadopor una mejora en el rendimientode desarrolloen un 20-45% (Saenger,1980;

Oakesy cols., 1991).
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Producción industrial

Las ciclodextrinastienen una importanteaplicación industrial, y su uso en el mercadoestá

I aumentandoaproximadamente30-40%al año. Sin embargo,suprecioactualmentees demasiado

alto (1 kg de la ciclodextrmna más barata -la [3-cuesta15-20$ USA). Aunqueseha estimadoque

U el mercadopotencialparalas ciclodextrinasen EstadosUnidos esde 32.000toneladasporaño

(Starnes,1990b), su consumomundial durante1995 alcanzóescasamente5.500 toneladas;estas¡ diferenciasseránsuperadasúnicamentecuandoelpreciode las ciclodextrmnasdisminuyade forma

significativa (hasta5 $ USA porkilo) (Schmid, 1989). Se hacenecesario,por tanto, el desarrollo

de metodosde producciónde ciclodextrinasmáseconómicos.El mercadode las ciclodextrmnases¡ todavíamuy limitado,debidoa la escasadisponibilidadde a- y y-ciclodextrina.

Lasciclodextrinassonproducidasindustríalmenteapartir de almidónutilizando la enzíma

3 ciclodextrin glicosiltransferasa(CGTasa).Todaslas CGTasasestudiadasproducenunamezclade

a ¡3 y y-ciclodextrinas, que dadas sus propiedadesdiferentes necesitan ser separadas.¡ Tradicionalmentese suelen empleardos enfoquesmuy diferentespara producir ciclodextrinas

Puras:la cristalizaciónselectivade [3-ciclodextrinao la formaciónde complejosde inclusiónde a-,

- y y-ciclodextrinacon disolventesorgánicos.La cristalizaciónse basaen las diferenciasde

solubilidad de las ciclodextrmnas(ver Tabla 1.1). Despuésde la síntesisde las ciclodextrinas,la

U COTasa es inactivada, el almidón residual es hidrolizado con una glucoamilasa,y la 3-

ciclodextrinaescristalizada.Como segundaposibilidad,algunosdisolventesorgánicos(toluenoo

U ciclohexano)seempleanen el aislamientode la f3-ciclodextrina.Los disolventesconocidosparala

a-ciclodextrmnatienen elevadospuntosde ebullición (229%?parael 1-decanol)lo quesuponeuna

an dificultad a la horade eliminarlosdel medio acuosomedianteevaporación.En cuantoa los

¡gr empleadoscon la y-ciclodextrina (p. ej. ciclododecanona)son demasiadocaros para su uso

U
comecial. Otras desventajasañadidasde la utilización de disolventespara la separaciónde

ciclodextrinasson su toxicidad, su inflamabilidad, y la necesidadde un proceso efectivo de

ecupeación del disolvente(Pedersen,1995). Las alternativasmásinnovadorasal empleo de los

I disolventesorgánicosson la utilización de resinasde intercambio iónico, resinassintéticasde

afinidad o membranasde ultrafiltración. Sin embargo, estos métodosno estánoptimizados,y¡ parece poco probable que con ellos se puedanalcanzar rendimientosinteresantespara una

posterioraplicación industrial. Por todo ello, existeunagran demandade procesosquepermitan

U producir a- y y-ciclodextrmnaspuras, debido al enormeinterés económico que suscitanestas

moléculas.Además,los métodosque se empleanpara la producciónde j3-cielodextrinano son

U
ideales.En consecuencia,la investigaciónse dirige actualmentehacia la obtenciónde COTasas

selectivasde uno de los tres tipos de ciclodextrmnas,mediantela combinaciónde trestecnologías

complementarias:mutagénesisdirigida, modificaciónquímicay cristalografiade proteínas.
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2.2 EL ALMIDON

El almidónesel polisacáridode reservamásabundanteen plantascomo el maíz,la patata,

el trigo o la cebada,lo mismo quesucedecon el glucógenoen animales.

El almidón seencuentraen dos formas, la amilosay la amilopectina.La amilosaestá

constituidapor cadenaslargasno ramificadas,en las que todas las unidadesde D-glucosase

hallan unidas mediante enlacesct(1—>4). Las cadenasson polidispersasy varían en peso

moleculardesdeunospocoscientoshasta500.000.La amilopectinaestámuy ramificada; las

ramificacionessehallan constituidasporunas12 unidadesde glucosay aparecen,por término

medio, cada 20-25 unidadesde glucopiranosa.Los enlacesglucosídicosdel esqueletoson

a(1—*4), pero los puntosde ramificación sonenlacesc4l—*6). Su pesomolecularpuedellegar

al millón. Estos puntos de ramificación son resistentesa la hidrólisis por amilasas(Boyce,

1986).

En las plantas,el almidón se depositaen forma de discretosgránuloscitoplásmicos,de

unos 100-400 A de diámetro. Estos gránulosson insolubles en agua fríá, lo cual es un

inconvenientepara su tratamientoindustrial (ya que debenestardisueltosduranteel ataque

enzimático).En consecuencia,la pastade almidón se suelecalentara temperaturasde 62 a

720C-denominadopunto degelatinización-.La temperaturaexactaparala gelatinización(y por

lo tanto para la solubilización del almidón) dependerádel contenido relativo de amilosa y

amilopectina.Dichacomposiciónpuedevariarde un 11 a un 51%de amilosadependiendode la

especiede planta,órgano,edaddel órgano,y condicionesde crecimiento. En definitiva,algunos

almidonessonmásfácilmentegelatinizados(por ejemplo,el almidón de la patata,quecontiene

un 20%de amilosay un 80% de amilopectina)que otros(el almidónde maíz o de arroz) (Martin

y Smith, 1995).

Hastael momento,se hanidentificadomásde 20 tipos diferentesde enzimasque emplean

el almidón como sustrato(Svensson,1994). En las pasadasdécadas,el númerode aplicaciones

paraestasenzimas,así como los niveles de producciónse incrementaronenormemente.Como

resultado,estosbiocatalizadoresactualmenteabarcanmásdel 30% de la producciónmundial de

enzimas.La industriadel almidón está,sin embargo,buscandonuevasenzimasmásapropiadasy

eficientes.Lasenzimastermoestablessonde especialinterésindustrial,ya queparala licuefacción

del almidón esnecesariotrabajaraelevadastemperaturas(hasta1 100C) quepermitenincrementar

lasolubilidaddel almidóny reducirsu viscosidadenagua(Starnes,1991).
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2.3 FUNCION CELULAR DE LAS CGTasas

Muchosmicroorganismos-bacteriasy hongos-secretanenzímasal medio extracelularconU
la principal misión de degradarel almidón, facilitando el suministrode carbohidratosal interior
celular. De todos ellos, un pequeñogrupo de bacteriasproducenunasenzimas,las ciclodextrin¡ glicosiltransferasas(CGlasas;EC 2.4.1.19),que tienen la virtud de convertir el almidón en

ciclodextrinasmedianteunatransglicosilaciónintramolecular(Lawsony cols., 1994;Dijkhuizen y

E cols., 1995). Las ciclodextrinas sintetizadasen el exterior celular puedendesempeñardos

funcionesmuy diferentes:

a)Mediantelaproducciónde ciclodextrmnasel organismodisponede unareservaexternade¡
glucosa,queno esaccesibleparaotras célulasdebidoaque no son capacesde metabolizarestos

oligosacáridos cíclicos. Cuando el
microorganismorequiera energíaadicional,

hidrolizará las ciclodextrinas extracelulares¡ transformándolasen frentede energíaparasu

crecimiento. En esteproceso intervienela

enzima ciclomaltodextrinasa(CDasa; EC

3.2.1.54) asociadaa la célula-concretamente

a la membranacelulary localizadaen la cara¡
citosólica- que produce glucosa,maltosa y
maltotriosa a partir de la ciclodextrinau (Feederle y cols., 1996). El metabolismo
posterior de la glucosa tiene lugar en el¡ interior celularmediantelas rutasglicolíticas,

dandocomo productofinal piruvato (Sahay

Zeikus, 1990).

Figura 1.2. Representaciónesquemática de la acciónconjuntade la COTasa y la COasa. La CGTasa

U es secretada por la bacteriay crea una ciclodextrina a partir de una cadena de amilosa. La CDasa
asociada a la célula convierte la ciclodextrina en glucosa y otros oligosacáridos. A continuación, la
glucosa se emplea en la glicolisis para producir piruvato y ATP. Los círculos naranjas indican los

residuos de glucosa.

b) Las ciclodextrinascreadaspor estasbacteriasson empleadaspara formar complejos

de inclusión con sustanciastóxicas que se encuentrenpróximasa ellas, o con compuestos

necesariosparael crecimiento,talescomocl hexadecano(Aeckersbergy cols., 1991).

it’ u.’

Secreción dei
la CGTasa ¡
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2.4 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE CGTasas

Hasta el momento, al menos 38 CGTasashan sido identificadasy purificadas,y sus

correspondientesgenesdonados,principalmentede especiesGram positivasdel géneroBacillus,

aunquetambiénde especiesde Thermoanaerobacterium,Ther,noanaerobacter,Micrococcus,y de

KlebsieIla, la únicaGramnegativaproductorade CGTasa.

Aunquetodaslas CGlasasdescritastienensimilitudes en la composiciónde aminoácidos

(tienenen comúnalrededorde un 60%de la cadenapolipeptídica),sus característicasenzimáticas

sondiferentes.La relaciónmolarde a-, [3- y ‘y-ciclodextrinaobtenida,así como sus propiedades

fisico-quimicas (estabilidad,pH y temperaturaóptimos) varían dependiendode la bacteria

productorade la enzima(Hagay cols., 1994).

Las CGlasasestudiadaspuedenserclasificadascomo a-, [3-y y-CGlasasen función de

cual sea el producto principal que sinteticen.Existen numerosasa- y [3-COTasas,aunquemuy

pocoscasosde y-CGlasas.Por ejemplo, la CGTasade Bacillus maceranses una a-CGTasa

(Delbourg y cols., 1993), mientras que la CGTasa de Bacillus circulans es una [3-CGTasa

(Lawsony cols., 1990).Bacillussubtilis (cepa313) esel único microorganismoconocidocapazde

sintetizary-CGTasa(Horíkoshi, 1988). Sin embargo,su producciónde ‘y-ciclodextrmna es muy

limitada, porlo quese recurreaotrasCGlasas.Esteesel casoconcretode la CGTasadeBacillus

ohbensisqueseutiliza a nivel industrial parala obtenciónde [3- y y-ciclodextrina,ya queademás

de sintetizar como producto principal [3-ciclodextrmnaproduce grandes cantidades de y-

ciclodextrina(no sedetectala presenciade cí-ciclodextrmna)(Sin y cols., 1993; Sin y cois., 1994).

La COTasade Bacillusfirinuses unade las últimas COTasasdescubiertas(Goel y Nene,1995)y

de la que se estáoptimizandola producciónde la enzimapor partedel microorganismo(Gawande

y cols., 1998).
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2.5 ACTIVIDAD CATALíTICA

La COTasa es la única glicosiltransferasa que cataliza de forma reversible

transglicosilacionesct(1—*4) inter- e intramolecularesa partir de almidón, presentandocuatro

actividadesbiendiferenciadas:ciclación, acoplamiento,transferenciae hidrólisis (Jamunay cols.,

1993;Nakamuray cols., 1993).

Concretamentedichasactividadessecaracterizanpor:

Ciclación: transferenciaintramolecularde un extremoreductor(donador>del azúcar,a un

extremo no reductor de la misma cadena (aceptor), formándose un compuesto cíclico

(ciclodextrmna).

Acoplamiento: es la reacciónen la que una molécula de ciclodextrmna (donador) se

combinacon oligosacáridoslineares(aceptor) para producir una cadenamás largaque la del

oligosacáridoinicial.

Transferencia:transferenciaintermolecularentre dos cadenasde oligosacáridoslineares,

unade ellasactúacomodonadory la otracomo aceptor.

Hidrólisis: transferenciadel extremoreductordel azúcaral agua(aceptor).

1
O +

Do ado Acep o1~’

CICLACION

¿s?
ACOPLAMIENTO

TRANSFERENCIA

0~

Q • Residuos de glucosa

e Extremo reductor

~1

it+

IIIDR OLISIS

H20

Figura 1.3. Representación esquemática de las diferentes actividades de la ciclodextrin glicosiítransferasa.
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2.6 ESTRUCTURA Y MECANISMO

La COTasaes una enzimamultifuncional (Kim y cols., 1995),estrechamenterelacionada¡ con las a-amilasas.Concretamente,ambasenzimascompartenalrededordel 30% de su secuencía

de aminoácidos.Las estructurastridimensionalesde las a-amilasasy de las CGTasas,muestran

una clara similitud en la región N-terminal de aproximadamente400 residuos,los cualesse

presentanen forma de estructura“tonel” ([3/a)s (del inglés ([3/a» harreO y comprendelos

I dominiosA, B, y C (Lawsony cols., 1994). Estaagrupaciónseorganizamediante8 cadenas[3
paralelasrodeadaspor 8 a-hélices(Janecek,1994), fue por primera vez encontradaen la

U estructurade la isomerasatriosafosfatode músculo de poíío, denominándosehM (del inglés

triosephosphateisomerase).

Figura 1.4. Representación esquemática de la
estructura tonel (13/a)a. Las hebras negras
representan las a-hélices, y las grises cadenas g.
N y C indican los extremos N-terminal y C-
terminal.

Sin embargo,en contrastecon las a-amilasas,las CGTasasposeendos dominios C-

I terminal adicionales-dominiosD y E- que se pliegan constituyendocadenas¡3. Por eso la masa

molecularde las CUTasasestáen tornoa 70-75 kDa, mientrasquela de las a-amilasasesde 45-55

U kDa (Dijkhuizen y cols., 1995). Debido a las similitudesexistentesen las estructurasprimaria y

ia de las CGhasasy de las ct-amilasas,se consideranpertenecientesa la misma familia¡ ural: familia glicosil-hidrolasaff13, también llamadafamilia cz-amilasa(Nakamuray

cols., 1994a). Existen muchoscasosde clasificación “en falso” de CGTasasque en principio

I fuerondescritascomo cí-amilasas.Porejemplo, las consideradascí-amilasasde Bacillus circulans

cepaF2, y Bacillus. spcepaB 1018 fueron mástardereclasificadascomo CGTasas(Wind y cols.,

1998b). La ct-arnilasade TherrnoanaerobacleríumihermosuiflirigenesEMI fue recientemente

¡ catalogadacomounaCGTasacon inusualy elevadaactividadhidrolítica (Wind y cols. 1995).
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Figura LB. Estructura de la CGTasa. Los cilindros rojos representan las a-hélices y las flechas azules las
cadenas ~ Obsérvese la complicada topología TIM localizada en la zona central de la proteína. Estructura
tridimensional procesada con el programa de simulación molecular WebLab ViewerLite 3.10 (MSI).

Todos los conocimientosobtenidosrespectoa la estructuray funcionamientode la

CGTasaprocedende estudioscristalográficosde la enzimaen presenciade diferentessustratos

o inhibidores,realizadosa partir de COTasasnativaso modificadas(químicao genéticamente).

Hasta el momentoseha completadoel estudio cristalográfico de las CGTasasde las siguientes

especies:Bacillus stearothermophilus(Kubota y cols., 1991), Bacillus circulans cepa8 y su

mutanteD229A (Klein y cols., 1992), Thermoanaerobacteriumthermosz4furigenes(Knegtel y

cols., 1996), Badillus. c¡rculans cepa 251 y cuatro mutantes de ésta(Knegtel y cols., 1995;

Strokopytovy cols., 1996). Desdeeste momento,se utilizará la numeraciónde la CGTasade

Thermoanaerobacteriumthennosuffurigenes(Tabium-CGTasa), cuya estructuraha sido resuelta,

presentandouna homología superior al 90% en la secuenciade aminoácidoscon respectoa la

CGTasade Iherinoanaerobactersp. 501 (la enzimacon la queherealizadomis estudios).
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2.6.1 LOS DOMINIOS

La estructurade la CGTasapresenta5 dominiosdenominadosA, B, C, D y E (LawsonyE cols., 1994;Wind y cols. 1998b). El dominio A (del aminoácido1 al 144, y del aminoácido206 al

U 406) tieneunatopologíaTJM (¡3/a)s.En este dominio se localiza la triadacatalítica fundamental

parala actividad de cualquier CGTasa, constituidaporlos residuosAsp23O,Glu258 y Asp329.El

U
dominio E (delaminoácido145 al 205) esun extensolazoentrela terceracadena ¡3 y la tercera

a-hélice del dominio A siendo un estructura secundaria muy pequeña, que interrumpe el

dominio A. Los otros tres dominios tienen estructura de cadena ¡3. El dominio C (del

U aminoácido407 al 495) sedisponetras la finalización del tonel (13/ex» y está formado por 4

cadenas[3.El dominio D (del aminoácido 496 al 580) esunagran cadena¡3, y el dominio E (del

U aminoácido581 al 683) está compuesto de dos cadenas [3(ver Fig. 1.6). Las funciones de cada

uno de estosdominios son las siguientes: los dominios A y el B contienenel centroactivo con

U la tríada catalítica, el eje de ciclación, así como los residuos que contribuyen a la unión del
sustrato al sitio catalítico. Las funciones de los dominios C y D no se conocen con certeza. Por

I ultímo el dominio E está involucrado en la unión del almidón a la CGTasa. Para ser exactos se han
descrito en este dominio dos sitios de unión de maltosa. El primero de ellos se encarga de unir el
almidón, y el otro de guiar y orientar la cadena de almidón hacia el centro activo (Fig. 1.7 y 1.8).

U Figura 1.6. Los cinco dominios de la CGTasa. En color rojo (aminoácidos 1-144) y blanco (aminoácidos
206406>, el dominio A; el dominio E en color verde; el dominio O en color azul; el dominio D en color rosa;

U el dominio E en color amalillo. Estructura tridimensional procesada con el programa de simulación
molecular WebLabViewerLite 3.10 (MSI).
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HO

ASN664

382

Figura 1.7. En el primer sitio de unión de maltosa los dos anillos de glucosa establecen contactos

hidrófobos con las cadenas laterales del Trp6l3 y el Trp659. Existen tres puentes de hidrógeno directos
con la proteina en los que participan la AsnGG4 y la Lys648. Además, este sitio de unión tiene tres
moléculas de agua que forman puentes de hidrógeno entre la proteina y la maltosa (Lawson y cols.,
1992; Lawson y cols., 1994).

Figura ¡.8. En el segundo sitio de unión de maltosa, el azúcar está dispuesto con su extremo reductor
sobre el anillo aromático de la Tyr63O. En los puentes de hidrógeno participan: la Thr595 y el oxigeno de la
unión peptidica, asi como los aminoácidos Val596, Gly598, Asn624, y Gln625. Se aprecian dos moléculas
de agua formando puentes de hidrógeno, una de las cuales lo crea de manera indirecta empleando para
ello la Asn600 (Lawson y cols., 1992; Lawson y cols., 1994).

t
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C
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o
CLY598 ¡

c -
vAL59< ~ —

OH



18 TesisDoctoraL M Alcalde

2.6.2 EL SITIO DE UNION DE ALMIDON

Los dossitios de unión de maltosaforman partede una estructurasuperior,el sitio de¡ unión de almidón, que se localiza en una zona alejada del centro activo. Dicha región,

comprendeunalimitada secuenciade granhomologíaen toda la familia a-amilasa(Svenssony

U cols., 1989;Dalmiay cols., 1995).Estáconstituidapor 95 residuos,localizadosen el dominio

E, de los cuales11 sonestrictamenteconservados:

ThrS9501y598Gly6OSLeu6lOGly6ll Tw 613 Pro 63lTrp633Lys648Trp659Asn664

Cuatro de los 11 residuosestrictamenteconservadosdel sitio de unión de almidón

(Trp6l3, Lys648, 1rp659 y Asn664) forman parte del primer sitio de unión de maltosa,

U mientrasqueThr59S, Gly598 y Trp633 son parte del segundositio de unión de maltosa.Los

residuos estrictamenteconservadosrestantes(01y605, Leu610, 61y611 y Pro63l) no se

U encuentrandirectamenteinvolucradosen la unión de maltodextrinas,pero probablementesean

necesarioscomosoporteestructuraldel dominiode unión de almidón.

Los estudios de modelado molecular sugieren que la cadena de amilosa puede¡
disponerseen unaextensaconformaciónen cinta interaccionandocon ambossitios de unión de

U
maltosa(Dijkhuizen y cols., 1995). Además,medianteestudioscristalográficosadicionales,se

ha descubiertola existenciade un largo canal,queenlazael centroactivo con el sitio de unión

de almidón,y en el quesepuedenacomodarde 9 a 10 residuosde glucopiranosa.

En resumen,la unión del almidón se produceen una región alejadadel centro activo: el

sitio de unión de almidón,en el queparticipandos sitiosde unión de maltosa(Fig. 1.9). La cadena

¡( de almidón,unida ensuregiónespecífica,se conectaconel centroactivoa travésde un largocanal

Lawsony cols., 1994).
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Figura 1.9. Disposición de los sitios de unión de maltosa con respecto al centro activo de la CGTasa
<Asp329, Glu258, Asp 230, PhelS6>. En verde, el primer sitio de unión, y en blanco el segundo.
Estructura tridimensional procesada con el programa de simulación molecular WebLab ViewerLite 3.10
(MSI).

2.6.3 EL CENTRO ACTIVO

La tríada catalíticay lossubsitiosde unión delsustrato

El centro activo de la CGTasaestácompuestoportresresiduosácidos:Asp23O,Glu258y

Asp329. Estatríadacatalítica estálocalizadaen el fondo de una cavidadsituadaal final de la

estructuraTIM (¡3/a)g, en el dominio A. El 01u258estárodeadopor la mayoríade los residuos

hidrófóbosdel centroactivo (Tyr26O,Phe284,y Leu282),mientrasque el Asp329y el Asp23Ose

encuentranen unaambientemáspolar(Klein y cols., 1992;Lawsony cols., 1994).

El sustratoseensamblaen el centroactivode la enzimamediante7 subsitios(denominados

desdeel extremoreductoral no reductordela cadenade amilosacomo2’, 1’, 1,2,3,4,5) (Klein y

cols., 1992;Nakamuray cols., 1994b).Cadaresiduode glucosadel sustratopoliméricoseunea

su subsitio con una alta especificidad.Las interaccionesde los residuosde glucosacon cada

subsitio pueden ser de tres tipos: puentes de hidrógeno, fuerzas de van der Waals, o

interaccioneshidrofóbas,estasúltimas producidasporel desplazamientode moléculasde agua

queseencontrabanunidasal centroactivo en ausenciade sustrato (Knegtely cols., 1995).
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La accióndela tríadacatalítica

En la CGTasanativa existeun fuerte puentede hidrógeno(2.5 A) entre los grupos

E G1u258 y Asp329,indicandoqueuno de los doscarboxilatosestáprotonado,probablementeel

G1u258. Cuando la amilosaseune al centroactivo, el Asp329semuevehaciael azúcary se

• forma un puentede hidrógenoentrela cadenalateraldel Asp329 y el hidroxilo del C2 de la

• glucosadel subsitio 1. Por lo tanto, el puentede hidrógenoentreel Asp329 y el Glu258 se

U
rompe A continuación,la cadenalateral del Glu258 se desplazahaciauna nuevaposición,

estableciendoun puentede hidrógenocon respectoal oxígenode la uniónglicosídicaentrelos

residuosde los subsitios 1 y 1’. De estamanera,escindela unión entreambasglucopiranosas¡ dandocomienzola reaccion.

En resumen,el Glu258esel donadorde protonesque inicia la reacción.El Asp329esta

I involucrado en la unión del sustrato.Es muy probableque el Asp329 tenga una función

adicional de mantenerel grupo carboxilato del Glu258 protonadoa valores altos de pH,

E permitiendoasí a la enzimaser activa en medios moderadamentealcalinos. Por último, el

Asp23O actúa como basegeneralo nucleáfilo y tambiénparticipaen la unión del sustrato

(Strokopytovy cols.,1995).

E Figura 1.10. Acción de la triada catalitica (en verde) sobre la maltohexaosa <en rosa). Obsérvese la
escisión de la unión glicosidica. Estructura tridimensional procesada con el programa de simulación
molecular WebLab ViewerLite 3.10 (MSI).
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oS{0

A5P ~

258

H—N

TYR 260

N HIS 234

LY5 233

NH3

Figura 1.11. Diferentes contactos de los residuos de amilosa en el centro activo. Subsitio 2: existen

interacciones hidrofóbas con las cadenas laterales de la His99, TyrlOl, TrplO2 y Leul98. Se forman tres
puentes de hidrógeno con el Asp37l y la Arg375. La posición de las cadenas laterales de estos residuos
está fijada mediante puentes de hidrógeno con aminoácidos vecinos. Subsitios 1 y 1’: las interacciones de
los residuos en dichas posiciones juegan un papel clave para explicar la unión y escisión del sustrato. La
glucosa del subsitio 1 establece gran cantidad de puentes de hidrógeno con aminoácidos cercanos al
centro activo, incluyendo dos de los tres residuos catalíticos (Asp 230 y Asp329). Además, interacciona a
través de fuerzas de van der Waals con la Hisl4l. La glucosa situada en el subsitio 1’ se une al centro
activo gracias a los enlaces con la His234 y el Glu258. Por último, ¡a hexosa localizada en el subsitio 2~
presenta un puente de hidrógeno con la Lys233 (Strokopytov y cols., 1995; Strokopytov y cols., 1996; Wind
ycols., 1998a).

El ejede ciclación

La triada catalítica dcl centro activo aparecetanto en las CGTasascomo en las a-

amilasas,por lo que la diferenciaen el comportamientode ambasenzimasdebe atribuirse a

otras círcunstancias.Concretamente,el aminoácidoaromáticoPhel96 estápresenteen una

situacióndominantecn la zonacentraldel sitio activo (ver Fig. 1.12), y esel residuoclaveque

230

N

N

ARG375
MIS 328

diferencia la actividadCUTasade la cí-amilasa.Dichaposiciónsc conocecon el nombrede eje
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U de ciclación (Dijkhuizen y cols., 1995; Pederseny cols., 1995).Todaslas cí-amilasasposeenun

pequeñoresiduoen eselugar (Gly, Leu, Ser, Thr, Val) en contrasteconlas CGTasasquetienen¡ un voluminosoresiduoaromáticoen posiciónequivalente(Tyr o Phe)(ver Tabla 1.3) (Wind y

cols., 1998b).De estamanera,la actividadde la COTasaesmoduladapor el eje de ciclaciónque

interaccionaespecialmentecon sustratocíclicos(en reaccionesde acoplamiento)y con sustratos

U linearesquevan aserconvertidosen productoscíclicos.El tamañodel residuoen la posición 196

esfundamentalparala selectividadde la reacción(iNakamuray cols., 1994b).Un claroejemplode

U ello es la CGTasade Bacillus suhtilis cepa313, una CGTasaexclusiva,con un residuo de Leu

como eje de ciclación. Se trata de la única y-CGTasadescrita, que producey-ciclodextrmna y

¡ rnaltooligosacáridoslinearesen la fase inicial de la reaccióncon almidón. Estay-CGTasa,puede

er consideradacomo el eslabónque permiterelacionarfilogenéticamentelas ct-amilasascon las

CGlasas.

Tabla 1.3. Comparación de los residuos que aparecen en la posición

amilasas (Peninga y cols., 1995).

196 de diferentes COTasas y a-

TIPO DE ENZIMA ESPECIE RESIDUO 196

13-CGTasa

Thermoanaerobactersp. Phe

T. termosulfurigenes Phe

B. cireulanscepa251 Tyr

B. circulanscepa8 Tyr

B. circulanscepaF-2 Tyr

Bacillus alcalófilo cepa17.1 Tyr

Bacillusalcalófilo cepa1011 Tyr

Bacillus alcalófilo cepa38.2 Tyr

Bacillus alcalofilo cepa1-1 Tyr

B. ohhensis Tyr

W[3 -COTasa B. lichen~formis Tyr

a-CGTasa

B. macerans Tyr

Klebsiellapneumoniae Phe

B. sterothermophilus Phe

y-CGTasa B. subtiiis3 1 3 Leu

ct-aínilasa

TakaamilasaA Aspergilluso¡yzae Gly

cí-amilasade cerdo Val

ck-amilasade salivahumana Ser
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Figura 1.12. El centro activa de la CGTasa. En azul, la tríada catalítica. En amarillo, el eje de cidación;
abséivese su localización dominante en el centro activo. Estructura tridimensional procesada con el
programa de simulación molecular WebLab ViewerLjte 3.10 (MSI).

El ínecanis~nodela reacción

En la Fig. 1.13 se representa el mecanismo de acción de la COTasa para la reacción de
ciclación. La cadena de amilosa se une a la COTasa en forma de espiral, debido a la capacidad

de la Phel96 para formar un complejo de inclusión con ella. La CGTasa escinde la unión

glicosídica ct(1—>4) de la amilosa gracias a la acción de la tríada catalítica. La reacción de

transglicosilación de la CGTasa opera mediante un mecanismo de ping-pongbí bi (Nakamura y

cols., 1994a), el cual establece que la transglicosilación 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 sitúa en los subsitios S¡’y 52’

(anteriormente ocupados por el extremo reductor de la amilosa) (Nakamura y cols., 1994b).
La transglicosilación intermolecular tendrá lugar cuando otro aceptor se una a los

subsitios Si ‘y S2’. Si el agua actúa como aceptor tendrá lugar la reacción de hidrólisis. Sin

embargo, si el aceptor es una cadena de oligosacárido, se producirá la reacción de transferencia.
Por último, la reacción de acoplamiento puede explicarse del siguiente modo. Si en el

centro activo se acomoda una ciclodextrina, se producirá la ruptura de ésta mediante el ataque
de la tríada catalítica, abriendo la molécula. A continuación, se unirá a los subsitios Si’y 52’un

maltooligosacárido, liberándose como producto final una cadena de dextrina con mayor

unidadesde glucosa que la ciclodextrina de partida.
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• 2.7 ESTRUCTURA-FUNCION EN CGTasas. ESTUDIOS DE

• MUTAGENESIS DIRIGIDA Y MODIFICACION QUíMICA

En los últimos años, se ha realizadoun enorme esfuerzoen lo que se refiere a

• mutagénesisdirigida de la CGTasa,con el propósitode conocerel mecanismode acciónde esta

• enzima e intentar conseguir biocatalizadorescon selectividadeshacia una ciclodextrina

I
determinada,o reducirciertasreaccioneslaterales(especialmenteel acoplamiento).Porello, se

han mutado los residuosde la triada catalítica(Strokopytovy cols., 1995),el eje de ciclación,

así como cadenaslateralesaromáticasen posicionescercanasal centroactivo o a la región de¡ unión de almidón (Nakamuray cols., 1994). Se ha estudiadoel comportamientode la enzima

modificada genéticamenteen presencia de determinados sustratos o inhibidores: a-3 ciclodextrina (Lawson y cols., 1992), acarbosa(Strokopytov y cols., 1995), maltohexaosa

(Strokopytovy cols., 1996) maltoheptaosa(Knegtely cols., 1995), etc. La finalidad de estas

investigacionesesconocerlas interaccionesque seproducenentreel sustratoo inhibidor y la

• enzima, apoyándoseen algunoscasosen datos de cristalografiade rayos X del complejo

I enzímáticoformado.

Otraherramientaimportantequeseempezóa desarrollarhacebastantesañosparallevar
a cabo estudiosestructura-función,y en ocasionespara obtenerpreparacionescon mejores¡ propiedadesque la enzimanativa, es la modificaciónquímicade proteínas(Meansy Feeney,

1971; Zeffren y Hall, 1973; Glazery cols., 1975; Lundblad, 1991). Probablemente,el principal3 objetivo de la mayoríade los experimentosde modificación química es identificar aminoácidos

que esténinvolucradosen la actividadenzimática.En general,estos residuoscontienencadenas

lateralescon gruposffincionalesque participanen la reacciónmediantela formacióno rupturadeE.
uniones.Además,se debe incluir dentrodel grupode aminoácidosimplicadosen la catálisis,no

solo aquellosque participandirectamenteen la reacción(formandopartedel centroactivo), sino

U tambiénlos que intervienenen la unión del sustratoa la proteína.Al tratarsede unametodología

eneral, se puedenobtenerinformacionesglobalesacercade qué tipo de residuosestán¡ implicadosen la catálisiso en una determinadapropiedaddel biocatalizador,paraposteriormente

aplicar las tecnologíasde mutagénesisy cristalografiaconsiguiendoresultadosmuy interesantes.¡ Los estudiosde modificaciónquímicade CGTasassehancentradoprincipalmenteen los residuos

detriptófano(Ohnishi y cols., 1994a; Ohnishiy cois., 1994b),histidina(Jeangy Lin, 1994; Vilícte

s., 1992), tirosina (Villete y cols., 1993), arginina ( Mattson y cols., 1992), y más¡
recientementecisteina(Alcalde y cols., 1996), lisina (Alcalde y cols., 1996,Alcalde y cols., 1999),
glutámicoy aspártico(Alcalde y cols., 1998a).
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2.8 CGTasaDE Thermounaerobactersp.

En 1985 uno de los gruposde investigaciónde la empresaNovo Nordiskaislóunaenzima

procedentede especiesde Thermoanaerobacter,microorganismosanaeróbicostermófilos, que

degradabael almidón y era estable a altas temperaturasy bajos valoresde pH. Al principio

pensaronquela enzimaeraunaa-amilasa,debidoa surapidezy efectividaden la licuefaccióndel

almidón. Sin embargo,cuandoexaminaronlos carbohidratosproducidosa partir del almidón

hidrolizadopudieronverque setratabasin dudaalgunade unaCGTasa.Los principalesproductos

de la reaccióneran a-, ~3-y y-ciclodextrinay no habíarestosde oligosacáridosde bajo peso

molecularen las fasesinicialesde la digestión.(Stamesy Katkocin, 1990a;Normany Jorgensen,

1992).

2.8.1 PROPIEDADES DE LA ENZIMA

La COTasade Thermoanaerobactersp. es unaproteínamonoméiicade 683 aminoácidos

con unamasamolecularde 75.5 kDa. Estáprecedidapor un péptido señalde 27 aminoácidos.La

similitud en la secuenciade aminoácidoscon respectoa las CGTasasdel géneroBacillus es del

58%.

Su temperaturaóptima es de 90-950C a pH 5.8, reteniendoel 95-100%de su actividad

cuandoseincubaa 750C sin sustratodurante60 mm. Además,es suficientementeestablea 1050C

en presenciade almidón, paraemplearlaen procesosindustrialesde licuefacción.Esta CGTasa

puedeconvertiralrededordel 20% de una dispersiónde almidón al 25% (p/v) en ciclodextrinas.

La enzima conservamás del 80% de su actividad en el intervalo de pH 5.0-6.7. El gen de

Thermoanaerobactersp.ha sido transferidoa un huéspedde Bacillus y la COTasaes hoy en día

un productocomercial(Normany Jorgensen,1992; Pederseny cols., 1995).

Por último, añadir que su secuenciade aminoácidosha sido recientementepatentada,

siendomuy parecidaa la de la COTasade Thermoanaerobacteriumthermosulfurigenes(91%de

homología),al igual quesuspropiedades(Wind y cols., 1995).

2.8.2 CGTasa DE Thermoanaerobactersp. COMO ENZIMA ALIMENTARIA

Las enzimasalimentariasprocedentesde microorganismosgenéticamentemodificados

han sido empleadascomercialmentedurantc muchosaños. Ejemplos de ello son la amilasa

nialtogénicapara la producción de jarabcs de maltosa, la lipasa de Mucor ,niehei para la

interesterificacióndc grasas,y la acetolactatodescarboxilasaparala maduraciónde la cerveza.
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Todas las enzimasque normalmentese utilizan en procesosalimentariosdeben ser¡ segurasparael consumo.Estoquieredecir que la enzima,tanto en su forma activa como en la

inactiva,no debesercausaen ningúncasode reaccionestoxicológicasen humanos.¡ Las enzimas alimentarias son producidas mediante el cultivo puro de cepas,

cuidadosamenteseleccionadas,de microorganismosque seancapacesde crecersobresustancias¡ naturalesesterilizadasactuandocomo fuentede energía.Tanto las condicionesde fermentación

como las condicionesde recuperaciónde las enzimasdebensermeticulosamentecontroladaspara

¡a
segurarque los requisitosde la GMP (goodmanufacturingpractice) se cumplan durantesu

roducción.El productofinal debereunir todos los criterios establecidospor la FAO/WHO, el

comiteexpertosobreaditivos alimentarios(JECFA,JointExpertCommitteeon FoodAdditivies)y¡ el códigode químicaalimentaria(FCC,FoodChemicaisCodex).

La JECFA clasifica las enzimasalimentariasde origen microbiano en tres clasesde

E acuerdocon el tipo de organismodel que procedeny su uso tradicional.La mayorpartede las

enzimasproducidasindustrialmentesuelenpertenecera la claseB (esel casode la CGTasay de¡ la dextransacarasa),que se definecomo: “enzimas derivadasde microorganismosno patogenos

comúnmenteencontradoscomocontaminantesde los alimentos.Estasenzimasson consideradas

¡a

limentariassiemprey cuandoseestablezcanlas especWcacionesquímicasy microbiológicas

portunasy serealicen cortosestudiosqueasegurenla ausenciade toxicidad. Cadapreparación

esevaluadaindividualmentey debeestablecerseun consumodiario aceptable

La COTasade Thermoanaerobactersp. fue introducida en 1996 por Novo Nordisk

comoenzimaalimentariadebidoa sus peculiarespropiedades.La enzimaseincluyó en la lista

I de sustanciasGRAS (generally recognizeas safe). Al reunir todos los requisitosestablecidos

por la GMP, fue admitidacomoseguraparasuusoen laproducciónde ciclodextrinas(Pedersen

y cols., 1995).

U 2.8.3 VENTAJAS DEL EMPLEO INDUSTRIAL DE LA CGTasa de

Thermoanaerobacter sp. COMO ENZIMA TERMOESTABLE.

PRINCIPALES APLICACIONES

Muchasde las enzimasrecientementedescubiertasposeentermoestabilidadessuperiores¡ a las enzimas tradicionales.El interés que existe en enzimas termoestablescrece día a día,

debidoal hechodc que la mayoríade las enzimasinvolucradasen procesosindustrialestrabajan¡ a temperaturaselevadas.Su principal ventajaserelacionacon que, en la mayoríade los casos,a

medidaqueseincrementala temperaturadel proceso,aumentael rendimientode la reacción.
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Por otro lado, las altas temperaturas inhiben el crecimiento microbiano, siendo menor el

riesgo de contaminación. Otra virtud del empleo de altas temperaturas en la industria es que se

favorece el mezclado y la solubilización 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 últimos años,graciasa la capacidad de

donar los genesde los microorganismos termófilos en cepas mesófilas.
La suma de todos estos factores ha conducido a disponer de una amplia variedad de

enzimas termoestables que están reemplazando paulatinamente a las enzimas termolábiles. Por

ejemplo,las amilasastermoestables de Bacillus lichen<formisy Bacillus stearothermophilushan

reemplazado a las amilasas termolábiles deBacillussubtilis.

Desde un punto de vista estructural, las principales diferencias entre las enzimas

procedentesde fUentes termófílas y mesófilas aparecen en la superficie de estas proteínas. Las

enzimas termoestables contienen menos lazos flexibles, tienen mayor número de puentes salinos,

puentes de hidrógeno e interacciones hidrófobas. Todo ello hace que la proteina sea más rígida

que su homóloga mesófila. Esta rigidez explica la baja eficacia catalítica de las enzimas
termoestables a temperatura ambiente, ya que sólo alcanzarán la flexibilidad requerida para la

catálisis a elevadas temperaturas (Knegtel y cols., 1996).
La CGTasa de Thermoanaerobactersp. muestra la termoestabilidad más alta descrita

para cualquier CGTasa hasta el momento. Posee una temperatura óptima de 950C, más elevada

que la de la CGTasa de B. stearothermophilus(700C),o la de T. thermosulfurigenes(850C).
Esta excepcional resistencia térmica la confieren numerosas aplicaciones industriales, que

pueden revolucionar las metodologías tradicionales, especialmente en los campos de
licuefacción del almidóny producción de ciclodextrinas.

Licuefaccióndel almidón empleandoCGTasade Thermoanaerobactersp.

La producción de jarabes de alto contenidoen fructosaa partir de almidón, requierede

tres pasosdenominadoslicuefacción, sacarificación e isomerizacíon.

La industria del almidón ha adoptadounascondicionesestándarde licuefacciónen dos

etapasconsecutivas.La primera de ellas constituye la llamada gelatinización o licuefacción

primariade una pasta de almidón al 35-40% (p/v) a 1050C durante 5 mm. A continuacióntiene

lugar la segunda fase conocida como dextrinización o licuefacción secundaria,en la que la

mezcla se sometea temperaturasde 950C durante 90 mm (Starnes y cols., 1991). La

licuefacción es generalmentellevada a cabo por una cz-amilasa de B. /ichen¡fornñs o E.

stearo/heí’moph.’/usa pH 6.0-6.5. A continuaciónse realizala sacarificacióna pH de 4.5 catalizada

porunaamiloglucosidasa,dandolugarajarabesde alto contenidoenglucosa.
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Como resultadode estasincompatibilidadesde pH, la industria del almidón ha realizado¡ unaextensabúsquedade enzimasque licúen el almidóny que seana suvezcapacesde operaren

el mismovalor de pH de la posteriorsacarificaciónpara,de estemodo, eliminarla necesidadde¡ ajustarel pH del almidón sucesivasveces(Norman y Jorgensen,1992). Actualmentese están

empezandoa desarrollarestudiosde la aplicaciónde CGTasasen la licuefaccióndel almidón,

I como alternativa al empleo de las ct-amilasas.De los microorganismosconocidos como

productoresde CUlasasningunode ellosessuficientementetermoestableparasuutilizaciónen¡ la industriade la licuefaccióndel almidón,a excepciónde la CGTasade Thermoanaerobacter

sp. Estapropiedad,unidaasuexcelenteactividadabajosvaloresde pH, permitela licuefacción

del almidón a pH 4.5, por lo que se puede realizar la sacarificación consecutivamente,¡ eliminando de estemodo la necesidadde un ajustede pH (además,el almidón procedentede

procesosde molido-húmedotieneun pH de 4-5,por lo queesnecesarioajustarloa6.0 paraquela¡ a-amilasatrabajeen la licuefacción,peroutilizandola COTasatansólo esnecesarioun leveajuste

de pH a 4.5). En definitiva, los ajustesde pH seránmuchomenoresque en el caso de las a-

con el consiguienteahorroen el empleode ácidoso bases.Porotro lado,el bajonivel de¡
alesgeneradaspor los ajustesde pH reducenla necesidadde emplearagentesquímicose iones

E
de intercambioen la purificacióndel jarabe.Por último, se evita la formación de compuestos

coloreadosy subproductosno deseables,comola maltulosa,que contaminanel jarabe(Nielsen,

1991).

Si despuésde este tratamiento, el almidón se enfría a 600C y se le añade una

amiloglucosidasadurante48 h, se produceglucosacon un rendimiento similar al quese obtiene

I comercialmenteempleandoct-amilasasparala licuefaccióndel almidón(Zamosty cols., 1991).En

cualquiercaso,en los procesosde licuefacción industrialse requieregran cantidadde enzima.

I Las bacteriastermofilicas son pobresproductoresde enzimas.Por consiguientees necesario

donarel gen de la CUTasadentrode un huéspedapropiadoparaproducirla suficienteenzima

(Pederseny cols., 1995).

Producción deciclodextrinas

Las ciclodextrinasfueronpor primeravez sintetizadasa escalaindustrial en 1976. El

E métodotradicional de producciónincluía trespasos:1) licuefaccióndel almidón, 2) formación

de ciclodextrinasapartir del almidón licuado,3) separacióny purificaciónde las ciclodextrinas¡ (Su y Yang, 1990). El procesoclásico descritopor Tilden y Hudson, emplea la CGTasa de

B maceranspara sintetizarestosazúcarescíclicos. Sin embargo,estaCGTasano es capaz

reí almidón aalta temperatura,lo quesetraduceen unaseriede inconvenientes.En primerE lugar, cl almidóndebesersolubilizadomedianteun pretratamientocon unau-amilasa.Despuésde
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esta licuefacción, la a-amilasa debe ser inactivada para obtener buenos rendimientos de

ciclodextrinas.Además,la CGTasade B. maceransno es suficientementetermoestableparaser

empleadaa altas temperaturas.Consecuentemente,la conversiónde almidón a ciclodextirinas

requiereun amplio tiempo de reacciónantes de que se alcancenrendimientosaceptables.Por

último, la contaminaciónmicrobianapuedesuponerun problemaañadido(Zamosty cols., 1991).

La utilización de la CGTasade Thermoanaerobactersp. en la producciónde ciclodextrinas

solventa la mayoría de estasdificultades.Al tratarse de una enzimatermoestable,permite la

integraciónen un solo pasode la licuefaccióndel almidónmás la conversióndel almidónlicuado

en ciclodextrinas.En definitiva, seelimina una etapade la reacción-el tratamientoprevio a la

adición de la CGTasa, con ct-amilasas,parahidrolizarel almidónparcialmente-.Además,la alta

termoestabilidadpermite tiempos de producciónde ciclodextrinasmuy cortos, lo que significa

mayoresrendimientosque los obtenidospor la CGTasadeB. macerans.El tiempode reacciónde

la CGTasade Thermoanaerobactersp. es menorqueel de cualquierCOTasatermolábil (Starnes

y cois., 1990a;Nielsen,1991;Pederseny cols.,1995).

Pastadealmidón GELATINIZACIÓN

CGTasa 5 minutos. 1O5~C.

4,
CICLACION

4-24 horas. 900C

Figura 1.14. Esquema del proceso de producción de ciclodextrinas con la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp.

3. LAS DEXTRANSACARASAS

3.1 GLUCANSACARASAS Y DEXTRANOS QUE PRODUCEN

Las glucansacarasasson un grupode enzimas,sintetizadaspor la familia Lactobacíllaceae,

que catalizanla síntesisde glucanoscon diferentesestructurasa partir de sacarosa(Sidebotham,

1974). Los glucanosquetienenla cadenaprincipal constituidapor unionesgl—>6) entreglucosas

se conocencomo dextranos,y las enzimas que los sintetizan se llaman dextransacarasas(EC

2.4.1.5).Lasdextransacarasassonenzimasinducibles, extracelulares,producidaspor bacteriasde

los géneros Strepiococcus,Leuconostocy Lactobacillu.s. De las tres especiesdel género
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¡ Leuconostoc (L. mesenteroides,L. dextranicium y L. citrovorum) la última no produce

dextransacarasa(Miller y Robyt, 1984;Pennelíy Barker, 1992).Los dextranossediferencianunos

I
de otros dependiendodel tipo de unión que presentenen sus puntosde ramificación -ct(1--+2),

ct(l—*3), ó c4l—>4)-, del porcentajede dichasramificacionesy de sudisposiciónen la cadena.

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

Lactobacillus Leaconostoc Streptococcus

L. acidophilus

L. brevis

£ hovis£ challis

L. casei L. dextranicum
S.faecalis

S. mitis
L. musicus L. mesenteroides

S. mutants
L. pastorianus
L.viridescens

£ sanguis
~ v¡rwans

Existen glucanosque no encajandentro de la definición de dextrano.En concretohay

I
glucanosque tienenunionesct(1—*3) en la cadenaprincipal y glucanosquealternanlas uniones

a(1—>6) y c41—*3) en la cadenaprincipal.

La bacteriaLeuconostocmesenteroidesB-5 1 2F produceun sólo tipo de dextranoquetiene¡ 95% de unionesa(l—>6) en la cadenaprincipal y 5% de puntosde ramificación@1—>3). Las

ramasde dichaespeciepuedenserde dos tipos: simplesunidadesde glucosa(la mayoríade las

I veces),o cadenasrelativamentelargascon enlacesa(l—*6) -de 2 a50 residuosglucosilo-unidasa

la estructuraprincipal medianteel punto de ramificación a(l—*3). Otrosdextranoscontienenun¡ porcentajemucho más alto de puntos de ramificación c4l—*3). Por ejemplo, el dextrano5

(soluble) de LeuconostocmesenteroidesB-742 tiene 50% de uniones c4l—*6) en la cadena

I principal y 50% de puntos de ramificación c4l—*3), de los cualesla mayoría son residuosde

glucosa.Estecasorepresentael más alto grado de ramificaciónquepuedetenerun dextrano.La¡ estructuraresultantees una especiede peine bifurcado, en el que cada una de las glucosas

enlazadasa la cadenaprincipal medianteunionesct(l—*3) constituiríanlos “dientes” del peiney la

I cadenaprincipal seria el “eje” de dicho peine (ver Fig. 1.15). Los dextranosde este tipo son

altamenteresistentesa la hidrólisis por endo-dextranasas.LeuconostocmesenteroidesB-742

n produceotro dextranoquetiene un 7% de puntosde ramificacióna(l—>4) en vez de los¡ frecuentesa( l—*3). Streptococcusrnutants 6715 elaborados tipos distintos de glucansacarasas:

una de ellas es unadextransacarasa(a vecesllamadaglucosiltransferasa-solubleo GTF-S) que¡ sintetiza un dextrano soluble en aguacon un 35% de ramas(la mayoriaglucosas)unidasa la



Introducción 33

cadenaprincipalmediantepuntosde ramificaciónct(I—>3). Estedextranotiene la particularidadde

que el grado de ramificación suponeque uno de cadados residuosde glucosade la cadena

principalcontieneramificación.Comoconsecuenciade estadistribuciónuniforme,adquiereforma

de peinebifurcado y alterno. Esta estructuratambién es resistentea la hidrólisis por endo-

dextranasas.La segundaenzimaelaboradapor Streptococcusmutans6715 sintetizaun glucano

insoluble en aguaque tiene una cadenaprincipal con unionesc4l—*3) en lugar de las clásicas

ct(1—*6), y obviamenteno es un dextrano.Es totalmenteresistentea la acción de las endo-

dextranasas,se le denominaglucano-mutante,y a laenzimase le llama mutansacarasa(tambiéna

vecesllamadaglicosiltransferasainsoluble o GTF-I). Por último, LeuconostocmesenteroidesB-

1355 tambiénelaboradosglucansacarasas:la primeraenzimasíntetizaun dextranomuy similaren

estructuraal de LeuconostocmesenteroidesB-512F.La segundaenzima,sin embargo,sintetizaun

glucanoquepresentauna vanaciónen las unionesde la cadenaprincipal. Concretamentealtema

consecutivamenteunionesa(1—>3) con a(1—>6), y presentaun 11% de puntosde ramificación

ct(l—*3). Estepolisacáridotampocosepuedeconsiderarun dextrano.Se le llama alternantey a su

enzimaalternansacarasa.Los alternantestambiénson totalmenteresistentesa la hidrólisis por

endo-dextranasas.

o

Dextrano de Leuconostoc,nescnteroidcs8-5 1 2F

ESES HE EEUEEU<><2 -, -~

Dcxtrano neme alterno” de SPcnrococcus u,¡¡,¡a,a~ 67 i 5 Ciucano “mutante” dc Slrenlococcus,nuto,us6715

()
oj,~

( ()
E
u Y

u> u> a u)
E ~.<> <> - -

-‘-E-,—

Cl LICOItO a Ilerl,a ¡ile’’ de Lcitco¡;ostót.o¡cscu;croidos 8— 1 355 Dcx Irano de Lc,,co¡¡ov/no ,,wscgw,oidc.v [3 1 299

Figura 1.15. Representación esquemática los principales tipos de glucano.
Residuo de Glucosa,Q Enlacec41—>6), —; Enlace o¿(l—>3> — Enlace

Dextrano ‘peine” de Leuconostoc,nescnteroidcsB-742
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Tabla 1.5. Principales glucanos sintetizados por glucansacarasas (Robyt, 1995).

Especie

% de Unión

Cadenaprincipal Puntosde ramificación

Leuconostocmesen/cro/des8-Sl2F

ci4l—*6) a(1—>3) o41—*3) a(1—*2) a(1—*4)

95 5

Leuconostoc,nesenteroidesB-7421 93 7

Leuconostoc,nesenteroidesB-742 11 50 50

LeuconostocnzesenteroidesB-i299 1 66 1 27

Leuconostocmesen/ero/des8-1299II 65 35

Leuconostocniesenteroides8-13551 95 5

Leuconostocínesentero/des8-135511 54 35 11

Leuconos/ocmesen/ero/des8-i 191 94 2 4

Leuconostocinesenteroides8-1308 95 5

Sereptococcussp. B-i526 83 17

5/reptococcusvir/dansB-135i 89 11

Sireptococcusniutaes67i si 65 35

5/reptococcusnzutans671511 4 96 2

Leuconos/ocmesen/ero/des8-523 100

Leuconostocmesen/ero/des8-i 149 100

3.2 APLICACIONES DE LOS DEXTRANOS

El mercadode producciónde dextranoesde unas1000 toneladasporaño(Monsan,1990),¡
y el principal dextranocomercializadoes el producidopor LeuconostocmesenteroidesNRRL B-
512F por serno patógeno,altamentesolubley relativamenteestable(Soetaerty cols., 1995). Es¡ probablementeel primer biopolímeroobtenidoa escalaindustrial porfermentación.En la síntesis

de estepolisacáridono se requierenATP o cofactores,ya quetodala energíaparallevar a cabola¡ reacciónprovienede la unión queexisteentrela fructosay la glucosaantesde serescindidas.Los

os se obtienen mediante fermentacion en un medio rico en sacarosa,producíendosela

ón inducida de la enzimaal medio. El procesofinaliza cuandotoda la sacarosaha sido¡
consumiday el pH del medio alcanzavalorespróximosa 5.2 (Lazie y cols., 1991; Barker y
Ajongwen,1991; DoIs y cols., 1997a;DoIs y cols., 1998a).

34
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Los dextranosse llevanproduciendopor fermentacióndesde1950, en forma de polímeros

de elevadospesosmoleculares(106~107). Sin embargo,la industrianecesitabiopolímerosde menor

tamaño(40.000o 70.000Da),quesepuedenobtenerporhidrólisis ácidade los dextranosiniciales,

seguidade unaprecipitacióncon alcohol (Soetaerty cols., 1995).

En lo que respectaa sus aplicaciones,ciertas solucionesde dextranopuedenpresentar

propiedadesosmóticassemejantesa las del plasma sanguíneo,por lo que se emplean para

aumentarel volumen sanguíneoen casode hemorragias(dextranosde pesomolecular70.000)y

para regularel torrentesanguíneo(dextranode 40.000).El dextranoes igualmenteútil en sus

formas derivadas:el dextrano-sulfatopor sus cualidadesanticoagulantesy el ferro-dextranopor

paliar las deficienciasanemícas.El DEAE-dextranodisminuyelos nivelesde colesterolen sangre.

Porúltimo el dextranoes la baseestructuralde numerosasmatricesde cromatografia,asícomoun

estabilizantede emulsionesfotográficas(Pennelíy Barker,1992)

Existen numerosasevidenciasque indican que la dietade sacarosaes el principal agente

promotorde la cariesdental.La extremacariogenicidadde la sacarosase debea que actúacomo

sustratoparala síntesisde un elevadonúmero de polisacáridosbacterianosextracelulares,que

incluyen los dextranosy los levanos.Por lo tanto, la posibilidadde controlarla síntesisde tales

dextranosesun temade graninterés.Se piensaqueel dextranopuedeactuara tresniveles: i) los

dextranospromueven la caries ya que facilitan la colonización por parte de las bacterias

cariogénicasde la superficie dental (las bacteriaslácticas ácidas-esencialmenteStreptococcus

sanguisy Streptococcusmutants-);u) son componentesestructuralesde la placadental; iii) son

reservade carbohidratosparalasbacterias.

Todo ello ha estimulado la búsquedade alternativasdirigidas a la disminución de la

presenciadel dextrano,paralo cual, sehaceuso de agentesclínicos que degradenel dextranoo

queprevengansu síntesis.Las dextranasasson enzimasque escindenlas unionescx(1—*6) en los

dextranos,y por lo tanto, si seañadena la comida,actúancomoagentesanticariesquerompenlas

matricesde placascariogénicas,o previenenla colonizaciónde la superficiedental porpartede las

bacterias.De momentoestosexperimentosestánen via de desarrollo,y seestátrabajandoin vitro

con placasdentalesartificiales,asícomocon animales.
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¡ 3.3 PRODUCCION DE OLIGOSACARIDOS DE INTERES CON

DEXTRANSACARASAS

Losglucooligosacóridos

Los glucooligosacáridos(605) son azúcaresde pequeñalongitud, cuya síntesis es¡ catalizadapor la dextransacarasaen presenciade los aceptoresadecuados(Remaudy cols., 1991).

Dentro de los glucooligosacáridosdestacanlos producidospor la dextransacarasade Leuconostoc

mesenteroidesB-1299, que sintetiza oligosacáridoscon unionesa(1—>2) mediante la reaccióncon¡ maltosacomo aceptor(Dols y cols, 1997b). Los azúcaresobtenidosson a-glucooligosacáridos

con un gradode polimerizaciónde 3 a 10 y finalizadosen un residuomaltosilo en el extremo¡ reductor.La cadenalineal estaformadapor residuosglucosilo unidosmedianteenlacesct(1—>6) y

conteniendoal menosuna unión c4l—>2) en el extremono reductor,asícomo unao dos uniones

¡ ct(1—>2) en los puntos de ramificación,dependiendodel grado de polimerización(Paul y cols.,

1992).Estosglucooligosacáridossonaltamenteresistentesa los enzimasglicolíticos digestivos,lo

cual generaunaenormevariedadde aplicacionesen la industriaalimentaria.

OH

Figura 1.16. Estructura de un glucooligosacárido (23-a-D-giucopiranosil panosa) producido por la¡ dextransacarasa de Leuconostoc rnesenteroides 8-1299. La unión ct(1—*2> del extremo no reductor le
confiere una gran resistencia frente a la acción hidrolítica de las glucoamilasas.

En alimentaciónhumana,los glucooligosacáridos,al no serabsorbidosa través de las

I microvellosidadesintestinales, alcanzaránel colon y podrán interaccionarcon la microflora

bacteriana intestinal. Afortunadamente estos contactos son muy selectivos. Los

glucooligosacáridosson especificamentemetabolizadospor la microflora bacterianabeneficiosa3 (Baidobacleriutiz, Bacteroides, Lactobacillus), favoreciendo el crecimiento de estos

microorganismos,sin presentarningún tipo dc interacción con la microflora potencialmente

o’

H
2OH

H2OH

cí(l—*2)

a(1
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OH
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patógena.Actualmentese esta estudiandola posibilidad de promover el crecimiento de las

bacteriasbeneficiosasdel intestinode reciénnacidosquetenganproblemasdigestivos(Valette y

cols., 1993).

Porotro lado,los glucooligosacáridossonno cariogénicos(no producencaries,porquelas

enzimassalivaresno reconocenla inusualunión c4l—>2)). Además,seconsideranproductosbajos

en caloríasporqueno son metabolizados(al serresistentesal ataquede los enzimasdigestivosde
humanosy animales);por lo que sepuedenutilizar como alimentosdietéticosbajosen calorías

mezcladoscon fuertesendulcorantescomoel aspartamo(Newsome,1993;Quirascoy cols., 1995).

En alimentación animal este nuevo tipo de glucooligosacaridostienen interesantes

aplicaciones,especialmenteen Ecological Health Control Product (E.H.C.P.): en granjas de

animales(avesde corral,cerdos,y vacuno)esposiblelimitar el empleosistemáticode antibióticos

sencillamentemediantela adición de glucoligosacáridoscomo ingredientesde la dieta que

equilibrenla microflora intestinal.La adiciónde estosazúcaresen los piensos(aproximadamente

en una proporcióndel 1%) suponeunasignificativamejoraen pesodiario del animal y estadode

salud.Estosproductosestánevaluándoseen variospaises(Monsany Paul, 1995).

Tambiénsehandesarrolladoaplicacionesfarmaceúticas(Lamothey cols., 1991); así,estos

azúcarespromuevenel crecimientode las bacteriaslácticasbeneficiosasde la piel, previniéndose

de esta forma el desarrollode microorganismosperjudicialesque puedaninducir problemas

dérmicos(acné, irritaciones,etc.). En 1993 la multinacional Merck (concretamenteLiphaderm,

una filial de Merck) lanzó dos lineas de dermocosméticoscon glucooligosacáridoscomo

principiosactivos.

Actualmentelos glucooligosacáridosse sintetizana escalaindustrial (40 Tn/año)(Dols y

cols., 1998a). Dichas producciones están destinadas a aplicaciones nutricionales y

dermocosméticas,y sediseñanempleandoreactorescontinuosde lecho fijo, empaquetadoscon

dextransacarasade LeuconostocmesenteroidesB-1299 inmovilizadaen bolasde alginatocálcico

(Dols y cols., 1998b).Se consiguenconversionesde sacarosadel 100%. Los glucooligosacáridos

producidospuedenserseparadoseficientementede la fructosaresidualmediantecromatografia

empleandoresinasde intercambioiónico. El productofinal puedeserpresentadocomo un jarabe

concentradoo como un sprayseco.

La leucrosa

Otro productode interésque puedeobtenersecon la dextransacarasaes la leucrosa(5-O-

(a-D-glucopiranosil)-j3-D-fructopiranosa),utilizando fructosacomoaceptor(Bóker y cols., 1994).

Estedisacáridotiene numerosasaplicacionespor ser no cariogénico(ya que las enzimas

de la boca humanano son capacesde romper unionesu(l—*5)). Por lo tanto, la leucrosaes
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I
reabsorbidafácilmentey sin ningúntipo de incompatibilidad(aún si se consumediariamente),al

serhidrolizadaen glucosay fructosapor las enzimasdel intestinodelgado,de la misma manera

quehacenconla sacarosa.(Soetaerty cols., 1995).¡ El procesoindustrialde producciónde leucrosasebasaen el empleode reactorescontinuos

de lecho fijo con la dextransacarasade LeuconostocmesenteroidesB-5 12F inmovilizadaen bolas¡ de alginato cálcico, obteniéndoseconversionesdel 90%. La leucrosasintetizadase separapor

romatografia,seconcentray cristaliza(Rehy cols., 1996).

3.4 LA DEXTRANSACARASA DE Leuconostoc inesenteroides

NRRL B-512F

3.4.1 CARACTERISTICÁS GENERALES

Leuconostocmesenteroideses una bacteria láctica heterofermentativa,Gram-positiva,u anaeróbicafacultativa y cocoide (Kobayashi y Matsuda, 1986). Sin embargo, la principal

I
particularidadde estaespeciees que necesitasacarosaen el medio de cultivo parainducir la

formación de la enzima,mientrasque Streptococcusno requieresacarosaparacrearla enzima.

Así, las cepasde Leuconostocseconsideraninducidasparala formaciónde lasdextransacarasas,y

I las de Streptococcussonconstitutivasparala formaciónde dichasenzimas (Kim y Robyt, 1 995a;

DoIs y cols., 1998c).
Como resultado de la inducción con sacarosa,la dextransacarasade Leuconostoc

mesenteroidescontieneuna grancantidadde dextranoenvolvente,quela permiteaparecerde tres

I formasdistintassimultáneamente:

1) Asociación enzima-dextrano,en forma de complejo covalenteestable dextranosil-¡ enzima(Robyty cols., 1974).

2) Agregadosintermoleculares:a partir de unaforma enzimáticamonomérica,puedenser

constituidasestructurasde tamañosuperior,mediantela asociacióncon moléculasde dextrano,y¡ porunión con otrasmoléculasde enzima(Kobayashiy Matsuda,1986).

3) Asociacióncélula-dextrano-enzima:ciertasactividadesse detectanen la superficiede la

I bacteria.Se han descritola existenciade receptoresproteicosque fijan el dextranoa la superficie

de las células. Esto explica el papel esencial que juega el dextrano en los fenómenosde

aglutinacióny adherenciacelular(Germainey Schachtele,1976).
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Centroactivo 1 2
Enzima

~xtrano

Receptorcelular

Célula

Figura 1.17. Diferentes complejos dextranosil-enzima. 1) Enzima asociada covalentemente con el

dextrano: 2) Agregados intermoleculares. 3) Interacción enzima-dextrano-célula (cohesión celular).

Con el objeto de conocerlas característicasfisico-quimicasde la enzima,es necesano

eliminar la cubierta de dextranoque se encuentraestrechamenteasociadaa la proteína,y que

afectaa suspropiedades.Paraello sehaceusode un complejosistemade purificación,queincluye

unaprevia incubacióncon la enzimadextranasa(Robyt y Walseth,1979; Auriol, 1985; Miller y

cols., 1986; Fu y Robyt, 1990).Las solucionesfinalesobtenidascarecende dextrano,peroson de

dificil manipulación, debido a los agregadosmultienzimáticosque se forman cuando se ha

eliminadoel dextrano.

El tamaño de las moléculasde dextransacarasa,caracterizadaspor electroforesis,varía

dependiendodel método de purificación seguido. En cualquier caso, parece que el tamaño

molecularelementalcorrespondea una banda de 65.000 kDa, acompañadade otras de mayor

tamaño-cercanasa 200.000-.La formaciónde agregados,así como la presenciade productosde

degradacióngeneradosporla acciónde proteasas,contaminanla preparación(Willemot, 1993).

La alternativaa la inducción con sacarosaes la obtenciónde cepasmutantesque sean

constitutivaspara la formación de la enzima. Para ello se suelen suspenderlas células en

presencia de agentes como el metanosulfonato de etilo o la N-metil-N’-nitro-N-

nitrosoguanidiíia(Kim y Robyt, 1994ay 1994b; Mizutani y cols., 1994; Kim y Robyt, 1995b).

3

Célula
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Concretamente,Kitaokay Robyt (1998)han conseguidoun mutanteconstitutivode Leuconostoc¡ mesenteroidesB-512F,que se desarrollaen un medionutritivo de glucosa,por lo que la enzima

queproducecarecede dextranos,lo quefacilita en granmedidasupurificación.3 La dextransacarasade LeuconostocmesenteroidesB-5 1 2F poseeuna secuenciade 1527

aminoácidos.El análisisde dichasecuenciarevelaunaregión,extendidadesdeel aminoácido268¡ hastael 1134, esencialpara la actividad de síntesisde dextrano, e incluye ademásun sitio

característicopara la hidrólisis de la sacarosa(Monchoisy cols., 1998).Mediante modificación

químicay mutagénesisdirigida sehanidentificadolos aminoácidosesencialesen la actividadde la¡ dextransacarasa(AspSl1, Asp513, Asp55l y laHis66l), y estudiosde prediccionesestructurales

sugierenque, como en las a-amilasas,los dominioscatalíticosde la dextransacarasapresentanla¡ estructuratonel (~/a)g (Funaney cols., 1993;Monchoisy cols., 1997).

3.4.2 MECANISMO DE LA SINTESIS DE DEXTRÁNO

La reacciónde la dextransacarasapuedensimplificarsemediantela siguientefórmula:

nSacarosa—*(Glucosa)0.»,.~+ (n-m)Fructosa+ mLeucrosa+ wGlucosa

La reacciónesesencialmenteirreversible.El principal productosondextranos((Glucosa)~.»,.~)de

alto peso molecular(1x10
7 Da) y fructosa; los productosminoritariosson glucosay leucrosa

¡ (donden»m ó w). La glucosase producemedianteuna reacciónde aceptorcon agua, y la

leucrosase formamediantela reacciónde aceptorcon la fructosaliberadaen la reacción(Robyt,¡ 1995).
El mecanismode síntesisde dextranosse basaen la formaciónde complejoscovalentes

I glucosil o dextranosil-enzimaa partir de sacarosa.Concretamentesetrata de un mecanismode

inserciónde dos sitios, que permite la transferenciade unidadesglucosilo desdela sacarosa,al¡ extremoreductorde la cadenade dextranoen crecimiento.Al igual que ocurrecon la COTasa,el

mecanismode reacciónsigueun modelodeping-pongbi bi (Funaney cols., 1993).
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Mecanismodedobleinserción

La dextransacarasaposee un centro activo con dos sitios de unión de sacarosa,y dos

lugaresde polimerizaciónde dextrano(Fig. 1.18.1 y 1.18.2).Estosúltimos estánocupadospor dos

nucleófilos,presumiblementedos anionescarboxilato,que atacana las dosmoléculasde sacarosa

produciendodos intermediarioscovalentesglucosil-enzima,-medianteunionestipo ésterentreel

hidroxilo del carbono1 de la glucosay el grupocarboxilo del nucleófilo (Funaney cols., 1995)-,

liberándosefructosacomosubproducto(Fig. 1.18.3).

A continuación,el hidroxilo del carbono6 de uno de estos intermediariosglucosil-

enzimarealizaun ataquenucleofilicosobreel carbono1 del intermediarioglucosilovecino,con

la formación de una unión glicosídicaa(1—>6) y el consiguienteintermediario isomaltosil-

enzima(Fig. 1.18.4 y 1.18.5). El nucleófilo vecinoquedaráasí libre paraatacara una nueva

molécula de sacarosa,dando lugar a otro intermediarioglucosil-enzima.Seguidamente,el

hidroxilo del carbono6 del reciénformadointermediarioglucosil-enzimaatacaráal carbono 1

del intermediarioisomaltosil-enzima(Fig. 1.18.6 y 1.18.7), sintetizandouna segundaunión

c4l—*6) y un intermediario isomaltotriosil-enzima(Tanriseveny Robyt, 1993). El proceso

continúa de este modo entrelos dos sitios (Fig. 1.18.8),mediantela inserciónde unidadesde

glucosaentrela enzimay el extremoreductorde la cadenade dextranoen crecimiento(Robyt y

cols., 1974).En definitiva,estemecanismosuponeque,la cadenade dextranoes transferidade un

sitio a otro del centroactivo, a medidaque seva polimerizando.La cadena,sin embargo,no se

mueveunagran distancia(ya quesólo uno o dos de los residuosglucosilo en el extremoreductor

de la cadenasedesplazanunospocosamstrongsparaefectuarla transferencia).

Síntesisderamas

Unacadenade dextranoactúacomoaceptoratacandoaun complejodextranosil-enzima,y

liberándoseuna estructurafinal en la que el dextranoaceptorconstituyela cadenaprincipal y la

cadenade dextranoque se encontrabaunida a la enzimaseráel punto de ramificación.Para ser

exactos,en el casode la dextransacarasade LeuconostocmesenteroidesB-5 12F el hidroxilo del

carbono3 de un residuointerior de glucosade un dextranoaceptorrealizaun ataquenucleofilico

sobreel carbono 1 de un complejodextranosil-enzima(Fig. I.18.8a)o sobreel carbono 1 de un

complejo glucosil-enzima (Hg. l.l8.8b). Por lo tanto se forma una unión o. (l—>3) por

desplazamientodel dextranoo de la glucosadel nucleófilodel centroactivo de la enzima(Robyt y

Taniguchi, 1976).
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Reaccióndeaceptor

A principios de los años50, Koepselly sus colaboradoresobservaronquela introducción¡ de algunosazúcaresen la mezclade reacciónde la dextransacarasaen presenciade sacarosa,

conducíaa la síntesisde oligosacáridosa expensasde la producciónde dextranos.De estemodo,¡ los residuosde glucosade la sacarosaerantransferidospor la dextransacarasaa los hidroxilos

libresde aquellosazúcares,quesedenominaronaceptores(Pauly cols., 1986).

Se ha determinadoque el centroactivo de la dextransacarasa,ademásde los dos sitios¡
de unión de sacarosa,y los dossitios de polimerizacióndel dextrano,presentaun sitio de unión
de aceptor(Fig. 1.1 8.8c) el cual,parasu correctofuncionamiento,esdependientesolamentede¡ uno de los dossitios de unión de sacarosa(Robyt y Walseth,1978).

Existen dos clasesde aceptores,aquellosque sólo forman un único producto que

¡presenta un residuode glucosamásqueel aceptorinicial, y los que danunaseriehomólogade

oligosacáridos,en la que cadauno difiere del anterior en un residuo de glucosa(Remaudy¡ cols., 1992). En este último caso,el aceptorsueleser un monosacáridoo un disacárido(O-

glucosa,celobiosa,maltosa,isomaltosa) formándosenormalmenteunaseriede oligosacáridos

llamadosproductosde aceptor.¡
La presenciade aceptoresde bajopesomoleculardesplazala reaccióndesdela síntesisde

dextranoshacia la formación de productosde aceptor. Cuando la D-glucosa, el metil a-D-¡ glucopiranósido,ía maltosa o la isomaltosason los aceptores,la glucosa que procedede la

sacarosaestransferidaal hidroxilo del carbono6 del monosacárido,o al hidroxilo del carbono6 de3 la glucosano reductoradel disacárido,dando una serie de isomaltodextrmnascon un grado de

polimerizaciónde 2 a 10 residuosde glucopiranosa(Robyt, 1995).

Porejemplo,el primerproductoen la seriecon isomaltosaes isomaltotriosay el primer

— producto en la serie con maltosa es panosa (6’-a-D-glucopiranosil maltosa). Cuando la¡ concentracióndel primerproductode aceptorsehacesuficientementealta, éstepuedeactuara

su vez como aceptordandoel siguientehomólogoen la serie. Los miembrosulterioresde la¡ serie de la maltosa tienen cadenas de maltodextrina que incrementan su grado de

polimerizaciónsucesivamente.El porcentajede cadaolígosacáridoen la mezclade reacción

d sn nuye a medida que aumentasu grado de polimerización (Su y Robyt, 1993). Las¡ eficienciasrelativasde las maltodextrinas(de maltosaamaltooctaosa)como aceptoresdisminuyen

de un 100%paramaltosaa 6.2% paramaltooctaosa.Es decircuantomásgrandees la cadenade

oligosacáridomenores su eficienciacomoaceptor(Robyt, 1995).
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Se ha comprobadoque el aceptor más efectivo para favorecer la disminución en

producción de dextrano es la maltosa. El resto de aceptoresmás importantes para

dextransacarasa,serecogenen la Tabla1.6.

la

la

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

Aceptor Rendimiento comoaceptor (%)

Maltosa 100

Isomaltosa

Nigeriosa

Metil-ct-D-glucopiranósido

D-glucosa

Turanosa

Lactosa

Celobiosa

D-fructosa

89

58

52

17

13

11

9

6.4

En resumen,la cadenade dextranose libera del centroactivo por reaccióncon distintos

aceptores.Cuandoel aceptores otracadenade dextrano,seformanramificaciones;si el aceptores

un carbohidratode bajo pesomolecular,el dextranose libera con el aceptorunido a su extremo

reductor(Fig. I.l8.Scl y l.18.8c2).Finalmente,unapequeñacantidadde glucosase formacuando

el agua actúa como aceptor (Fig. 1.18.3.1); esta reacción representa la hidrólisis de la sacarosa

(Robyt, 1996).
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3.5 INMOVILIZACION DE DEXTRANSACARASAS

La búsquedade productosde aceptorsintetizadospor la dextransacarasarequierecomo3 pasoffindamentalla inmovilizaciónde la enzima,quepermitiráuna mayorestabilidadoperacional

(mayor vida media de la enzima), una mayor productividad y una fácil recuperacióndel¡ biocatalizador.Sin embargo,todos los intentos de inmovilizar la dextransacarasapor métodos

clásicoshansido notablementeinfructuosos.Cuandola enzimase inmoviliza por adsorciónsobre¡ hidroxiapatito se conservacompletamentesu actividadcatalítica,pero la enzimase separadel

soportecon facilidad (Parnaiky cols., 1983). Los intentosde inmovilización con glutaraldehído¡ sobre sílice porosa aminada con alquilamina no fueron positivos -el rendimiento de la

inmovilización fue inferior al 10%- (Kaboli y Reilly, 1980). Medianteadsorciónhidrófobica a

matricesde fenoxiacetil-celulosase inerementóla actividadde la enzimainmovilizada,perono su¡ estabilidad(Chang y cols., 1981). Se han descrito altos rendimientosde inmovilización por

adsorciónsobreSephadexG-200; no obstante,la estabilidadde dichaspreparacionesno seha¡ estudiado(Kobs,1991).

Uno de los métodosmásdesarrolladosparala inmovilización de la dextransacarasaes la¡ unión covalentesobresílice porosasilanizaday activadacon glutaraldehído.Con estesistemase

obtienenaceptablesrendimientosde actividad;sin embargo,existenproblemasdifusionalesdebido¡ al dextranoformadodurantela reacción(que llegaa obturarlos poros). Quizáspor ello no se han

descrito resultadosde estabilidadde las preparacionesinmovilizadas en sílice y en soportes¡ ;elacionados(Lópezy Monsan,1980; Monsany López,198 la; Monsany López, 198ib; Monsan

cols., 1987).

Todas estas dificultades pueden ser superadasmediante la inmovilización de la

•dextransacarasapor atrapamientoen esferasde alginato cálcico. El polímero de alginato se

encuentraen la naturalezaformandopartede algaspardas(división Phaeophyta)aunquetambién¡ es producido por algunas bacterias como Azotobacter vine/ant/ii y varias especiesde

Pseudomonas.El alginatoqueapareceen las algaspardasesel polímero másabundantede éstasy

¡a

lcanzacercadel 40%del pesosecodel alga.Estálocalizadoen la matriz intercelularcomoun gel

ue contienesodio, calcio, magnesio,estroncioy bario, y su principal función es la de soporte,

actuandocomoun ‘esqueleto”queconfiere flexibilidad y consistenciaa la hojadel alga.Debido a¡ su capacidadpararetenerel agua,y a sus propiedadesgelificantesy estabilizantes,el alginatoes

ampliamenteempleadoen industria(Thu y cols., 1996).¡ En términosmoleculares,el alginatoes unafamilia de copolimerosbinariosno ramificados

de uniones jB-D(l—*4) entre el ácido manurónico y el ácido gulurónico. La variación en la¡ composicióny estructurasecuencialdependedel organismodel que proceday de la hoja que se

aisle.
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Figura 1.19. Estructura del polímero de alginato: G (ácido gulurónico), M (ácido manurónico)

El alginato ideal es aquél que posea alta estabilidadmecánicay química, propiedades

controlablesde hinchamiento,un tamaño de poro definido así como un bajo contenido de

contaminantesinmunogénicosy sustanciastoxicas.

La inmovilización en alginato es un método muy prometedory versátil que permite

inmovilizar en un sólo pasoy bajo condicionesmuy suaves-por consiguientecompatiblescon

la mayoría de las células (EI-Sayedy cols., 1990a;EI-Sayed y cols., 1990b, Roca y cols.,

1996)-. En lineasgenerales,la inmovilización con alginato sebasaen un mezcladode células

con un polímero soluble en agua, y a continuación la gelificación del polímero mediante

agentesde entrecruzamientocomo el calcio o estroncio.Goteandola mezclaalginato-célulaen

la solución que contengalos cationesmultivalentes,se forman instantáneamenteesferaspor

gelación ionotrópica, quedandolas células atrapadasdentro de un polímero tridimensional

(Vogelsangy Ostgaard,1996).

Como seha descrito,la aplicaciónde estetipo de inmovilizaciónestarestringidaa células

completaso partesde éstas,y en principio no es válido para proteínasglobulares(Hartmeier,

1984). De hecho,los intentos de atrapamientode enzimasen estamatriz han sido numerosos:

(inulasa,glucosaoxidasa,o quimotripsina) y todosellos con muy bajosrendimientos(Kierstany

Bucke, 1977; Reischwithzy cols., 1995).Sin embargola dextransacarasapuedeserinmovilizada

graciasa su únicaestructurasupramolecular,que le confiereel dextranoque la envuelve,y que en

definitiva, impide que escapea travésde los porosde la esfera.Con estatécnicade inmovilización

se consiguenunosrendimientosexcelentes(cercanosal 90%)y unasvidasmediassuperioresa los

60 dias(Sucliholz y cols., 1991; Reischwithzy cols., 1995).

OH ‘~‘0

OH
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OBJETIVOS

Las glicosiltransferasasson uno de los grupos enzimáticosde mayor interésactual,

debido a su aplicación inmediataen la síntesisde oligosacáridosnuevos(neosacáridos),con

alto valor añadido.La Memoriade Investigaciónque sepresentapretendecontribuir al estudio

del binomio estructura-fijnciónen dos glicosiltransferasas,la ciclodextrin glicosiltransferasa

(COTasa)y la dextransacarasa.Se trata de dos enzimascon notablesdiferencias(en cuantoal

sustratode partida, especificidadde enlace,estabilidad,etc.) pero que compartensu actividad

catalítica en reaccionesde transferenciautilizando aceptores.No obstante,sehan seguidodos

lineasde trabajodistintas,aplicadasa cadauno de los sistemasenzimáticos.

El principal objetivo establecidoen estetrabajo con la CGTasafue determinarque

factoresrigen la selectividadde producciónde a-, 1~- y y-ciclodextrina. Paraello se empleó

como herramientala modificaciónquímica.Estosestudiosse hanrealizadoen colaboracióncon

los gruposdecristalografiadeproteínasde la Universidadde Groningen(ProfesoresE. Dijkstra

y L. Dijkhuizen) y los de mutagénesisdirigida de la empresaNovo Nordisk (Profesores5.

Pederseny C. Andersen).

En primer lugar, se planteó la modificación de los residuosde Lys de la proteína

empleandodos reactivosdiferentes(anhídridosacético y succínico)que dan lugar a cadenas

lateralescon distintaspropiedadesde carga

Por otraparte,seconsideróinteresantela modificación de los residuosde Glu y Asp de

la CGTasa mediante la reacción promovida por una carbodiimida y utilizando distintos

nucleófilos (taurina, éstermetílico de norleucina y éster etílico de glicina), que originan

especiescon diferentespropiedadesde cargae hidrofobicidad.

Tanto en la modificaciónde los gruposamino como en la de los gruposcarboxilo, se

procedióa una caracterizaciónde los productosde reacción. Otro de los objetivos de este

trabajo fue el intentarcontribuir a la optimización de algunasmetodologíasde modificación

química,mediantela búsquedade las mejorescondicionesde reaccióny caracterizaciónde las

especiesmodificadas.

Respectoa la dextransacarasa,su enormeversatilidaden reaccionescon aceptoresla

conviertenen una enzimaidóneaparala obtenciónde oligosacáridosde interésindustrial Por

ello, se planteóel estudiode las reaccionesde aceptorde estaenzimamediantela tecnologíade

la inmovilización enzimática,quepermitesu estabilizacióny/o reutilización.
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El principal objetivo de estapartede la investigaciónse centró, en definitiva, en

encontrarun métodode inmovilización adecuadoparalas reaccionesen presenciade aceptores.

Se ensayóla inmovilización covalentede la enzima,en sílice de diferentesdiámetrode poro,

así como el atrapamientoen geles de alginato cálcico. Se utilizó tanto la enzima nativa,

recubiertapor una capa de dextrano, como la preparaciónlibre de éstos (obtenida por

tratamientocon dextranasas).Estosestudiossehan desarrolladoen colaboracióncon el grupo

de ingenieríadeproteínasdel InstitutoNacional de CienciasAplicadasde Toulouse(Profesores

P. Monsan,M. Remaudy R. M. Willemot). Una vezevaluadaslas propiedadesde las enzimas

inmovilizadas(estabilidad,actividad,resistenciaa disolventesorgánicos),seestudióla reacción

de aceptoren presenciade maltosa(tantode la enzimanativacomo de la inmovilizada)con el

fin deconocerel flincionamientode estareaccióny optimizarel procesode producción,siendo

los objetivos destacadosde estetrabajo. Se establecieronlas condicionesde reacción más

adecuadasparala síntesisde productosde aceptor.
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MATERIALES
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1.2 PURIFICACION CON LA MATRIZ DE AFINIDAD ct-CICLODEXTRINA/SEPHAROSA

1.2.1 ACTIVACION DEL GEL
1.2.2 PROTOCOLODE PURIFICACION

2. MODIFICACION QUIMICA DE LA CGTasa
2.1 MODIFICACION DE LOSGRUPOSAMINO

2.1.1 Determinación delgradodemod4ficación
2.2 MODIFICACION DE LOS GRUPOSCARBOXILO

2.2.1 Determinacióndelgrado demodificación

2.3 MODIFICACION DE LA CISTEINA

3. MEDIDAS DE ACTIVIDAD CATALíTICA DE LA COTasa
3.1 ENSAYOSDE ACTIViDAD INICIAL A TIEMPOS CORTOS

3.1.1 ACTIVIDAD DE CICLACION
3.1.2 ACTIVIDAD DE ACOPLAMIENTO
3.1.3 ACTIVIDAD DE TRANSFERENCIA
3.1.4 ACTIVIDAD DE IIIDROLISIS

3.2ENSAYO DE ACTIVIDAD A TIEMPOS LARGOS

4. ESTUDIOSDE SELECTIVIDAD DE LA CGTasaEN FUNCIONDEL PH

5. ESTUDIOSDE ACCESIBILIDAD DE LOSRESIDUOSDE LA CGTasa

6. ELIMINACION DEL DEXTRANO DE LA DEXTRANSACARASA

7. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA DEXTRANSACARASA

8. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LA DEXTRANSACARASA

9. INMOVILIZACION COVALENTEDE LA DEXTRANSACARASA EN SíLICEPOROSA
9.1 AMINACION DE LA SILICE
9.2 ACTIVACION DEL SOPORTECON GLUTARALDEHIDO
9.3 iNMOVILIZACION DE LA ENZIMA

lo. INMOVILIZACION DE LA DEXTRANSACARASA PORATRAPAMIENTO EN ALGINATO

CALCICO

II. REACCION DE ACEPTOR

12. TECN[CAS COMUNESA LOS DOS SISTEMAS ENZIMATICOS
¡2.! DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEíNA
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MATERIALES

ENZIMAS Y PROTEíNAS

La CGTasa

de Novo Nordisk.

proporcionadapor

Toulouse(INSA).

La amiloglucosidasaA 3514 (EC 3.2.1.3)y la seroalbuminabovina (BSA) procedíande

Sigma. La a-glucosidasa(EC 3.2.1.20)de BoehringerMannheim.

de Thermoanaerobactersp. 501 fue suministradaporel Dr. SvenPedersen

La dextransacarasade Leuconostocmesenteroides NRiRL B-5 12F fue

el Dr. Pierre Monsan del Institut National des SciencesAppliquéesde

REACTIVOS, AGENTES MODIFICANTES Y PATRONES

La casacomercialSigmasuministrólos siguientesproductos:

Anhídrido acético, anhídrido succínico, 1 -etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodimida

(EDC), ésteretílico de glicina, éstermetílico de norleucina,taurina,disulfurode 2,2’-dipiridilo,

ácido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico)(DTNB), fenolftaleina, verde de bromocresol,ci- j3 y y-

ciclodextrina; malto-oligosacáridos(G1 -G7), isomalto-oligosacáridos(02-G4), metil cz-D-

glucopiranósido,almidón de patata(soluble), hidroxilamina, 2-metil-2-butanol(alcohol tert-

amílico), cianoborohidrurosódico,borohidrurosódicoy fluorescamína.

El restode productosprocedieronde las siguientescasascomerciales:

De Fluka: el ácido3,5-dinitrosalicílico(DNS), el ácido 2,4,6-trinitro-bencenosulfónico

(TNBS) ,el y-aminopropiltrimetoxisilanoy el glutaraldehído.

De Merck: la sacarosa,el dimetilsulfóxido(DM50) y la N,N-dimetilformamida(DMF).

DeBoebringerManheimel reactivoGOD-Perid-ClucosaMPR2 y el 4-nitrofenil-u-D-

maltoheptaósido-4,6-0-etilideno(EPS).

De Scharlaula acetonay la N, N-dimetilacetamida(DMA).

DeAldrich el naranjade metilo y el 1,4 butanodioldiglicidil éter(diglidicil éter).

De Bayer la acarbosa;de Avebe (Foxhol, Holanda)el Paselli SÁ2 (almidón de patata

parcialmentehidrolizado);de ICN la L-norleucina;de Kem-en-Tecla matrizde agarosaAFFI-

T (Copenhague,Dinamarca);de Biosepralas sílices porosasX200 y X030, y de Bioeuropeel

alginatoSG-300.
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La casacomercial Pharmaciasuministró los kits de bajo y alto pesomolecularpara¡ electroforesis,asícomoel gel del Sepharosa6 FastFlow (6FF). El resto de los reactivosusados¡ en los experimentos de electroforesis, isoelectroenfoquey determinación de proteína

procedieronde Bio-Rad.

Todos los demásreactivosutilizados fueron de la máxima calidad disponible en el

mercado.

METODOS

1. PURIFICACIÓN DE LA CGTasa

En todos los métodosde purificación desarrollados,se utilizó un FPLC (fast protein

• liquid cromatography)de la casa Pharmacia (modelo LCC-500 CI) compuestopor los

• siguientesmódulos:unaunidadde control UV-1, acopladaa un sistemade bombasP-500,con¡ un detector UV-1 con filtro de 280 nm, y un colector FRAC-l00. El equipo estaba

automatizado,utilizándoseparasu control un ordenadoren el que seimplementóel software¡ FPLC Manager(Pharmacia).En el Anexo 1 se recogenlos programasdiseñadospara cada

purificación.

Las muestrascomercialesde COTasaconteníanotras enzimas(proteasas,a-amilasas,¡ etc.)y numerosospigmentosque contaminabanla preparación.Porlo tanto, se ensayaronvarios

métodosde purificaciónparaobtenerCOTasacon el máximo gradode pureza.Se compararon

dos metodologíasdistintas.

1.1 PURIFICACIÓN CON LA MATRIZ AFFI-T

Estemétodo,desarrolladopor la División de ProcesosEnzimáticosde la empresaNovo¡ Nordisk, hace uso en una matriz de afinidad AFFI-T. Se trata de una agarosatiofilica

especialmentediseñadaparala purificación de inmunoglobulinasy otras proteínaso enzimas¡ (Porath y Belew, 1987; Hutchens y Porath, 1987). Tiene una capacidadde 10-50 mg

proteína/mlde matriz. El gel fue activadoy empaquetadoen una columnaC16 de Pharmacia

(1.6x 20 cm).
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El protocolode purificaciónfue el siguiente:

1) Equilibradode la columna:selavala matriz40 mm con agua(flujo de0.5 mí/mm),y

a continuacióncon sulfato amónico1.5 M (pH 7.0)durante40 mm al mismoflujo.

2) Seañadesulfatoamónicoa lapreparaciónde COlasa(hastael 20%de saturación),y

secargala muestraempleandouna bombaperistáltica(modeloLKB de Pharmacia)a un flujo

de 0.5 mí/mm.

3) Se lava la matriz con la enzimaligada, con tampónsulfato amónico 1.5 M (pH 7.0)

durante70 mm. Seguidamentese lava50 mm con tampónborato 10 mM (pH 7.0)y por último

con unamezclatampónborato 10 mM (pH 7.0) : isopropanol,1/1 (y/y), durante60 mm. En los

trescasosel flujo de trabajoes 1 mí/mm. La columnaseregenerafácilmentemediantelavado

con aguadestiladao con NaCí 0.1 M. La muestrade CGTasapurificada,sesometea diálisis

exhaustivaen tampónTris 20 mM (pH 7).

1.2 PURIFICACION CON LA MATRIZ DE AFINIDAD a-

CICLODEXTRINA/SEPHAROSA

Este protocolode purificación sebasaen la afinidadque presentala CGTasahacia el

anillo de ciclodextrina(Penningay cols., 1995; Wind y cols., 1995).

1.2.1 ACTIVACLON DEL GEL

En primer lugar se activa el gel de Sepharosa(Tipo 6, fast flow 6FF) en base al

procedimientodescritoporSundbergy Porath(1974):

Se lava la Sepharosacon aguadestilada.A continuaciónsesecan50 g de Sepharosay se

le añaden25 ml de diglidicil éter,75 ml de NaOH 0.45 N y 150 mg de NaBH3•La mezclase

incuba a 25
0C durante 10 h en un baño con agitaciónorbital, tras lo cual se filtra en una

membranade 0.45 gm. Se disuelven20 g de cx-ciclodextrinaen 200 ml de NaOH 0.1 N y se

añadensobrela Sepharosaepoxi-activadaseca.Se homogeneizala solucióny se mantienecon

agitaciónorbital a 450C durante20 h. Se lava el gel con tampónbicarbonato0.1 M (pH 8.0),

posteriormentecon tampónacetato0.1 M (pH 4.0)y finalmentecon aguadestilada.
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Para bloquear los grupos epóxido que no han reaccionado,se añaden 100 ml de¡ etanolamina1 M al material seco, y se incuba con agitación lenta durante3 h a 450C. Por

último, se lavacon tampónacetato0.1 M (pH 4.0) en NaCí 0.5 M; tampónborato0.1 M (pH

I 8.0) en NaCí 0.5 M; aguadestilada,y finalmente con tampón acetato 10 mM (pH 5.5). La

capacidadfinal de lamatriz de afinidadesde 3.5 mg CGTasa/mlde gel.

1.2.2 PROTOCOLODE PURIFICACION

1) Se cargala soluciónenzimáticaen una columna(1.6 x 20 cm) -empaquetadacon el

gel de afinidad- a un flujo de 2.5 mí/mm.¡ 2) Se lavalacolumnacon 200-300ml de tampónacetato10 mM (pH 5.5).

3) La CGTasase extraemediante elución -en sentido inverso a la aplicación de la

I muestraenzimática-con 100 ml de tampón acetato10 mM (pH 5.5) conteniendo1% de a-

ciclodextrina.El flujo de trabajoesde 2.5 mí/mm.¡ c 4) La COTasapurificada puede guardarseen estascondiciones(en presenciade a-

iclodextrina)durantelargosperíodosde tiempo a—200C.

5) Lacolumnapuedeserregeneradalavandocon 100 ml de tampónacetato10 mM (pHu
5.5) conteniendoNaCí 3 M y 2% de ~-ciclodextrina,y posteriormentecon 200 mi de tampón
acetato10 mM (pH 5.5).

2. MODIFICACIÓN QUÍMICA DE LA CGTasa

Todos los protocolos de modificacion química que se describenen esteapartadose

I ensayaronpreviamentecon una proteínapatrón, la seroalbúminabovina (BSA), a fin de

obtenerlas condicionesóptimasde modificación.Para mantenerel pH constantedurantelas¡ reaccionesde modificación de grupos amino (apartado2.1) y de gruposcarboxilo (apartado

2.2)seempleóun pH-statode RadiometerconautoburetaABU-80 y tituladorITT-SO.

2.1 MODIFICACION DE LOS GRUPOS AMINO

Parala modificación de los gruposamino de la CGTasade Thermoanaerobactersp. 501,

seestudiarondosreactivosdiferentes:el anhídridoacético(produceun cambiode cargadel grupo3 modificado de positiva a neutra) y el anhídrido succínico (en este caso, la carga positiva es

reemplazadapor un grupocarboxilatocargadonegativamente).

R El protocolo de acetilaciónque se utilizó se basaen el método tradicional descritoporiordany Vahee(1967a)con algunasmodificaciones(Alcalde y cois., 1999):
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Sepreparan11 ml de disoluciónde COTasapur~cada(0.265mg/mí, 3.5 ,uW en tampón
fosfato10 mM(pH 8.0). Seañadeanhídridoacéticoo anhídridosuccínico(esteúltimodisueltoen

acetonaseca)enporciones(hastacompletar52.4pinoles).Seempleauna relaciónmolar20:1 de

reactivoconrespectoal total deresiduosdeLysy Tyr de la proteína.La reacciónsemantienecon

agitación a 40Cy pH &0 medianteel usode un pH-statoconNaOHa2 N Lasadicionesde las

distintasporcionesde anhídridoseefectúancuandocesael consumodesosa.El tiempototal de la

reacciónesaproximadamente1 h. La mezcladereacciónsedializa en tampónfosfato10 mM(pH

7.0) a 4”C para eliminar las salesy el excesode agenteacilante. Las 0-acetiltirosinasse

hidrolizanpor incubacióncon hidroxilamina02 M <‘pH 7.0) durante5 Ii a 25%?. La desacilación

va acompañadade un incrementode la absorbanciaa 278 nm (8278 = 1160M’cm ~‘) (Riordany

Vallee, 196719. Finalmente,la muestrasevuelvea dializar en tampónfosfato10 mM(pH 7.0) a

4%?. Se prepara un control paralelo de CGTasapura y se la someteal mismoprotocolo> en

ausenciade anhídridoacéticoo succinico.

2.1.1 Determinacióndelgradode modificacion.

Se utilizaron dosmétodosdiferentes:

Métododel ácido2,4,6-trinitrobencenosulfónico(TNBS) (Rabeeb,1966).Se determinó

el númerodegruposamino en la proteína(antesy despuésde la modificación)porreaccióncon el

INES. La reacciónse siguió espectrofotométricamentea 340 nm, utilizando un coeficientede

extinciónmolarparalos gruposTNB-aminode 8340=9950M4 cm1.

Método de la fluorescamina(Stocksy cols., 1986). La fluorescaminaes un reactivono

fluorescentequereaccionarápidamentecon los gruposamino primariosen aminoácidos,péptidos

y proteínasformandocompuestosaltamentefluorescentes.Se midió la intensidadde la emisiónde

fluorescenciaa 475 nm trasla excitacióna390 nm utilizandoun espectrofluorímetroPerkin Elmer

LS5OE.El porcentajede sustituciónseestimóapartirdel cocientede las pendientesde las gráficas

querepresentanemisiónde fluorescaminavs concentracióndeproteína:

Emisión / tg proteínamodificada
Gradode sustitución(%) = x loo

Emisión/ p.g proteínanativa
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2.2 MODIFICACIÓN DE LOS GRUPOSCARBOXILO

Los gruposcarboxilo de las proteínaspuedensertransformadosen amidasmedianteuna

¡r
eacciónen dos pasoscon carbodiimidasoluble en agua y una amina nucleófila (Means y

eeney,1971; Carrawayy Koshland,1972;Lundblad,1991).

• Las propiedadesquímicas,de cargay tamañodel nucleófilo empleadoen la reacción

• puedenvariar considerablementeel resultado final de la modificación. Se utilizaron tres

nucleófiiosdiferentes:taurina,éstermetílicode norleucinay ésteretílico de glicina.

O /3
NH2—CH2—CH2—503 NH2—CH—C~ NH2~CH2~C\

OCH3 OCH2CH3
(CH2)3

CH3

Taurina Estermetílico de norleucina Esteretílico de glicina

Figura 111.1. Estructura de los nucleáfilos empleados en la modificación de la CGTasa.

¡ La reacciónse desarrollóen presenciade l-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodimida

(EDC) siguiendo el protocolo descrito por Hoare y Koshland (1967) con diversas

modificaciones.

Seincuban5 ml de CGTasapura «~5 mg/mí, 66 ¡M) en tampónMES 10 mM(pH 4.75)¡ conteniendoKCI 10 mM, a 25%? con agitación magnética. Se añade el nucleofilo¡ co espondiente (sólido) hasta una concentración de 198 mM La relación molar

nucleójilo/grupos carboxilo es de 500:1. Seguidamentese añade acarbosa hasta una

concentración1.32 mM (paraprotegerlos gruposcarboxilo del centro activo,>. La relación molar¡ acarbosa/proteinaesde 200:1. SeajustaelpHde la solucióna 4.75 conHCI 0.2 Al. Porúltimo, se

adiciona EDC (sólido) hasta una concentración19.8 mM, comenzandola reacción.La relación¡ molar EDC/grupocarboxilo es de 50:1. La reacciónsemantieneapH4.75 medianteelusode un

pH-estato con NaOH0.2N. El tiempototal de la reacciónfue aproximadamente3 h. La mezcla¡ de cacciónse incuba en presenciade hidroxilamina 0.5 M <‘pH 70) durante5 h a 25%?. De esta

orma se regeneran las tirosinas que hayan reaccionado,y se degrada el EDC remanente.

Finalmente,la muestrasedializa en tampón/os/atoJO mM <‘pH 7.0) a 4%?. Seprepara un control¡ paralelode CGTasapurayse la someteal mismoprotocolo, en ausenciade EDC.
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Paracomprobarque la diálisis ehiminóel nucleófiloqueno habíareaccionado,se realizó

una cromatografiaen capafina de las muestras,utilizando placasde TLC de gel de sílice 60

F254 de la casa Merck. El sistema de elución estaba formado una mezcla acetato de

etilo/metanol/H20(2:1:1). El reveladode las placassellevó a caboporcalentamientoa 100
0C

trasinmersiónde las mismasen unadisoluciónde ninhidrinaal 0.5%en etanol/acético85:15.

2.2.1Determinacióndelgradodemod«icación.

Parala cuantificacióndel gradode modificaciónde los gruposcarboxilo seempleó la

técnica de análisis de aminoácidos,en colaboracióncon la Prof Cristina Carreño de la

Universidadde Barcelona.El protocoloseguidofue el siguiente:

500pl de cada muestra(1-5 nmoles)se liofilizan en un tubo de hidrólisis. Se añaden

200 ¡d deHCl 6 N (conteniendo1~o defenol)y sehidrolizan a 155%?durante 60 mm en un

tubo cerrado.La muestraseevaporaa sequedady el residuosedisuelveen 300 pl de tampón

citrato 1OmM(pH 2.0). Seinyectanen elanalizador50pl decada muestra.La calibración del

analizador (STD 131098) se realiza inyectandouna muestrapatrón comercial (Beckman)

compuestapor 5 nmoles/50pl de cada aminoácido. Los nucleófilos utilizados en la

mod¿/icación(taurina, éstermetílicode norleucinay ésteretílico de glicina) sesometierona

las mismascondicionesde hidrólisis ácidapara determinarsurespuestaen elanalizador

Si el nucleófilo empleadoesel ésteretílico de glicina, la diferenciaentreel númerode

residuosde glicina en la proteínamodificadarespectoa los residuosde glicina en la nativa

correspondeal grado de modificación. Cuando el nucleófilo utilizado fue taurinao el éster

metílico de norleucina,el grado de sustituciónse cuantificó por la apariciónde un pico de

taurinao norleucinarespectivamente.

2.3 MODIFICACION DE LA CISTEINA

Para la modificación de la únicaCys de la COTasade Thermoanaerobactersp. 501 se

escogierondosreactivosdiferentes.

Disulfuro de2,2 ‘-dipiridilo. Se empleóel métodoespectrofotométricode Brocklehursty Little

(1973),analizandola formaciónde piridina-2-tionaa 343 nm, con 8343 = 8080 x í03 Mí en)

(Stuchburyy cols., 1975).
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El protocolofue el siguiente:

Sobre0.8 ml de CGTasa(0.5mg/mí)en tampónfosfato10 mM(pH 7) seadicionan 0.2¡ ml de una solución 1.65 mM de disulfuro de 2,2 ‘-dipiridilo. Se analiza la variación de la

absorbanciaa 343 nmdurante30mm.

H

N
5 N

Proteína—SH +

N

- Proteína~~¾ N

Figura 111.2. Esquema de la reacción con disulfuro de 2,2’-dipiridilo.

¡ Acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico)(DTNB). El DTNB reaccionacon los grupos

de las proteínas,liberándoseel ácido 2-nitro-5-mercaptobenzoico(84i0 = 13600

(Meansy Feeney,1971).Se siguióel siguienteprotocolo:

¡pl Sobre0.8 mIde CCTasa(0.5mg/mí)en tampónfosfato 10 mM(pH 8), seadicionan 80

de unasolución 10 mMdeDTNB. Seanalizó la variación de absorbanciadurante8 h a 410¡ Seensayóel mismoprotocolo con CGTasaen condicionesdesnaturalizantes(SDS2oo +

sulfhidrilo

M cmí)

02C

I Proteina—SH + op

NQ

5

5
Proteína

ccg

5 NO2

Figura 111.3. Esquemade la modificación con DTNB.
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3. MEDIDAS DE ACTIVIDAD CATALíTICA DE LA CGTasa

3.1 ENSAYOS DE ACTIVIDAD INICIAL A TIEMPOS CORTOS

Las diferentesactividadesde la CGTasafueron medidaspor incubaciónde la enzima

durante5 mm a 850C con agitaciónmagnética,en la correspondientesoluciónde sustratoen

tampón citrato 10 mM (pH 5.5) conteniendoCaCI
2 0.15 mM (“tampón de trabajo”). A

intervalos de 1 mm (desdeO hasta 5 mm) se extrajeron alícuotasy se añadieron a los

correspondientesreactivos. Todas las medidas colorimétricas se realizaron en un

espectrofotómetroKontron930 equipadocon agitaciónmagnéticay termostatizado.

3.1.1ACTIVIDAD DECICLACIÓN

En todos los ensayosde formaciónde ciciodextrinasse utiliza como sustratoPaselli

5A2 (almidón de patataparcialmentehidrolizado, con un gradode polimerizaciónde 50). Se

prepara una solución de Paselli al 10% en tampón de trabajo. Se disuelve mediante

calentamientoy agitaciónvigorosa.La soluciónes establedurante2-3 h a40-50
0C.

Cadavezquesepreparaunanuevadisoluciónde Paselli, esnecesariorealizarunanueva

curva de calibrado. En estosensayoses convenientetrabajaren un intervalo determinadode

unidadesenzimáticas.Para ello, se realizó el ensayode actividad con distintas diluciones

enzimáticas,hastaobtenerun valor adecuadode U/ml dentro del rangode la Tabla 111.1. Una

unidadde actividadciclación sedefinecomo la cantidaddeenzimaque produce1 ~.tmolde a-,

¡3-, o y-ciclodextrina(segúnel ensayorealizado)porminuto, en las condicionesde reacción.

CICLACION 0~

Figura 111.4. Reacción de ciclación (transte enc a n amo ecu a C cu os negros res duos de

glucosa; circulo rayado extremo reductor.
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La determinaciónde las actividadesde formacióndeci-, ¡3-, y y-ciclodextrinasebasaen¡ la afinidadde cadaunade las ciclodextrinashaciadeterminadosreactivos:

-Ciclación a a-ciclodextrina: la ct-ciclodextrinapuedeencapsularel naranjade metilo¡ produciendounadisminucióndel colorde éste(Hiral y cols., 1981).

-Ciclación a /3-ciclodextrina: la fenolfialeina, a valores de pH básicos,es de color

¡ púrpura.La ¡3-ciclodextrinaformacomplejosde inclusión con estereactivo,produciéndoseuna

disminucióncuantificabledel color (Peningay cols., 1995).

Ciclación a r-ciclodafrmna: el verdede bromocresolpuedeserencapsuladopor la y-

• ciclodextrina,intensificándoseel color de estereactivo(Kato y Horikoshi, 1984).

Concretamente,los protocolosexperimentalesparacadauna de las actividadesfrieron

los siguientes:

Ciclación a a-ciclodextrina:la mezclade reacción (Tabla hL 1) -sin la CGTasa-se

incuba durante 10 mm a 85%?. La reacción comienzatras la adición de la CGTasc¿A

— intervalosde 1 mm, sehacenextraccionesde840 ply seañadena mícrocubetasquecontienen¡ 60 pl HCI 1.5 M (parando de estemodo la reacción). Inmediatamentedespuésse mide la

absorbancia (de las alicuotas de reacción y de la curva de calibrado) a 490 nm, que

correspondenal máximodeabsorcióndel naranjade metilo apH 1.5.

Ciclación a 13-ciclodextrina: la mezclade reacción (Tabla hL1) -sin la CGTasa-se¡ incuba durante 10 mm a 85%?. La reacción comienzatras la adición de la COTasa. A

intervalosde 1 mm,sehacenextraccionesde 100 y/yseañadena microcubetasque contienen¡ 900 ,ul de disolucióndefenolftaleina.Inmediatamentedespuéssemide la absorbancia(de las

alicuotas de reaccióny de la curva de calibrado) a 552 nin, que correspondeal máximode

absorciónde lafenolfialeinaapH 9.6

Cje/ación a r-ciclodextrina: la mezclade reacción (Tabla III. 1) -sin la COTasa- seE incuba durante 10 mm a 850C. La reacción comienzatras la adición de la CGTasa A

osde 1 mm, sehacenextraccionesde 100 y/y seañadena microcubetasquecontienen¡ 900pi de disoluciónde verdede bromocresol.Inmediatamentedespuéssemidela absorbancia

¡licuotasde reaccióny de la curva de calibrado) a 630nm, quecorrespondeal máximo¡ de absorcióndel verdede bromocresolapH 4.2.
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La preparaciónde las curvas de calibradoy las composicionesde las mezclasde

reacciónserecogenen la siguientetabla:

Tabla 111.1. CuNasde calibradoy mezclasde reacciónempleadasparamedir las tres actividadesde
ciclación de la CGTasa.

CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION
ACTIVIDAD

Reactivos Volumen Reactivos Volumen

Ciclación a a

a-ciclodextrina0.37mM

en tampónde trabajo
0-6 16 jil

100-500pl
COTasa (Concentraciónfinal:

0.03 U/mí)

Tampónde trabajo 6 16-0 A
Disoluciónde 1620 pl
PaselílalíO % (Concentraciónfinal: 2%)

Disolucióndenaranjade

metilo a
56 A

Disoluciónde
naranja

demetilo a

540 pl

(Concentraciónfinal:

33 mM)

HCI l.5N 60pl

Tampónde trabajo Completarhasta8100plDisoluciónde Pasellial

10%
168 pI

0-50j3-ciclodextrina2 mM en

tampóndetrabajo

Tampónde trabajo 50-0pl

Ciclación a/3 Disoluciónde

fenolftaleinab 900 ~t

Disoluciónde Pasellial
50 pI

10%

0-50 pl

CGTasad (Concentraciónfinal:

0.1-0.2U/mí)

Disoluciónde 500 pl

Pasellial 10% (Concentraciónfinal: 5%)

Tampóndetrabajo Completarhasta1 ml

0-50 Ay-ciclodextrina2 mM

en tampónde trabajo

Tampónde trabajo 50-0 pl

Ciclación a 7 Disolución de verdede
900 pl

bromocresolC

Disolución de Pasellial
50 pI

10%

0-50 pl

CGTasad (Concentraciónfinal:

0.3-0.4U/mí)

Disoluciónde 500 pl

Pasellial 10% (Concentraciónfinal: 5%)

Tampónde trabajo Completarhasta1 ml

a Disolución de naranja de metilo 0.5 M en tampón de trabajo.
Disoluciónde fenolftaleina: 1.5 ml de una disolución stock de

mezclancon 100 mIde tampón Na2COss 0.2 Nl (pH 9.6>.
O Disolución de verde de bromocresol: 2 ml de una disolución
etanol al 20%, se mezclan con 80 ml de tampón citrato 0.2 M <PH 4.2).
d En tampónde trabajo.

fenolftaieina3.75 mM en 100 mIde etanol100%, se

stoci< de verde de bromocresol 5 mM en 100 ml de

60
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3.1.2ACTIVIDAD DE ACOPLAMIENTO

Paradeterminarla actividad de acoplamiento,se utilizó un protocolobasadoen el¡ empleo de a- o ¡3-ciclodextrinacomo donadory metil ct-D-glucopiranósidocomo aceptor.La

actividadacoplamientode y-ciclodextrinano puedesercuantificadaporestemétodoporquela

‘y-ciclodextrinainterfiereen el análisis.

ACOPLAMIENTO
+

Figura 111.5. Esquema general de la reacción de acoplamiento (transferencia intermolecular). Circulos
negros y blancos, residuos de glucosa; circulo rayado, extremo reductor.

¡ Acoplamientode /3-ciclodextrina en estareacción,se forma un oligosacáridolineal

(con 7 residuosde glucopíranosa,procedentesde la ¡3-cíclodextnnay finalizadoen un residuo

I adicional de metil cz-D-glucopiranósido).Este azúcarpuedeser hidrolizado en unidadesde

glucopiranosagraciasa la acciónde una amiloglucosidasa(Fig. 111.6). Es convenientetrabajar

¡e

n un intervalodeconcentraciónenzimáticade 0.006-0.014 U/ml de actividadacoplamientode

-ciclodextrina. La cantidadde glucosaproducidase detectacon el reactivo de GOD-Perid-

glucosa(Boehringer).El protocoloseguidofue el siguiente:

La mezcladereacción (Tabla11L2) -exceptuandola CCTasa-seincubadurante10 mm¡ a 85%?. La reaccióncomienzatras la adición de la CGTasa.A intervalosde 1 mm, sehacen

extraccionesde 100pl y seañadena 20 pl de HCI 1.2 N a 4%?. Las muestrasacid¿ficadasse

I incubandurante10 mm a 60%?. Seguidamente,seenfrían en hieloy seneutralizancon20 pl de

NaOH 1.2 Al. Los oligosacáridoslineares formadosse conviertenen glucosa mediantela¡ adición de 60 ,L/l (1 unidad) deamiloglucosidasadiluida en tampónacetato 170 mM(pH 4.5).

continuaciónlas muestrasse incubanen hielo durante30 mm. Posteriormente,seañade1 ml

• tivo de GOD-Perid-glucosaa las muestrasy a los puntos de la curva de calibrado

¡<‘Tabla III. 2). Se incuban 1 h a temperaturaambienteadquiriendouna tonalidadverde.Semide

U
la absorbanciaa 737 nm. Una unidad de actividad /1-acoplamientoes la cantidadde enzima

que cataliza la desapariciónde 1 pinol de /.Lciclodextrina por minuto en las condiciones

descritas.
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Figura 111.6. Protocolo de la reacción de acoplamiento. Los azúcares reductores liberados por
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la acción de la amiloglucosidasa, son fácilmente cuantificables colorimétricamente.



TesisDoctoral. M. Alcalde

Acoplamientode a-ciclodextrina: el protocoloes exactamenteel mismo que para la

detecciónde la actividad de acoplamientode ¡3-ciciodextrina.La única diferenciaes que se

empleacomosustratoen la mezclade reacciónu-ciclodextrina.

Tabla 111.2. Curvas de calibrado y mezclas de reacción empleadas para medir las actividades de

acoplamiento de la CGTasa.

ACTIVIDAD
CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION

Reactivos Volumen Reactivos Volumen

Acoplamiento

Disoluciónde glucosa
0.5 mM en tampon

detrabajo

0-200pi CGTasaen tamponde

trabajo

0-50 pl

(Concentración final:

0.006-0.0 14 U/mIlTampónde trabajo 200-O pi

Disoluciónde

GOD-Perid-Glucosa
1000pl

Disolución de

o.- o 13-ciclodextrinaa

segúnensayo.

250 pl

Disolución de metil a

D-glucopiranósidob 250 ¡sí

Tampónde trabajo Completarhasta1 mi

Disolución de a-o p-ciclodextrina 10 mM en tampón de trabajo.
Disolución de metil a-D-glucopiranósido 400 mM en tampón de trabajo.

Concentración en unidades de acoplamiento de ~-ciclodextrina.

3.1.3 ACTIVIDAD DE TRANSFERENCIA

Para detectaresta actividades necesarioempleardos azúcareslineares,uno de ellos

actuarácomodonadory cl otro comoaceptor.

Donador
Aceptor

1 TRANSFERENCIA ~1
Figura 111.7. Reacción dé transférencia (intermolecular). Circuros negros y blancos, residuos de¡ glúco~a; c(rculos rayadós extrérilos réductores.

63
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En esteensayoseusamaltosacomo aceptory el p-nitrofenil-ct-D-maltoheptaósido-4-6-

0-etilideno (EPS) corno donador.Este sustratoestábloqueadoen su extremo no reductor,

eliminando la posibilidadde queactúe como aceptor.Además,contieneun grupop-nitrofenilo

en el extremoreductorquepermitecuantificarla reacción(Nakamuray cois., 1994a).

O >10 10 [lO 141] HO 110

O O 0 11

OH Y o’’ oíl Oil cii oíl oíí / \
o o NO2

15>4 OIl Oíl Oil Oíl OF> Oil _______

Figura 111.8. Estructura del EPS.

CGTasa

Et-G7-~pNP + G2 Et-G6 + G3-pNP
Amiloglucosidasa

G3-pNP pNPOH + 3G1

Figura 111.9. La COTasacataliza la ruptura del EPS (Et-G7-pNP), liberando un fragmento de tres

residuos de glucosa finalizados en un grupo p-nitrofenilo (03-pNP>. El intermediario covalente enzima-

maltotetraósido-4-6-O-etilideno reacciona con la maltosa (02) -aceptor- produciendo maltohexaósido-4-
6-0-etilideno (Ef-O6). La reacción se cuantifica gracias a la acción de una amiloglucosidasa, que ataca

por el extremo no reductor al fragmento de maltotriosa (G3-NP>, desprendiendo finalmente p-nitrofenol

(pNPOH).

Se empleócl siguienteprotocolo:

La mezclade reacción (Tabla 1113,) -sin CGTasa-seincubadurante 10 mm a 85%?.La

reaccióncomienzatras la adición de la COTasa.A intervalos de 1 mm,se hacenextracciones

de /00 ¡uy seañadena 20 A
1 de HCl 1.2Na 4%?. A continuación, las muestrasacid~/¿cadasse

incubandurante 10 miii a 60%?. Seguidamente,se enfríanen hielo yseneutralizancon20 A1 de

NaOll 1.2 Al. La liberación de/grupop-nitroJéniloseproducemediantela adición de 60 pl (1

unidad,)de 2-glucosidasadiluida en tampónfobiáto pot4sico0.8M <‘pH 7:0). Las muestrasse

incuban 1 h a 37%?. Posteriormente,seadiciona 7 ml .Na
2CO3 1 M para ajustar elpH por

encimadc 10. Semide la absorbanciaa 40/ nm. (S401 /8400Al %nt’).
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Una unidadde actividadtransferenciaes la cantidadde enzimaque catalizala aparición

de 1 ~trnoldep-nitrofenolpor minuto en las condicionesdescritas.

Tabla 111.3. Composición de la mezcla de reacción empleada en el ensayo de actividad de
transferencia.

ACTIVIDAD
MEZCLA DE REACCION

Reactivos Volumen

Transferencia

CGTasaen tampónde trabajo

0-50 pl

(Concentración final:

0.1-0.2 U/ml)’

Disolucionde Maltosa50 mM

entampón de trabajo
200 pl

Disoluciónde EPS30 mM

en tampón de trabajo
loo pl

Tampónde trabajo Completarhasta1 ml

a Concentración enzimática determinada mediante el ensayo de actividad de ciclación a 13-ciclodextrina.

3.1.4 ACTIVIDAD DE HIDROLISIS

La actividadhidrolítica suponeun aumentodel númerode centrosreductores:

HIDRÓLISIS

¡ Figura 111.10. Reacción de hidrólisis (el agua actúa como aceptor). Círculos negros,
glucosa; circul9s rayadas,. extremos reductores.

É~té incremento puede. ser determinado mediante el método del

residuos de

ácido 3,5=...

dinitrosalicilico (DNS) (l3einfcld, 1955). Se trata dc un compuestodc color amarillo-naranja,

que en medio álcalino se transformaen diaminosalicílico(DAS), de color rojo, graciasa la

acciónde azúcarCsreductores.

65
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Figura 111.11. Conversión del ácido 3,5-dinitrosalicilico en 3,5-diaminosalicilico.

El protocoloseguidofue el siguiente:

La mezclade reacción (Tabla 1114,) -sin CGTasa-se incuba durante 10 mm a 85%?. La

reaccióncomienzatras la adición de la CGTasa.A intervalosde 1 miii, sehacenextracciones

de 100píy seañadena 100 pl de disoluciónde DAlSen hielo. Los tubos de ¡nuestray de curva

de calibrado se incubana 90%?durante 5 mm.A continuaciónse enfrían,semezclancon 1 ¡nl

de agua destiladayse mantienenen hielo durante 15 mm.Finalizado esteperíodo,se mide la

absorbancia a 500nm.

Una unidad de actividadhidrólisis es la cantidadde enzimaque produce 1 ytmol de

azúcarreductorporminuto en las condicionesdescritas.

Tabla 111.4. Curva de calibradoy mezcla de reacción empleadas para medir las actividad de hidrólisis
de la OSTasa.

ACTIVIDAD
CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION

Reactivos Volumen Reactivos Volumen

Hidrólisis

Disolución de maltosa 3 mM

en tampón de trabajo
0-loo i.il

CGTasaen tampón

detrabajo

0 50 pl
(Concentración final:

0.2 U/mí)
Tampóndetrabajo lOO-O pi

Disolución de DNS 100 sí

Dísolucron de

Aimidónb

500pi

(Concentraciónfinal: 1%)

Tampónde trabajo Completarhasta1 ml

a Disolución de DNS: 10 g de DNS, 300 g detartrato desodio y potasio (sal de Rochelle), 16 g de NaOH y agua

destilada hasta completar un volumen de 1000 ml.
Di~oloc~ón de almidón de patata al 2% en tárnpón dé trabajo. Se disuelve medi¿nte calentamiento y agitación

vigorosa. La disoluciónes establedurente2-3 ha 40~50oC

‘kConcentración.enz¡mática determinada medi~nte.el ensayo ~e actividad de ciclacióna (3-cíclodextrina

MaterialesyMétodos

DAS
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3.2 ENSAYO DE ACTIVIDAD A TIEMPOS LARGOS

La sintesisde ciclodextrinasy oligosacáridostambién se estudióbajo condicionesde¡ producciónindustrial (25%de almidón>. Paraanalizarlos productosde estareacciónse utilizó

cromatografialiquida de alta presión(HPLC). En concretoseempleó unabombade gradiente¡ Varian 9012 acopladaa un refractómetroVarian 9040 con control automatizado,utilizando el

softwareVarian Star 4.0. El análisisserealizó con doscolumnasen serieAminex-HPX 42A¡ (0.78 x 30 cm, 25 ~m, Bio-Rad)precedidasporunaprecolumna(con doscartuchosde 0.46 x 3

cm, Bio-Rad). Como fase móvil se utilizó aguadesionizaday desgasificadaa un flujo 0.7

La temperaturade la columnase mantuvoconstantea 850C con un horno (Timberlmne¡
Instrument).Como patronesseutilizaron los maltooligosacáridosGI-07 así como las a-, 3- y

y-c icí odextrinas.

Protocolodeactividada tiemposlargos:

Se incuban 7.0 pg de COTasaa 85’>Cy agitación magnética,con 2.5g de Paselli 5A2

I en 10 ml de tampón citrato 10 mM <‘pH 5.5,) conteniendo0.15 mM de CaCl
2. A df/erentes

tiempos(desde15 mm hasta8 días) seextraenalícuotasde 300 4u1y semezclancon 300pl de¡ AlaOH 0.4Npara detenerla reacción.Las muestrassecentrifuganduran/e15 mm a 8500 rpm

y elsobrenadantese inyectaen el HPLC

4. ESTUDIOS DE SELECTIVIDAD DE LA CGTasa EN

FUNCION DEL pH

¡ Se llevó a cabo un estudiode la selectividaden la reacciónde ciclación a diferentes

valoresdc pH. Paraello, se trabajoen el intervalo3.5-9.5 con diferentestamponesescogidos¡ en función de sus valoresde pK4, y de su baja interferenciacon el CaCI2. En concretose

utilizaron los siguientestampones(todosellos en concentración10 mM conteniendo0.15 mM

de CaCI):

CITRATO.. CiTRATO CITRATO . MES :TJ{JS TRIS GLICINA

PH 3.5 4.5 5~5 6.5 7.5 8.5 9.5
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Las medidasse realizaronsiguiendola metodologíadescritaparael ensayode actividad

a tiemposlargos(apartado3.2), sustituyendoel tampónestándaren el matrazde reacción,por

el quecorrespondieseen funcióndel pH.

5. ESTUDIOS DE ACCESIBILIDAD DE LOS RESIDUOS DE LA

CGTasa

Pararealizarlos estudiosde accesibilidadde las cadenaslateralesde los aminoácidosde

la CGTasase empleóel softwareNACCESS.NACCESS (Hubbardy Thornton, 1993) esun

programaquecalculael áreaaccesiblede un átomoo unacadenalateralde unaproteínaa partir

de un fichero con formato PDB (“Protein Data Bank”, BrookhavenNational Laboratory),es

decir,a partir de sus coordenadasmoleculares.

El programaempleael métodode Lee y Richards(1971),que simula el movimientode

una moléculade un radio determinadosobrela superficiede una proteína-definida en basea

los radiosde van derWaalsde los átomosque la integran(Chothia,1976)-. Sesueleutilizar una

moléculadel mismo radio que el agua(1.4 A), y así se habla de la superficie accesibleal

disolvente(“solvent accessiblesurface”).

Paraejecutaresteprograma,escrito en FORTRAN 77, se utilizó unaplataformaUNIX.

Estos cálculosse realizaronen colaboracióncon los ProfesoresPederseny Andersende la

empresa Novo Nordisk (ver Anexo II). Dado que la estructura de la CGTasa de

Thermoanaerobactersp. 501 no ha sido resueltahastala fecha, se empleócomo baseparalos

cálculos de accesibilidad la estructura de la CGTasa de Thermoanaerobacteriuin

ther¡nosul/hrigenes(Tabium-CGTasa)que correspondeal fichero 1A47.PIJB. La homología

entre las secuenciasde ambasenzimas es superior al 91% (ver Anexo III). Por tanto, se

sustituyeronlos aminoácidosno coincidentesde la Tabium-CGTasapor aquellosde la enzima

de Thermoanaerobacter,se minimizó la energíaparaobtenerla conformaciónmásestabley se

aplicó sobreestanuevaestructurael algoritmodel programaNACCESS.Paraestoscálculosno

setienenen cuentalos átomosde hidrógenoni las moléculasdeaguade cristalización.

El programageneraun fichero que contienela accesibilidadabsolutade los distintos

residuosde la proteina(suma de las áreassuperficialesaccesiblesde cadauno de los átomos

que integrandicho residuo).Tambiénproporcionadatos de accesibilidadrelativa,definida por

la accesibilidadde un ammoacidoconrelación a la que presentaríaen el tripéptido modeloALA-X~ALA, dondeX esel amihoáciddél cuéstióti(Hubbardy cols., 1991). Los átomosde

carbpnoen posiCipil o. 5Qfl consideradospart9 de la cadenalateraldel aminoácido,de modoque

a las glicinas tambiénse le asignandatqs de accesibilidadabsoluta,y relativa de.su cadena

lateral.
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6. ELIMINACIÓN DEL DEXTRANO DE LA

E
Para eliminar el dextrano que acompaf~a a la preparación de dextransacarasaes

¡n

ecesario someter la muestraa una hidrólisis enzimática,empleandouna dextranasa.Es

consejableque la dextranasasea muy pura ya que estas preparacionesextracelulares,

ntesde hongos(de especiesdel géneroPenicillium), contienencantidadeselevadasde

¡proteasas. incluso si se utiliza dextranasamuy pura, conviene realizaruna cromatografiade

intercambioiónico para eliminar las posiblesproteasascontaminantes.Estos experimentosse¡ desarrollaronen colaboracióncon los ProfesoresMonsan, Remaudy Willemot del Instituto

Nacionalde CienciasAplicadasde Toulouse.

7. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA DEXTR4NSACARASA

La actividadde la dextransacarasafue evaluadapor seguimientode la produccióninicial

B de fructosa,usandoel métododel ácido3,5-dinitrosalicilíco(DNS) empleadoparala CGTasa,

con las siguientesvariaciones(SummeryHowell, 1935):

La reacción se lleva a cabo a 30%? en tampón acetato20 mM <‘PH 5.4,), conteniendo

I CaCI2 0.05g/l, sacarosa100 gr!l y 0.2-1 U/ml de dextransacarasa(Tabla 1115,). La mezclade

reacción (en ausenciade la enzima,)se incuba durante5 miii a 30%?, a continuaciónseañade

ansacarasacomenzandola reacción.A in tervalos de 5 mm, se extraendel matraz deu reacciónalícuotasdc 200 pl y seañadena 200 ,ul de DAlS en hielo. Los tubosde ¡nuestra3) dc

a de calibrado se incubana 90%?durante5 mm.A continuaciónse enfrían, semezclan3 con 2 ml de aguadestiladayse mantienenen hielo durante15 mm.Finalizadoesteperíodo,se

mide la absorbanciaa 540 ¡un. Seprepara un control paralelo sin dextransacarasa,y se la

someteal mismoprotocolo.

¡ . Una unidad de actividad dextransacarasase define como la cantidadde enzimaque
catalizala formaciónde igmol de fructosapor minutoen lascondicionesdescritas.
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Tabla 111.5. Curva de calibrado y mezcla de reacción empleadas para medir la actividad de la
Dextransacarasa.

CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION

Reactivos Volumen Reactivos Volumen

Disolución de fructosa 2 gIl 0-200 pl
Dextransacarasaen tampón

acetato20 mM (pH 5.4)

2200 jil
(Concentraciónfinal:

0.2—1 U/mi)Aguadestilada 200-Opl

Disoluciónde DNS a 200 A

Tampón acetato 200 mM (pH 5.4) 400pl

Disolución de CaCI2 0.5 g/l 400 pl

Disolución de sacarosa400 g/l 1000 pl

a

Disolución de DNS: 10 g de DNS, 300 g de tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle),

destilada hasta completar un volumen de 1 litro.

16 g de NaOH y agua

8. ESTUDIO DE

DEXTRANSACARASA

LA ESTABILIDAD

Se incuba la dextransacarasa-nativa o inmovilizada- (aproximadamente1.5 U/ml

determinadaspor el ensayode DNS) a 30
0C con agitaciónmagnéticaen distintos disolventes

orgánicos (N,N-dimetilacetamida,N,N-dimetilformamida, acetona, alcohol tert-amílico y

dimetilsulfóxido) o en mezclasdisolventeorgánico/aguade distintas proporciones.Para cada

punto de la curva de actividad residual vs tiempo se preparaun matrazcon la enzimaen el

disolventede estudio.A diferentestiempos, la actividadresidual se ensayaporel métododel

DNS previa adición de 8 ml de unamezclade reacciónal matrazenzimático.El volumen final

es de 10 ml y las concentracionesen el medio de reacción:tampón acetato20 mM (pH 5.4),

CaCI
20.05 g/l y sacarosa100 gIl.

El ensayode actividad se realizó con agitación intensapara evitar las limitaciones

difusionalesderivadasde los soportes(Alcaldey cois., 1998b).

DE LA
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¡ 9. INMOVILIZACIÓN COVALENTE
DEXTRANSACARASA EN SíLICE POROSA

TesisDoctoral. M. A/ca/de

DE LA

Sesiguió la metodologíadescritaporMonsany cols. (Lópezy Monsan,1980; Monsany¡ López, 1981a; Monsany López, 1981b; Monsan y cols., 1987)con algunasvariaciones.Las

aracterísticasde los soportesutilizadosserecogenen la Tabla 111.6.

Tabla 111.6. Principales características de

dextransacarasa.

las sílices porosas utilizadas en la inmovilización de la

CARACTERíSTICAS SíLICE X200 SíLICE X030

Tamaño de partícula (.¡) 100-300 100-300

Diámetro de poro (A) 150 130;

195

600” 550

Area superficialespecífica(m2/g) 185 50” 68 b

Volumen de poros (cm3lg) 1

a Según catálogo.
Cálcu~os realizados por la Unidad de Apoyo del Instituto de Catálisis, mediante porosimetria de mercurio,

empleando un porosimetro Micromeritícs Poresizer 9320.

Tanto la sílice X200 como la X030 se silanizarony se activaron con glutaraldehido

antesde la inmovilizaciónde la enzima.

9.1 AMINACION DE LA SíLICE

Sepreparauna soluciónal 6% (y/y) de y-aminopropil-trimetoxisilano(100mí), pH 4.4,y se le añaden.10 gramosde silice (Fig, 111.12).Lasúspensiónse mantienedurante1 h a 700C

U A continaciónse separael soporte~ selava extensiQamente(5 x 1
• con aguadesionizada.Porúltimo, sefiltra la silice y se secaa 60”C hastaqueel pesodel

e seaconstante. . . .
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CH3 cíí3

o o

u + WC—O—Si—O + Ci-130H

CH3 1 Ni],CIA3

Figura 111.12. Proceso de silanización de la sílice.

9.2 ACTIVACION DEL SOPORTE CON GLUTARÁLDEHIDO

Parala activaciónde 100 mg de sílice silanizada(Fig. 111.13) seemplean20 ml de una

solución de glutaraldehidoal 2.5% (y/y) en tampón pirofosfato 0.05 M (pH 8.6), preparadaa

partir de un solución comercial de glutaraldehidoen agua al 25%. La muestrase mezcla

utilizando un agitadorde rodillos (Selecta)durante2 h atemperaturaambiente.A continuación

se recuperala sílice porosaactivadamediantefiltración en una membranade 0.45 gm. El

excesode glutaraldehidoesseparadomediantelavado-4 veces-a 20
0C con 20 ml de tampón

pirofosfato0.05 M (pH 8.6). Por último, se lava2 vecescon 20 ml de tampónacetato50 mM

(pH 5.4). La sílice activada,es estableen tampónacetato50 mM (pH 5.4)a 40C.

HC(CH
2)3CH -~-—N—CH’CH~CHNR2 + II II ~~2)3 ¡ + H20

o o o

Figura 111.13. Activación de la silice con glutaraldehído.

9.3 INMOVILIZACIÓN DE LA ENZIMA

La inmovilización de la enzimase llevó a caboen tampónacetato50 mM (pH 5.4). Así,

10 ml de una disolución de dextransacarasa,con una actividad de 10.5 U/mí, sq ponen en

contactocon 100 mg de silice activada,durante12 h a. 4
0C, en el agitadorde rodillos. Después

enzimainmoviliza
de extraerel sobrengdant.e,el soportecon la da selavadurante30 mm a 40C,
con NaCí! M en tampónacetato50 mlvi (pH 54). De estaforma seelimina tódalapróteina
queno hayainteracciQnadQcovalentementecon el soporte.Seguidamente,la muestrase lava2

veces con 15 ml de tampón acetato50 mM (pH 7.0) y se añadeNaBH3CN.(Fi.g<Ill.14) en
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relación 1:1 respecto al peso de proteina, manteniéndosecon agitación durante 3 h a¡ temperaturaambiente.La enzima inmovilizada se conservacomo una suspensiónen tampón

acetato50 mM (pH 5.4), a 40C. Al mismo tiempo se prepararondos controles: el primerode¡ ellos, utilizando 10 ml de solución de dextransacarasa10.5 U/ml en ausenciade silice, y el

segundocon soluciónenzimáticay el soporteno activadocon glutaraldehido.Ambos controles

U se sometena las mismascondicionesde inmovilización. Con el primer blanco,seestudiósi la

enzimaperdíaactividad,y con el segundosecompruebaque la enzimano se une al soporte

medianteadsorción.

N=CH(CH

2tCH + H2N—DS ~—N=CH(CH2)3CH=N—DS + H20

o

NaBH3CN
N~CH(CH2)3CH=N—DS ~—NH-CH2(CH2tCH2-NH-DS

Figura 111.14. Interacción de la dextransacarasa(DS> con el soporte activado. La adición de

U cianoborohidruro sódico origina la reducción de la base de Schiff con lo que el enlace se refuerza,

evitandoque la dextransacarasase separedel soporte.

10. INMOVILIZACION DE LA DEXTRANSACARASA POR

ATRAPAMIENTO EN ALGINATO CALCICO

U Se ha seguidoel procedimientobásicode inmovilización en alginatocálcicodescritoen

los trabajosde Quirascoy cols. (1995), Reischwitz y cols. (1995),y Reh y cols. (1996) con¡ algunasmodificaciones.

Se preparauna solución de alginato SC-300 al 4% en 25 ml de aguadesionizaday

I desgasíficada.Se sometea, agitaciónvigorosa,a temperaturaambiente,hastaque se forma un

gel homogéneo(5 h). Seguidamentese pesan10 g de la soluciónde alginatoy se le añaden10

U
mIde unasolucióndc dextransacarasaen tampónacetato10 mM (pH.5.4),conunaactividadde

5 U/ml.: La mezcla se agifa duranteal menos 1h, hastaque se hayan eliminado todas las

butujas.A. continuación,sobre una soluciónde clorurocálcico 200 mM en tampón acetato
.5~ mM (pH 5.4.),con agitaciónmagnética,se gotealamezclaenzimática.Paraello seempfca
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una bombaperistáltica,con un flujo adecuadoque permita que el tamaño de las bolas de

alginatocálcicoseael máshomogéneoposible.La distanciaentreel tubo de goteoy la solución

de alginatocálcico debeseral menosde 5 cm. El diámetrode las bolasdebeoscilarentre0.8-

3.0 mm. Las bolas formadasse dejan en la solución de alginato cálcico, con agitación

moderada,durante2 h a temperaturaambiente.Deestaformaseconsolidael endurecimientode

la esferade alginato.Se preparaun control de soluciónenzimática, y se sometea agitaciónel

mismo periodode tiempo que transcurreparala enzimadurantela inmovilización. La enzima

inmovilizadapuedealmacenarsedurantelargosperíodosde tiempo a 40C en tampónacetato50

mM (pH 5.4), conteniendo0.2 M de CaCI
2y 0.02%de azidasódica.

Disoluciónenzimáticaen
alginato cálcico

t
4$

Agitaciów...~Vj e Disolución decloruro cálcico

Figura 111.15. Procedimiento de inmovilización en alginato cálcico.

11. REACCION DE ACEPTOR

Parael estudiode las reaccionescon aceptoresseempleómaltosacomo aceptor,por ser

el que mejor resultadoproporcionaa estesistemaenziniático.La detecciónde los productosde

reacciúnserealizómedianteel mismo equipode HPLC descritoparala CGTasa(apartado3.2),

peroen las siguientescondiciones: ..

empleóuna cohxrnnade fase reversaNucleosil CíS de Sugelabor(0.46x 25 cm, 5:

pm), con agtíadesionizaday desgasificadacomo fasemóvil (flujo 0.5 nil/min). La temperatura

de la colúmnase mantuvocofistantéa 45
0C. Com¿pationesse utilizaron máltooligosacáridos

(01-07) e isomaltooli~osacáridos(01-04).

Distanciade goteo
al menos5cm 4,



75 TesisDoctoral. M. Alcalde

El protocolodc la reacciónde aceptores el siguiente:

La dextransacarasau¡atíva o inmovilizada(‘aproximadamente3 unidades,determinadas

U por el ensayodel DNS,)se incubaa 30%?conagitación magnéticaen 10 ml de una disolución

de tampón acetato 20 mM (‘pH 5.4,) conteniendo CaCI2 0.05 g/l y distintas relaciones

U maltosa/sacarosa:1:5, 1:1, 2:1, 4:13> 6.1. La concentraciónde sacarosasiemprefue constante

(/00 mAl,). A diferentestiemposse extraenalícuotasde 200 ,uí y seincubandurante 20 miii a

ra detenerla reaccion. A continuaciónse centr¿fugandurante 15 mm a 10000rpm. ElU
sobrenadantese vuelvea centrifugar a 6000 rpm en ependorfconfiltro (membranade corte

pm,)para eliminar el dextranoquese hayapodidoproducir en la reacción. Lasmuestras¡
sediluyen con tresvolumenesdeagua destiladay seanalizanen elHFLC.

12. TECNICAS COMUNES A LOS DOS SISTEMAS

ENZIMATICOS

12.1 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEíNA

¡ Se escogiócomo método para la determinaciónde la concentraciónde proteínael

microensayode Bio-Rad (Bradford, 1976)por tratarsede un protocolo rápido, preciso,y muy

sensible.Comoproteínapatrónseempleóla inmunoglobulinaO.

12.2 ELECTROFORESIS

La electroforesisen condiciones desnaturalizantesse llevó a cabo sobre un gel deE poliacrilamidaal 5-10%, segúnlos casos,siguiendoel métododescritoporLaemmli (1970).Se

un aparatode Hoefer (Modelo SE 245). Se analizarondisolucionesenzimáticasde¡ concentraciónaproximada0.5 mg/ml. Se emplearonpatronesde alto y bajo pesomolecularde

Pharmacia.La tinción se realizó con disoluciónde CoomassieR-250 al 0.04% en unamezcla

U . metanol-acético-agua(45/5/50}. Los geles se destiñeronpor difusión .en ung. solución demetanol-acético-agua(9/1/10).
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12.3 ISOELECTROENFOQUE

Los experimentosde isoelectroenfoquefueron realizadosen un aparatode Hoefer

(Modelo SE 245) utilizando geles de poliacrilamida y anfolitos de pH 3-10. Se emplearon

solucionesenzimáticasde concentraciónaproximada3 mg/ml. El protocolo experimental

seguidofue cl habitual(Righetti, 1983). Los gelesse tiñeroncon plata. Para la estimaciónde

los puntos isoeléctricos,se usaronpatronesde Bio-Rad con píen los intervalos 3.6-5.9y 3.6-

9.3 contrastadoscon un electrodode vidrio de contactoacopladoa un pH-metroRadiometer

pHM93.
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1 PIJRIFICACION DE LA CGTasa

1.1 PURIFICACION CON LA MATRIZ AFFI-T

La purificaciónde laCOTasade Thermoanaerobactersp. 501 se llevó a caboapartir de

un extractocrudo de la empresaNovo Nordisk. Dicha preparaciónprocededel cultivo de

Thermoanaerobactersp. 501 durante40 h a 700C en un medio salino neutro(Starnesy cois.,

1991).El extractocelularsecentriñigaa 8000xg(30 mm, a 40C). El sobrenadantedel proceso

contiene la COTasa así como proteasasy ct-amilasascontaminantes,que deben ser

eliminadas. En la Fig. IV. 1 se muestra el perfil de purificación obtenido mediante

cromatografia líquida rápida de proteínas (FPLC) empleando una matriz de afinidad, AFFJ-T.
Tras lavar con el primer tampón(sulfatoamónico 1.5 M, pH 7.0>, seeluye un primer pico

coloreado(parteno retenida,PNR), con escasaactividadCOTasa. Con el segundotampón

(borato 10 mM, pH 7.0), se obtiene un pico (“residuo”) con ligera actividad CGTasa.

Finalmenteselavacontampónborato 10 niM/isopropanol1/1, apareciendounpico de intensa

actividad COTasa.Las fraccionesde éste último pico (COTasapurificada) se dializan en

tampón fosfato 10 mM (pH 7.0), para eliminar el isopropanol. Todos los pasos de la

purificaciónsellevaron acaboatemperaturaambiente,dadala alta estabilidadde la CGTasa.

En las fraccionescorrespondientesa los picos de absorbanciase determinóla actividad de

ciclacióna ~-ciclodextrina.

00
o.’

2.00

1.00

0.00
o íoo Tiempo (miii)

Figura IV.1. Purificación de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 utilizando de una matriz de
afinidad (AFFI-r. PNR (parte no retenida), tampón 1 (sulfato amónico 1.5 M, pH 7.0), tampón 2
(borato 10 mM, pH 7.0), tampón 3 (borato 10 mM (pH 7.0)1 isopropanol 1:1).
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En la Tabla IVí se recogenlos datos de una de las purificacionesdesarrolladas.Se

obtuvó un factorde purificaciónde 3 y un rendimientode actividadrecuperadade 12.8%para

la CGTasapurificada.

Tabla IV.1. Resultadosde la purificación con la matriz de afinidad AFFI-T. Las medidas de actividad

serealizaron con el ensayo de fenolftaleina (actividad de ciclación a g-ciclodextrina).

MUESTRA Vol (mi)
[Proteinal
(mg/mí)

mg
proteína U/mi U totales

Rendimiento(%) U/mgproteína Factordepurificación

CRUDO 20 9.5 190 583 11660 100 61.2

PNR 50 2.6 130 33.2 1665 ---- 12.8

RESIDUO 30 1.5 45 38.8 1165 ---- 26.0

COTasa
PURA

17 0.5 8.2 88 1495 12.8 183 3

a PNR (parte no retenida>.

La electroforesisen condicionesdesnaturalizantes(en presenciade SDS), de la enzima

Ipurificada
mostró una banda principal en tomo a 70.000Da (ver Fig. IV.2) correspondiente a

la COTasa. Además,aparecieron otras bandas no caracterizadas.

2

* 1
— e
— e
— e

.30.0 — —

k
-a

Figura IV.2. Electroforesis en condicionesdesnaturalizantes(SDS-PAGE)del extracto crudo y de la

ICGTasa
purificada. Linea 1: kit de proteínas de bajo pesomolecular (Fosforilasa 6, 94 kDa; ESA, 67

kDa; Ovoalbúmina, 43 kfla; Anhidrasa carbónica, 30 kDa>. Linea 2: extracto crudo. Linea 3: COTasa
purificada en matriz de afinidad AFFI-T. Los gelessetiñeron con azul de Coomassie.

78
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67.0

Co.
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1.2 PURIFICACIÓN CON LA MATRIZ DE AFINIDAD

SEPHAROSA/CL-CICLODEXTBJNA

Se estudió un protocolo alternativo para la purificación de la CGTasa de

Thermoanaerobactersp. 501, empleandoun gel de afinidad de Sepharosa/a-ciclodextrína,a

partir de extractoscrudossimilaresa los de la anteriorpurificación.La Fig. IV.3 recogeuno

de los perfiles de purificaciónobtenidoscon estesistema.El primer pico correspondea la

parteno retenidadel extractocrudo, que es eluida con tampónacetato10 mM (pH 5.5) y

carecede actividadde cielación.La COTasaseunea laa-ciclodextrinade la matrizactivada,

reteniéndoseen el gel. Cuandoyahabíanpasadoaproximadamente350 ml delprimertampón,

se lavó con tampón acetato10 mM (pH 5.5) conteniendo1% de ct-ciclodextrina.En estas

condiciones,laCUTasasedespegadel gel de Sepharosaal existir unamayorconcentraciónde

ciclodextrinaen el tampón de elución, interaccionandocon esta última y eluyendode la

columna(segundopico). La CUTasapurapuedealmacenarsea—200C, durantelargosperíodos

de tiempo(meses),eq el propiotampónde elución(en presenciade a-ciclodextrina).

2.00

Co

1.00

0.00
o 50 100 150

Tiempo(niin)

Figura TV.3. Purificación de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501
afinidad Sepharosa/a-ciclodextrina. PNR (parte no retenida), Tampón 1

Tampón 2 (acetato 10 mM, pH 5.5 con 1% de a-cicíodextrina).

a través de una matriz de

(acetato 10 mM, pH 5.5),



80 TesisDoctoral. M. Alcalde

La purificaciónsedesarrollóa temperaturaambiente.En las fraccionescorrespondientesU a los picos de absorbanciase determinóla actividad de ciclación a ~-ciclodextrina.Con este

proceso,se obtuvieronrendimientoscercanosal 70% y factoresde purificaciónen tomo a 4-5.¡ La TablaTV.2 muestralos datosde unade las purificacionesrealizadas.

Tabla IV.2. Resultadosde la purificación con la matriz de afinidad Sepharosalct-ciclodextrina.

MUESTRA Vol (mi)
¡proteinal
<mg/mí)

mg
proteína U/mi U totales Rendimiento(%) U/mgproteína Factor depurificación

CRUDO 4 10 40 537 2040 100 54 1

COTasa 15 0.4 6.0 87 1305 64 223 4.1

La electroforesisen condicionesdesnaturalizantes(en presenciade SDS) de la CGTasa

I
purificada,mostróuna bandaprincipalen tomoa 70.000Da (ver Fig. IV.4) correspondientea

la CGTasa.Además,como en la purificaciónanterior(utilizandola matriz de afinidad AFEI-

T), aparecieronbandasminoritarias, aunqueen menor número. Estos resultadosestánen

U concordanciacon los de Wind y cols., (1995 y 1998a),que considerandichasbandascomo

productos de degradación de la COTasa. Esta hipótesis fue corroborada mediante

U experimentosde afinidad llevadosa cabo porel Dr. CarstenAndersende la empresaNovo

Nordisk.

I Figura iV.4. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SOS-PACE), del extracto crudo, y de la
CGTasa purificada. Linea 1: kit de proteinas de bajo peso molecular (Fosforílasa 6, 94 kDa; BSA, 67
kDa; Ovoalbúmina, 43 <Da; Anhidrasa carbónica, 30 kDa). Linee 2: Extracto crudo. Linea 3: CGTasa¡
purificada en matriz de afinidad sepharosa/a-ciclodextrina. Los geles se tiñeron con azul de
Coomassie.
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2. MODIFICACION QUIMICA DE LA CGTasa

2.1 ESTUDIO DE LA SELECTIVIDAD DE LA REACCION EN

FUNCION DEL pH.

Los experimentos de modificación química aplicados a la CGTasa de

Therrnoanaerobac/er sp. 501 suponían,en la mayoríade los casos,una alteraciónde la carga

de determinadosresiduosde la proteína.Conel objeto de determinarsi dichoscambiospodían

afectara la selectividadcí:J3ry-ciclodextrina,se llevó a caboun estudioprevio de la reacción

de ciclación a diferentesvaloresde pH.

La Fig. IV.5 representalos resultadosdel estudio de la selectividadde la reacción

(producciónde a-, 9-, y y-ciclodextrina)en funcióndel pH, a las 6 y 24 h de reacción.Como

se puedeapreciar,el comportamientode la CGTasaes bastanteestableen un amplio intervalo

de pH (4.5-7.5), en el que no varían ni la selectividadde la reacciónni la conversiónde

almidón a ciclodextrinas. Solamentea pH extremos (3.5 6 9.5) se producen cambios

reseñablesque afectanespecialmentea la producciónde 3-ciclodextrina,de modo que el

productomayoritarioesa-ciclodextrina,siendola producciónnetade ciclodextrinasa las 24 h

notablementemenor.
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2.2 MODIFICACIÓN DE LOS GRUPOSAMINO

Parala modificaciónde los gruposamino de la CGTasade Therrnoanaerobactersp. 501U se emplearondosreactivosdiferentes:el anhídridoacéticoy el anhídridosuccínico(ver Fig.

IV.6 y IV.?). Se diseñéun protocoloexperimentalcon el objeto de conseguirel mayorgrado

I de sustituciónposible.Dicho protocoloseaplicó en primertérmino a una proteínapatrón, la

seroalbuminabovina(BSA) -con una masamolecularde 69.000 Da, y que presenta59 Lys y

I 20 Tyr-. Tras la modificación de la BSA con anhídridoacético, se obtuvieron gradosde

modificaciónen tomo al 90% y 50% de Lys y Tyr sustituidasrespectivamente,y 88% de Lys

I modificadascon anhídridosuccínico.Por lo tanto, sedecidió emplearla misma metodología

con la CGTasa.

o

I P NR2 +

¡
o

o

C—CH3
pH> Y

o o
II II - +

P NH—C—CH3 + GH3—C—O + H

C—CH3
II

I Figura IV.6. En la reacción de acetilación la carga positiva del grupo E-amino de la Lys es eliminada

generándose una acetamida neutra.

o
C—CII,

+ o__

o o
II II - +pH>? — p NH—G—CH=—CH2—C—O+ H

Figura ¡%I~7• En la reacción de succin¡lación la carga positiva es reemplazada por un grupo carboxilato

cargado negativamente.

Las cortascadenasde los anhídridosmuestranunabajaselectividadhaciala acilaciónde

los grupos amino. Así, tambiénes posible la modificacióndeotras cadenaslateralesde la

• proteína,talescomoel grupohidroxilo de la Tyr; el grupotiol de la Cys y el grupoimidazol

de la~ His. Tanto las His como las Cys se desacilanespontáneamenteen las condicionesde.3 reacción..Sin embargo,para la regeneraciónde los .residuqsde Tyr, es necesariotratar la.
proteína con hidroxilamina (Means.y.cols.,1971;.Lundblad,1991). Las 0-acetiltirosinas

. . •..

P NR,
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pueden ser hidrolizadas lentamentebajo moderadascondiciones alcalinas, o puedenser

escindidasa pH neutro por incubacióncon hidroxilamina. En talescasosla desacilaciónva

acompañadade un incrementode la absorbanciaa 278 nm (8278=1160M~1 cm’).

o o
II pH 7.0 IIProteína O—C—CH

3 + NI-120H - Proteína OH + HONH—C—CI13

Figura IV.8. Desacetilación de las tirosinas en presencia de hidroxilamina. La regeneración de la Tyr
¡ibera como subproducto acetil-hidroxamato. La reacción se puede seguir espectrofotométricamente,

permitiendo calcular el número de Tyr modificadas.

En cuantoa los residuosde 0-succiniltirosinaformadostrasel tratamientode la CGTasa

con anhídridosuccinico,sufrenunarápidahidrólisis intramoleculara valoresdepH superiores

a 5, por lo que seregeneranlos residuosde Tyr originales.Sin embargo,tambiénseforman

derivados succinilados de aminoácidos alifáticos (Ser o Thr) que no se hidrolizan

espontáneamente,pero puedenregenerarsetrasel tratamientocon hidroxilamina.

o

pH>5 Proteína CFI + [—CH2

,,C—CH2

o

Figura IV.9. Desuccinilación espontánea de las tirosinas. A valores de pH superiores a 5, ¡as O-
succiniltirosinas se regeneran, recuperándose el anhídrido succinico inicial.

La Fig. IV.10 muestralos cambiosen el espectroUy de la COTasamodificadacon

anhídrido acético o anhídrido succinico, durante el tratamiento con hidroxilamina. La

desacetilaciónse completóen 1 Ii; sin embargo,se mantuvo la incubacióndurante5 h para

asegurarla eliminación cuantitativade los grupos acetilo de las tirosinas. A partir del
incrementoen la absorbanciaa~ nm, se cal~uló que un 18% de las tirosinas (8 de 44)
fueron inicialmente acetiladas,y más tarde desacetiladasmediante el tratamiento con

hidroxilamiha. Réspeéto a las 0-succiniltirosinas, édmo era présumible, se~regeneran

espontáneámentey en el análisisaesalongitud de ondano sedetectacambioespectral.
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2.2.1 CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES MODIFICADAS

a,) Determinacióndelgrado demodificación

El grado de modificación de las proteínasensayadasfue calculadoempleandodos

metodologíadiferentes, con las que se obtuvieronresultadossimilares. Tanto medianteel

ensayo con el ácido 2,4,6-trinitrobencenosulfónico(TNBS) (Habeeb, 1966), como con

fluorescamina(Stocksy cols., 1986),se comprobóque las sustitucionesfueronextensivas(ver

TablaIV.3).

Tabla IV.3. Grados de modificación obtenidos para las COTasas acetiladas y succiniladas.

Agentemodificante % modificación N0 de grupos amino
modificados

Método de
determinación

Anhídrido acético 84 21 Fluorescaminay TNBS

Anhídrido succínico 80 20 Fluorescaminay TNBS

La Fig. IV. 11 ilustra la deterniinaciónfluorimétrica del gradode sustitución.La CGTasa

de Thermocrnaerobactersp. 501 contiene25 gruposamino (24 Lys y el grupoamino terminal).

Bajo las condicionesde reaccióndescritas,la acetilaciónprodujo la modificación de 21 aminos

(el 84% del total). La modificacióncon anhídridosuccínicodio lugaraun gradode sustitución

ligeramenteinferior al conseguidoen la acetilación.

100

80

o
o
ca
o

60

40

20

-00•• o

Figura IV.11. Intensidad de fluorescencia (en unidades arbitrarias)

OCTasa nativa (@),en la especie acetilada (U>, y en la áuccini!ada (V

de la fluorescamina unida en la

05’ 10
[Proteina] (¡sg/mi)
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b) Efectode la adilación en elpunto isoeléctrico

La modificaciónconanhídridoacéticopermitela transformaciónde cargaspositivasen3 neutras,mientrasque si se realiza con anhídridosuccínicosetransformanen negativas.Por

consiguiente,la acilación cuantitativade los gruposamino en la CUTasa(ya sea mediante

I acetilacióno succinilación),debeproducir una disminución de la cargapositiva global del

sistema,y en consecuencia,originar un descensoen su pI. Con objeto de cuantificar dicho

I
efecto, se realizó un experimentode isoelectroenfoqueen el intervalo de pH 3-10, con la

CUTasanativa, y las preparacionesmodificadas.No existendatosen la literaturadel punto

isoeléctricode la CGTasade Thermoanaerobactersp. 501.¡ Como sepuedeapreciaren la Fig. IV.12, se produceun desplazamientoen el punto

isoeléctrico de la COTasadesdevaloresneutros(pI 6.3-6.7)hastavaloresmoderadamente

E ácidos(pI 5.2-5.7).En teoríadeberiaesperarseuna mayordisminucióndel pI en la especie

succiniladaqueen la acetilada;sin embargo,ambasquedanretenidasen la mismazona. Estos

U resultadosestánen concordanciacon los de Guegueny cols. (1990), en los que distintas

modificacionescuantitativasde gruposamino(obteniendodiferentesgradosde sustitución),no

suponencambiosapreciablesde sus pI entrelas especiesmodificadas.

E
Figura IV.12. lsoelectroenfoque en gel de poliacrilamida. Linea 1: kit de proteinasde diferentespI (3.6,
amiloglucosidasa de Asporgillus niger, 5.9 anhidrasa carbónica II de eritrocitos bovinos; 6.6, anhidrasa
carbónica 1 de eritrocitos humanos; 7.2, mioglobina de corazón de caballo; 8.8, Lectina de Lens

U cul¡nar¡s; 9.3, tripsinógeno de pancreas bovino). Linea 2: CGTasa nativa. Linea 3: CGTasa acetilada.
Linea 4: CGTasa succinilada. El gel se tiñó con plata.
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2.2.2 EFECTO DE LA MODIFICACIÓN SOBRE LAS ACTIVIDADES

INICIALES

Las actividadesiniciales de ciclación, acoplamiento,transferenciae hidrólisis fueron

evaluadas,tantoen la enzimanativa como en las especiesmodificadas(TablaIV.4). Todos los

ensayosdescritos se realizaron en los 5 primeros minutos de reacción para evitar las

interferenciasentre los distintosprocesos.Se preparóun blancode modificación tal como se

describeen el apartado2.1 de Materiales y Métodos, en ausenciade anhídrido acético o

succinico, manteniendola actividad despuésdel tratamiento,de lo que se deduceque las

condicionesde reacciónno afectarona la actividadcatalíticade la CGTasa.

Tabla ¡N’.4. Actividades iniciales de las CGTasas nativa y modificadas.

Actividad(U/mgproteína)

CICLACION ACOPLAMIENTO HIDROLISIS TRANSFERENCIA

a 13 7 a

Nativa 289 252 149 270 48 82 1530

Acetilada 70 74 50 56 4.0 12? 510

Succinilada 225 218 II? 114 23 71 1980

CCTasaacetilada

Es de granrelevanciaque la acetilaciónde los gruposaminode la CGTasaproduzcauna

disminuciónsignificativa en todas las actividadesespecificascon excepciónde la hidrólisis.

Las velocidadesde fornmciónde ciclodextrinascon la enzimaacetiladafueron 3-4 vecesmás

bajasque las observadasen la enzimanativa,y un efectosimilar tuvo lugarcon la actividadde

transferencia.Además;el acoplamientode a: ~‘ 13ciclodextrinacon metil a-Dglucopiranósido

fue 5 y 12 vece~ más rájiidó; respéctivamente,para la enzima nativa en comparación con la -

cspecicacetilada.Sorprendentemente,la acetilacióndc la CGTasano produjo una disminución

significativa de la actividadhidrólítica ibelusóla enzimamodificadadiosttó una actividadde

hidrólisis (127 U/mg ptoteína~mayorque la de la enzimanativa?Eneste-punto,es importante¡ -destacarque-la activi4adhidroliticade laCGTasadeTherrnoanaerobactersp. 501,tanto en~íi
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Iforma

nativa como en sus variedadesmodificadas,poseelos valoresmás altos descritosen la

literatura paracualquierotra CUTasa.Porejemplo, la CGTasade Bacillus circulans cepa251

II eneuna actividadhidrolítica de 3 U/mg proteína(Penningay cols., 1995).Hastael momento,

COTasa considerada con mayor capacidad de hidrólisis era la CGTasa de

Therrnoanaerobacteriunztherrnosulfurigenes(Tabium-CGTasa)con una actividadde 30 U/mg

proteínapara la enzimanativa, y 65 U/mg proteínapara un mutanteF196G (Wind y cols.,

CGTasasuccinilada

En cuanto a la succinilación, los cambios en las actividades iniciales en esta

modificaciónfueron menoresque los apreciadosen la acetilación.Las actividadesde ciclación

U y acoplamientodisminuyensuavemente.La hidrólisis no varíaprácticamente,lo mismo quela

actividadde transferencia(que inclusoaumenta1.3 veces).

2.2.3 EFECTO DE LA MODIFICACION SOBRE LA PRODUCCION DE

CICLODEXTRINAS Y OLIGOSACARIDOS

La formación de ciclodextrinas y oligosacáridos se analizó empleando condicionesU similares a las de la industria (ver apartado3.2 de Materialesy Métodos).La Fig. IV.13 recoge

d matogramasde HPLC de la mezclade reaccióna las 24 h y a los 8 días, empleando

1COTasanativa. Despuésde 1 día de reacción, la formación de a-, 9-, y y-ciclodextrina

predominasobrela de oligosacáridosde cadenacorta. Sin embargo,a medidaque avanzala

reacción,la producciónde oligosacáridosva aumentandode forma considerable,disminuyendo

en consecuenciala formaciónglobal de ciclodextrinas.
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CGTasoacetilada

La Fig. IV. 14 muestrala producciónde a-, 13-, y y-ciclodextrinacon el tiempo para la

I enzimanativay sus variedadesmodificadas.En concordanciacon los resultadosde actividades

iniciales expuestosen la Tabla IV.4, la producción inicial de ciclodextrinases notablemente

I más baja con la CGTasaacetilada.La enzimanativa alcanzaun máximo de producciónde

ciclodextrinasa las 24 h, mientrasque parala enzimaacetiladala produccionde cíclodextrmas

I sigue aumentandoincluso al cabo de los 8 días. Esto pareceestar relacionadocon la baja

actividad de acoplamiento de la especie acetilada (Tabla IV.4), que minímíza

g ativamentela transformaciónde ciclodextrinasen oligosacáridos.Para la COTasaU acetilada,la relación molar a:j3ry-ciclodextrina,tras 8 días de reacción,es4.6:9.8:1 (en este

punto el 22%del Paselli inicial ha sido convertidoen ciclodextrinas);parala enzimanativa, en

I el tiempo de máximaproducciónde ciclodextrinas(24 h) la relación es 2.9:5.6:1 (20.5% de

Paselli convertido en ciclodextrinas).En cuantoa la formación de oligosacáridos,tal como se

I observaen la Fig. IV.l5, la enzimaacetiladaexhibeuna mayorproductividad,probablemente

como consecuenciade la mayoractividadhidrolítica queposee(4.25% de Paselli convertidoen

oligosacáridos,frentea 3.5%de la enzimanativa,tras8 díasde reacción).

CGTasasaccinilada

En estecaso,la evolución de la reacciónesmásparecidaa la de la enzimanativa (ver

I Fig. IV.14). Así, el máximo de producciónde ciclodextrinasse alcanzaa las 48 h, con una

relación molar a:f3ry-ciclodextrina 2.2:4.1:1 (21.1% de Paselli convertido por la CGTasa

I succiniladaen ciclodextrinas). En cualquier caso, la productividad final de ciclodextrinas
empleandola especiemodificada fue ligeramentesuperior (ver Fig. IVIS), probablemente

I debidoa la disminuciónde su actividadde acoplamiento.Además,la síntesisde oligosacáridos

aumenta,incluso más que en la especieacetilada,como consecuenciadel incrementoen la

ad de transferencia(ver Tabla IV.4), alcanzandovaloresde 4.4% de Paselli convertidou en oligosacáridos,en 8 díasde reaccion.
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ct-ciclodextrina Eí~II§J [3-ciclodextnna y-ciclodextrina

COTasa natíva

l5min3Omin lh 2k 3k Ch Sh Idia 2da. 5d.as Scta.

l5min 3Omin lii 21. 3h óh Sh 1 día 2 días 5dias Sdías

OCTasa succinilada

¡ —1 1 ¡ — ¡
15,nln.3Undj, ih 21. 31. Ch

¡ . . .

.Sh Idia ldias 5díiu Sellas

Figura-LV.14. Produóción de a-, j3-, y uy-cidodextrina con el tiempo, para las CGTasas nativas. -

y modificadas. Condiciones: 8500, 7.0 j~ig de OGlasa y 2.5-g de PaseIli.SA2 en 10. ml de
tampón citrato 10 mM (pH 5.5) conteniendo 0.15 mM deCaCl2
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2.3 MODIFICACION DE LOS GRUPOSCARBOXILO

La modificaciónquímicade los gruposcarboxilode la CUTasade Thernzoanaerobacter

sp. 501 fue diseñadahaciendoespecialénfasistantoen la elecciónde los reactantescomoen las

relacionesmolaresempleadas.En primer lugar, se decidió escogerel método de la reacción

promovidapor carbodiimida,porseruno de los reactivosmássuavesy que mayorversatilidad

ofreceen modificaciónquímicade los gruposácidosde las proteínas.En concreto,setrabajó

con l-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodiimida(EDC) por seruna carbodiimidasolubley de

menortamañoque otrasempleadasen este tipo de experimentos,por lo que esprevisibleque

tuviera mayoraccesibilidada los residuosmás protegidos.En cuantoal nucícófilo, seusaron

tres diferentes:taurina,éstermetílico de norleucinay ésteretílico de glicina. La taurinapermite

la modificación de los gruposcarboxilo sin que ello conlleve un cambio en la cargade la

proteina. Sin embargo,con los otros dos nucleófilos,se alterala carga,de negativaa neutra.

Tanto la norleucinacomo la glicina se empleancon sus grupos carboxilo esterificadospara

evitarla posiblereacciónde éstoscon la carbodiimida.

Paraestosexperimentosse decidióprotegerel centroactivo de la CGTasa(dadoque la

tríada catalítica la componen los residuos Asp23O, Glu258, Asp329) con una molécula

inhibidora competitiva, la acarbosa (Strokopytov y cols., 1995). Se trata de un

pseudotetrasacáridocon una estructuramuy similar a la de la maltotetraosa,constituido por

maltosay una pseudo-maltosa,la cual es esencialparalas propiedadesinhibitoriasque presenta

este compuesto.Esta pseudo-maltosaestá formada por una unidad de ciclitol insaturado

(llamadavalienamina)y otraunidadde 4-amino-4,6-didesoxiglucosa.

Ql ¡

Figura iV.16. Estructura de la acarbosa. Las flechas indican las 4 díferencias existentes entre a maltotetransa y la
acarbosá. 1) el grugo hidroxilo C6~e a glucosa 8 está auseñte; 1) launión 0-glicosídica entre los residuds Ay B ha
sido reemplázada por una onión Ñ’giicosíd¡ca~ iii> el oxigeno 05 del residuo -Ata sidosustituido poruñ Moma de
carbono <C7>; iv> un doble enlace ha sido introducido en el residuo A entre el C5 y el C7.

CH

Va lienarnina

Dii

OH

OH

4-arnino-4,6-didesoxiglucosa

Maltosa

OH’—
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Al igual que en la modificaciónde los gruposamino, tambiénseutilizó seroalbumina

U bovina(ESA) -quecontiene99 residuosácidos-paraencontrarlas condicionesde reacciónmás

adecuadas.La Tabla IV.5 recoge los resultados de modificación de la ESA empleando3 diferentesnucleófilos y distintasrelacionesmolaresnucícófilo/grupocarboxilo (manteniendo

en todos los ensayosunarelaciónnucleófilo/EDC, 10:1).

Tabla IV.5. Modificación química de los grupos carboxilo de la BSA utilizando diferentes relaciones

molares.

NUCLEOFILO Nucleófilo/COOH EDCI COOH Nucleófilo/EDC
Grado de

modificación ‘ (%)

Taurina 1000:1 100:1 10:1

Taurina 500:1 50:1 10:1 52

Norleucina’ 500:1 50:1 10:1 50

Norleucina a 400:1 40:1 10:1 46

N’orleucina’ 200:1 20:1 10:1 25

Glicina b 2000:1 200:1 10:1 76

Glicina b 500:1 50:1 10:1 59

Ester metilico de norleucina.

I b

Ester etilico de glicina.
Determinado por análisis de aminoácidos.

Como se puedeapreciar,se obtuvierongradosde sustituciónelevados,que en cualquier

I
caso no excedíandel 80% en las condicioncs más drásticas. En la literatura se describen

numerososejemplos, dcl gradode sustitucióny de los reactivosempleadosen función de la

proteínaen cuestión.Mattson y cols., (1992)emplearonrelacionesnucleófilo/grupocarboxilo3 1250/1 y nucleófílo/carbodiimida10/1, inactivandoirreversiblementela CGTasade Bacillus

c¡rculans. Otra posibilidad es aplicar condicionesmás suavescomo las de Yamaday cols.

I (1981),que consiguieronun gradode modificaciónde un 9% en la lisozimausandorelaciones

nucícófilo/grupo carboxilo, 129:1 y nucleófilo/carbodiimida,384:1. En cualquier caso, la

I tendenciamásgeneralesutilizar relacionesnucleófilo/carbodiimidade 10:1,con independencia

decualseala concentraciónde nucleófil con la que setrabaje. - -.

Con la COTasade Therrnoanaerobactersp. 501, s¿ probarondiversascondicionesde3 reacción.Con relacionesnucleófilo/gnípocarboxilo6Ó:ly nÚcle6filQ/carbodiiniidá,3:1, no se

consiguió modificar ningún residuoácidode la CUTasa.
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Aumentandola relaciónnucleófilo/gnipocarboxilo hasta260:1 y nucleófilo/carbodíimida10:1,

tampoco se tuvo éxito. Por ello, se decidió utilizar relaciones molares elevadas

(nucícófilo/grupo carboxilo, 1000:1; nucleóf¡lo/EDC, 10:1). En este caso, la CGTasa se

desnaturalizabaduranteel procesode modificación.Finalmente,bajo unascondicionescon las

que se obtenían sustitucionescuantitativas en la BSA (nucleófilo/grupo carboxilo 500:1,

nucleófilo/EDC 10:1), se consiguieronmodificacionesmoderadasen la CGTasa.

En definitiva, los gruposcarboxilo de la CGTasase sometierona modificación en las

condicionesdescritasen el apanado2.2 de Materialesy Métodos,medianteunareacciónen dos

pasoscon EDC y una aminanucleófila. La secuenciade la reacciónes iniciadapor la adición

del carboxilo a travésde uno de los doblesenlacesde la diimida paraformarunaO-acilisourea

intermedialábil. En soluciónacuosa,estecomplejoes altamentereactivo condensándosecon

aminas para formar las correspondientesamidas, aunque también presentados posibles

reaccioneslaterales: el reordenamientoy la hidrólisis (ver Fig. IV.17). Por otro lado, la

carbodiimidano sólo reaccionacon los ácidoscarboxílicosde la proteína,sino tambiéncon Tyr

y rara vezcon las Cys (Fig. IV.18). La reacciónde la carbodiimidacon los gruposfenólicosde

las tirosinasgeneraO-arilisoureas,mediantela interacciónentreel hidroxilo de la tirosinay el

doble enlace de la carbodiimida. Estos productos son muy establesa pH neutro, y

moderadamenteestables durante la hidrólisis ácida de la proteína; pero pueden ser

descompuestosmedianteel tratamientocon hidroxilamina, regenerándosela Tyr de partida y

permitiendo la degradacióndel EDC remanente(la vida media del EDC en presenciade

hidroxilaminaestan sólo de 5.5 mm en las condicionesde reacción,Gilles y cols., 1990).Los

grupossulfhidrilo de las Cys puedenreaccionarde manerasimilar a las Tyr, pero el producto

resultanteparecesermás estable,y no se descomponeaún tratándolocon 13-mercaptoetanolo

amonio.
R

N NR
II

Fi~it~ OH + C —~ Enzima o—C’
II NHR

_ N 1 _

R

N NR
II o

Enzima SH -± C — Em S—Q
2 NHR

~1 . . . —

Figura IV.1 8. Modificación de las Tyr (1) y de las Cys (2) cor~ carbodiimida soluble en agua.
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pH 4.75
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23.1 CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES MODIFICADAS

a,> Determinacióndelgradode modificación

Parala determinacióndel númerode carboxilosmodificadosen la CGTasase recurrió a

la técnicade análisisde aminoácidos.Paraello, fue necesariorealizarun tratamientoprevio de

la muestraque consistióbásicamenteen unahidrólisisen presenciade HCI 6 N a 1550Cdurante

60 mm. En estascondiciones,se hidrolizó el enlaceamida formado entre el carboxilo y el

nucleófilo. Además, el ésteretílico de glicina es hidrolizado a glicina y el éstermetílico de

norleucinaa norleucina.En definitiva, el grado de modificación cuandoseutilizó glicina se

calculópor diferenciaentreel númerode glicinas de la especiemodificada(Fig. IV.20) y la

enzimanativa (Fig. IV.19). En el casode la norleucina,la apariciónen el cromatogramade un

pico de norleucina(entrelos de Ile y Tyr) permitiócalcularel númerode residuosmodificados

(Fig. IV.21). Del mismo modo seprocedióen la modificación con taurina(Fig. IV.22) cuyo

pico sepresentaal principio del análisis(en tomo a los 4.5 mm).

La CGTasade Thermnoanaerobactersp. 501 contiene61 gruposcarboxilicos(43 Asp y

17 Glu y el grupocarboxilo terminal). La TablaIV.6 muestralos porcentajesde sustituciónde

los gruposcarboxilode estaenzimacon los diferentesnucleófilosutilizados.

Tabla IV.6. Grados de modificación de los grupos carboxilo de la COTasa obtenidos con distintos

nucleáfilos. Relaciones molares empleadas: nucleáfilo/grupo carboxilo, 500:1; nucleófilo/carbodiimida,
10:1, acarbosa/CGTasa, 200:1

Nucicófilo Grado de modificación

(%)

N0 degruposcarboxilo
modificados

Taurina 8.2 5
Estermetilico de norleucina 5.1 3
Esteretílico de glicina 6.5 4

Comose puedeobservar,la modificaciónconseguida,con independenciadel nucleófilo

empleado,fue muy bajá,llegandoeh el mejorde los casosaporáentajesde sustitucióúdel 8%.

Con dichosgradosde modifidación ¡lo seapreciaroncambiossignificativosen el pl paralas-

modificacionescon el éstermetílico de noricucina y el éstcretílico de glicina.
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I
2.3.2 EFECTO DE LA MODIFICACIÓN SOBRE LA ACTIVIDADES

INICIALES

¡ Se midieron las actividades iniciales de ciclación, acoplamiento, transferenciae

hídrolísis, tantoen la enzimanativa como en las especiesmodificadas(Tabla IV.?). Se ensayó

I un blancode la modificaciónen ausenciade EDC, tal como se describeen el apanado2.2 de

Materiales y Métodos. Se observó que se manteníala actividad enzimática despuésdel

m ento en las condicionesde reacción,por lo que se concluyó que éstasno afectabana laE
Tabla IV.?. Actividades iniciales de las enzimas nativa y modificadas con los distintos nucleáfilos.

Actividad (U/mg proteína,)

NUCLEOFILO CICLACION ACOPLAMIENTO HIDROLISIS TRANSFERENCIA

a ¡3 y a 13

Nativa 300 223 131 332 68 85 1196

Taurina 110 72 37 165 26 65 953

Norleucina” 90 6? 40 85 28 56 470

Glicina 77 60 33 74 24 56 501

a Ester metilico de norleucina.
Ester etilico de glicina.

Como se puedc apreciar en la Tabla Iv.?, las enzimas modificadas disminuyenE considerablementelas actividadesde ciclación y acoplamientoy en menormedidalo hacenlas

adesde transferenciae hidrólisis. El comportamientode las especiesmodificadascon
• y~.;

norleucínao glicina es muy parecido.Ambas enzimasmuestranuna pérdidade actividadde

cclaeón alrededorde 3-4 veces, mientras que el~ acoplamiento.~e redude drásticarnénte

(especialhienteel acoplamiento de a-ciclodextrina). las actividades de tranÑferenoia e

-hidrólisis resultan menos alteradastras la modificación. El similar comportamientodc las
E

-. especiesmodificadascQn gl.¡cínao norle¿upinaerapresumible,si setienene» cuenta-los grados
de modificaciónobtenidps.en.amboscasos,y la propianaturalezadelos nucleófilos. La única

102
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diferenciaentre los dos nucleófilos essu tamaño(superioren el casode la norleucina)lo que

probablementerepercutaen que el grado de modificación con norleucinasealigeramentemás

bajo(5.1%frentea 6.5%de la glicina).

Paradójicamente,la COTasamodificadacon taurina,siendola especiecon mayor grado

de modificación, es la que menos pérdidas de actividad sufre. La explicación a este

comportamientose puedesustentaren que se conservala carga negativa en los residuos

modificadosy, en consecuencia,el efectode la modificaciónsobrela actividadde la enzimaes

más débil. Así, sus actividadesde ciclación y acoplamiento,disminuyen2-3 veces,mientras

quela transferenciae hidrólisisexperimentantansóloun levedescenso.

2.3.3 EFECTO DE LA MODIFICACION SOBRE LA PRODUCCION DE

CICLODEXTRINAS Y OLIGOSACARIDOS

La formación de ciclodextrinas y oligosacáridosse analizó empleandocondiciones

similaresa las de la industria, (ver apartado3.2 de Materialesy Métodos).La CGTasanativa

alcanzasu máximo de producciónde ciclodextrinasal cabo de un día, con unasrelaciones

molares a-/13-/y-ciclodextrinade 2.8:5.4:1 (20.5% de Paselli convertido en ciclodextrinas).

Como semuestraen la Fig. IV.24, tras llegar al máximovalor de producción,la cantidadglobal

de ciclodextrinasdisminuye ligeramentecon el tiempo, en beneficio de la producciónde

oligosacáridos.

CGTasa modificada con taurina

La CGTasamodificadacon taurina,mucstraun menorrendimientoque la nativa como

consecuenciadel descensode su actividad inicial de ciclación (ver Tabla Iv.?), por lo que

empleamás tiempo en alcanzarsu máximo de producción(dos días). En estepunto,presenta

una relaciónct-/13-/y-ciclodextrinade 2.6:5.1:1 (19.5%de Pasellíconvertidoen ciclodextrinas),

de lo que sededuceque la modificaciónquímicaafectanotablementea la actividadcatalíticade

la enzimaa tiempos cortos, sin alterar su selectividadcí:j3:’y-ciclodextrina (ver Fig. IV.23).

Además,suproducciónde oligosacáridosesprácticamentela mismaquela de la enzimanativa,

(inclñsp desdelas primerasetapasde reacción).Por ejemplo,a la hora y media de reacción

exhibeun 1 ;6% frentea 1.5%de Paselli convenidoen oligosacáridos~en la enzimanativay en

la modificadarespectivamente(verFig. IV24). . -.
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CGTasasmodificadascon éstermetillco de itorleucinay ésteretílico deglicina

En ambos casos, la producciónde ciclodextrinases muy similar, y menor que la

E observadacon la CGTasanativa y la modificadacon taurina. Su máximo de producciónse

alcanzaen tomo alos dos díascon relacionesmolaresde 2.7:4.3:1(18.6%de Paselliconvertido

3 en ciclodextrinas)parala especiecon norleucinay 2.6:4.2:1 (18.1%de Paselliconvertido) para

— la especiecon glicina (ver Fig. IV.23). La ligera variación en las relacionesmolares con

• respectoa la enzimanativa(disminuye13-ciclodextrinay semantienea-ciclodextrina)puedeser

• consecuenciadel mayor descensode la actividadacoplamientode a-ciclodextrinacon respecto

al acoplamientode 13-ciclodextrina(ver Tabla IV.?), lo que setraduceen una nivelaciónde la

• producciónde a- y 9-ciclodextrinas.Por otro lado, la producciónnetade oligosacáridoscon

ambasenzimasdisminuyeligeramentecon respectoa la enzimanativacomoconsecuenciade la

• menoractividadde transferenciae hidrólisis (2.2% frenteal 3% de la nativa, tras 5 días de

reacción,ver Fig. 1V24).

2.4 MODIFICACION DELA CISTEINA

La CGTasade Thermoanaerobactersp. 501 poseeun único residuo de Cys en la

posición585, y se intentó modificar con diferentesreactivos:el disulfuro de 2,2’-dipiridilo y el

ácido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzOicO).En ambos casos, los resultadosfueron negativos,sin

conseguirsela modificación de la proteína incluso cuandose trató en condicionesdrásticas

— (SDS2% y urea1 M). Sin embargo,se comprobóquelos protocolosdisefiadosfuncionaroncon

o as proteínas. De hecho, se empleó como proteína patrón la tiol-subtilisina Carlsberg,

• consiguiendosustitucionescuantitativas.
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3. INMOVILIZACION DE LA DEXTRXNSACARASA

3.1 INMOVILIZACIÓN COVALENTE EN SíLICE POROSA

3.1.1 ELIMINACIÓN DEL DEXTRANO

El objeto de la eliminaciónde la cubíertade dextranode la dextransacarasaeraobtener

una preparaciónenzimáticacon una mayor capacidadde interacción covalentedurante su

inmovilización en soportesde sílice porosa.Tras el tratamientode la dextransacarasacon

dextranasa,seobtuvo unaespecieenzimáticacaracterizadaporsubajaestabilidadcon respecto

a la nativa.

Determinacióndelpesomolecular

La dextransacarasaasociadacon el dextranoes incapazmigrar durantela electroforesis

en un gel de poliacrilamida,lo que dificulta sucaracterización.La enzimalibre de dextranono

presentaesteproblemay sutamañopuededeterminarsemedianteelectroforesisen condiciones

desnaturalizantes.

En el gel de electroforesis preparado (Fig. IV.25), se puedeapreciar la presenciade dos

bandas(una de ellas en torno a 65.0000 Da y la otra por encimade los 70.000 Da). Con

electroforesisadicionalesempleandopatronesde alto peso molecular, aparecieronnuevas

bandas(170.000Da y 120.000 Da) que se consideranagregadosmultienzimáticosde la de

65.000Da, tal y como describieronpreviamenteKobayashiy 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 proteínas de bajo peso molecular (Fosforilasa 8, 94 kDa; ESA, 67 kDa;
Ovoalbúmina, 43 kDa; Anhidrasa carbónica, 30 kDa). Linea 2: Dextransacarasa sin dextranos. Los
geles se tiñeron con azul de Coomassie.
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Actividad y estabilidad

La actividadespecíficade la enzimanativaerade 10 U/mg proteína(determinadapor el

Iensayo
del ácido 3,5-dinitrosalicílico).Tras el procesode eliminación de dextrano,seobtuvo

una preparacióncon una actividadde 86 U/mg proteína.Respectoa la estabilidadde ambas

Imuestras
enzimáticasa 300C, en la Fig. IV.26 sepuedeapreciarcómo la enzimasin dextranos

experimentauna rápida disminución de su actividad (36% de actividad residuala las 24 h,

frente a 66% en la nativa). Esto es consecuenciade las propiedadesestabilizantesque la

nvueltade dextranoconfierea la proteína,en concordanciacon los resultadosde Willemot

(1993) 100

~80

‘U=‘o 60
CD

~40
3
~20

0
10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura UN’.26. Comparaciónde la estabilidadde la enzimanativa (@) y la enzimasin dextranos(O), a
300C entampónacetato10 mM (pH 54>.

3.1.2INMOVILIZACION

La dextransacarasa,con o sin dextranos,fue inmovilizada covalentementeen sílice

previamentefuncionalizadacon glutaraldehído,tal como se describeen el apanado9.2 de

Materialesy Métodos.Se trabajócon dos soportesde diferentediámetrode poro: el X200 de

M
iso Á (185 m2/g) y el X030 de 600 A (50 m2/g). Medianteanálisis de porosimetríade

m uno (realizadaantesy despuésde la funcionalizaciónde la sílice) se comprobóque la

ación con glutaraldehídono afectó al tamañodel poro. Como describieronpreviamente

U Monsany cols., (1987%-cuantomayor esel diámetrodel poro mayores el Tendimientode

inmovilización de ladextransacarasa..Por lo tanto,. sedecidió inmovilizar la~preparaciónsin

-Idektranoen el sdportecon mayo?diámetrodé poro (X630), cónsiguiendoun rendimientoéasi

22 vecessuperioral de la enzimanativaen el mismosoporte.
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Tabla INtS. Inmovilización de la dextransacarasa en sílice porosa. En todos los casos se adicionaron
10 mIde solución enzimática de actividad 10.5 U/ml sobre 100 mg de sílice activada.

Dextransacarasa Soporteactivado Área especíticadel soporte
(m2Ig) a

mg enzima!
mg soporte

Actividad
(U/g biocatalizador)

Actividad
recuperada (0/,)

Con dextranos X200 200 1/8.5 3 03

Con dextranos X030 71 1/8.5 6 0.6

Sin dextranos X030 71 1/80 129 13
a

Aiea específica del soporte activado, determinada mediante porosimetria de mercurio. Las áreas de los soportes
antes de la funcionalización con glutaraldehido fueron similares (195 m2/g para la silice X200 y 68 m2/g para la
sílice X030>.

3.11.3 ESTABILIDAD DE LA ENZIMA INMOVILIZADA

Se ensayóla estabilidadde los sistemasinmovilizados con la enzimanativa y con la

enzima sin dextrano en sílice porosa X030. Tal como se muestra en la Fig. JV.2?, la

dextransacarasainmovilizadasin dextranopresentauna pronunciadacaídaen las primeras6 h

de ensayo,parafinalmente terminarestabilizándose,reteniendocerca del 20% de su actividad

tras48 h de incubación.A estetiempo, la actividadresidualde la enzimasolublesin dextranos

esprácticamentenula. Sin embargo,la especiecon dextrano,inmovilizada,muestrauna rápida

disminución de actividad que culmina con su total inactivación a las 24 h. Su pérdida de

actividades,por tanto,muchomásrápidaque la de laenzimasolublecon dextranos.

loo

(U
D

‘U

Co

o,
‘Uo
-D
5
(3

so

60

40

20

o

Enzima sin dextranos

Enzima sin dextranosinmovilizada
Enzima nativa

Enzima nativa inmovilizada

tampón- Figura TV.27. Estabilidad de la dextransacarasa soluble e inmóvilizada ensilice,á 300C en

- . acetato i0.niM (pH 5.4). - - . . ... ... ~.. -

20

Tiempo (h)

50
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3.2 INMOVILIZACION POR ATRÁPAMIENTO EN ALGINATO

3.2.1 RENDIMIENTO DE LA INMOVILIZACION

Aprovechando la estructura supramolecular de la dextransacarasanativa (con

• dextranos), se inmovilizó por atrapamientoen bolas de alginato cálcico. El tamaño del

• complejo enzima-dextranoevita que éstepueda escapara través de los poros de la esfera

• pica. Sin embargo, para la enzima sin dextrano no es convenienteutilizar esta

U metodología, ya que poseeun tamañoconsiderablementeinferior, y escaparíapor los porosdel

• algínato dando lugar a rendimientos prácticamente nulos.
3 La dextransacarasa con dextranos fue, en consecuencia,inmovilizada en alginato cálcico

tal como se describe en el apartado 10 de Materiales y Métodos. Los rendimientos de

inmovilización en alginato fueron muy satisfactorios,oscilandoen el intervalo 75-90% de

actividadrecuperada.

Tabla IV.9. Inmovilización de la dextransacarasa en alginato cálcico.

mg enzima g dedisolución
de alginato 2

Volumen de
disolución

enzimática (mi)

Diámetro de
las esferas

(mm)

Actividad
(U/ml de

biocatalizador)
Rendimiento de

actividad (O/a)

5.6 10 10(5U/ml) 2 3 85

Se prepara una disolución de alginato al 4% (p/v) en agua desionizada y desgasificada. Se pesan 10 g de dicha

disolución y se mezclan con 10 ml de una disolución enzimátíca de actividad 5 U/ml. Tías el proceso de
inmovilización, se obtienen 14 ml de esferas de biocatalizador.

3.2.2 ESTABILIDAD DE LA ENZIMA INMOVILIZADA

Sc ensayó la estabilidad de la dextransacarasa nativa e inmovilizada, en las condiciones

de reacción. Los resultadosde estabilidadde la dextransacarasainmovilizada en alginato
- cálcico fueron muy positi~ós; la preparacióninmovilizada rewvo el 100%. de su actividad

• . al cabode 48 h, en claro contrastecon la enzima.nativa qúe perdió cerca@l 50% desu

• . activida4djrante el mismo tiempo.
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Figura IV.28. Estabilidad de la dextransacarasa nativa (@) e inmovilizada en alginato (O>, a 3000 en tampón

acetato 10 mM (pH 54>.

3.3 ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD EN PRESENCIA DE

DISOLVENTES ORGANICOS

El estudio del comportamientode la dextransacarasaen presenciade disolventes

orgánicoses de gran interés, ya que los mediosde reacciónno acuosospuedenmodularla

síntesis de nuevos oligosacáridos y productos relacionados mediante la reacción de aceptor. Por

consiguiente, la estabilización de la enzima en presencia de disolventes orgánicos,

especialmenteaquellosen los quelos sustratosseansolubles,esun pasofundamental.

3.3.1 ESTUDIOSDEACTIVIDAD CATALíTICA

En primer lugar, se estudió la actividadcatalítica de la enzima, con y sin dextranos,

nativa o inmovilizada -en sílice X030 o en alginato-, en presencia de diferentes concentraciones

de una serie de disolventes orgánicos.Se escogierondisolventeshidrófilos en los que el sustrato

enzimático por naturaleza, la sacarosa, era soluble (dimetilsulfóxido, -DMSO-;

dimetilformamida, -DMF-; dimetilacetamida, -DMA-) y otros de potencial interés (acetona y

2-metil-2-butanol). Los resultados más significativos se exponen en la Tabla IV.10. En la

mayoría de las preparaciones,se produce una disminución considerablede la actividad

enzimática en los diferentes disolventes. Especialmente el 2-metil-2-butanol (alcohol tert-

amilico) reducedrásticamentela actividadde la dextransacarasa,tantoen suformanativacomo

en la inmovilizada en sílice. En la deitransacarasaatrapadaen alginato, los efectosmá~

-: peijudiciales los producenlas amidas(DMF y DMÁ); Sin embargo,en todos los casog, lá

enzima presenta actividad en DM50 Así, en este disolvente al 20% (y/y) la actividades
1~ptutt4

superioral 80% (con rctecto al control eh tampón) para la enzima nativa e inmovilizada en

alginato,-y no superael - 6Ó% cf>. las variedadesinmovilizadasen sílice (lánto con dextrános~~y~

como sinéilos). . . . . . . ..-....... -

n,suQTcc,
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3.3.2 ESTUDIOSDE ESTABILIDAD

Se llevó a cabo un estudio de estabilidaden presenciade los disolventesorgánicos

descritosanteriormente,en una concentracióndel 50% (y/y). Tras 15 mm de incubación,las

enzimasinmovilizadasen sílice X030 mostraronactividadesprácticamentenulas, exceptoen

presenciade DMSO. Porotraparte,la enzimaatrapadaen alginatoesmásresistentea la acción

de los disolventes,como se puedeapreciaren la Fig. IV.29, y tolera particularmentela acción

del DMSO.

loo —

so — Enzima nativa
Enzima inmovilizada en alginato

z
:~ 60—
o,
0)

“ 40-
~0

.5

2O~ liii _____

o -__ _

DMA DMP Acetona Alcohol DMSO
tefl-a mi lico

Figura IV.29. Actividad residual de la enzima nativa e inmovilizada en alginato tras su incubación

durante 15 mm en presencia de diferentes disolventes orgánicos al 50% (y/y). El alcohol taU-amílico es
el único de los disolventes utilizados que no es miscible al 50% en agua.

La inmovilización en alginato cálcico mejora la estabilidad en DMSO más que en

cualquierade los otros disolventes ensayados,incluso en mayor medidaque en DMA, ya que

en este disolvente, tras 30 mm de incubación, la actividad residual tanto para la enzimanativa

como para la inmovilizada fue cero. Por esta razón, se realizó un estudio del efecto de la

concentración de DMSO (setrabajó al 75%, 50%, 25% y 10% y/y) sobrela estabilidadde la

enzima, tanto nativa como inmovilizada en alginato o en sílice, para encontrar las mejores

condicionesde trabajo en sistemasenzimainmovilizadalDMSO.

Las actividadesresidualesen presenciade DM50 al 100% y 75%, tras 15 mm de

incubación,frieron nulas, tantoparalaenzimanativacomo paralas variedadesinmovilizadas.

La Fig. IV.30 recoge el estudio de las estabilidadesen presenciade DMSO (al 10%,

- ~. - 25% y 50%), de las especiesnativae inmovilizadas.Parececlaro que la enzimano escapaz.de

mantener: su: actividad a elevádas concentraciones de DM50 Sin embargo, bajo

concentracionesdc DM50 hasta del 250/¿ (y/y), la enzimanativa presentasimilar estabilidada

la ofrecidaen tampón(Fig. IV.30. 1).
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En cuanto a las especiesinmovilizadas en sílice X030, éstas muestrandiferente

comportamiento dependiendo de si la enzimainmovilizada es la nativa o la preparaciónsin

dextranos.En el caso de la enzimacon dextranosinmovilizada en sílice, tanto en tampón

acetatocomo en presenciade DMSO a diferentesconcentraciones,seobservauna estabilidad

muy baja,de modoquea las 24 h de incubaciónla actividadresidualesnulaen todos los casos

(Fig. IV30.2).

Con respectoa la enzimasin dextranosinmovilizadaen sílice, exhibeuna disminución

de actividad en los primerosestadiosde la incubación.Finalmentela pérdidade actividadse

detienea las 6 h, manteniendoprácticamentela misma actividadresidual(alrededordel 20%)

desde ese instantehastalas 48 h. La enzimaen tampónmuestraunasactividadesresiduales

ligeramentesuperiorescon respectoa las que estánen DMSO. Estasúltimas presentansimilares

curvas de estabilidadcon independenciade la concentraciónde DMSO que se utilice (Fig.

IV.30.3).

Por último, la dextransacarasainmovilizada en alginato retiene cerca del 50% de su

actividadtras 24 h de incubaciónen DM50 al 50% (y/y), mientrasque la enzimanativaperdía

en las mismas condiciones casi toda su actividad a los 15 mm (ver Fig. JV.29).

Sorprendentemente,la presencia de DMSO al 10-25% (y/y) no proporciona un efecto

estabilizadorsobrela dextransacarasainmovilizadaen alginato(Fig. IV30.4).

4 REACCION DE ACEPTOR DE LA

DEXTRÁNSACARASA

Con la finalidad de realizar un completo estudio de la reacción de aceptorde la

dextransacarasade LeuconostocmesenteroidesNRRL B-512F, se decidió trabajar con la

enzimanativaasí como con la variedadinmovilizada en alginatocálcico(debido a su elevada

estabilidad durante largosperíodos)en presenciade maltosacomoaceptor.

La reacciónse llevó a cabopartiendode una concentraciónconstantede sacarosa(100

mM), y variando la de maltosa. Concretamentese estudiaronlas siguientes relaciones

maltosa/sacarosa: 1/5, 1/1, 2/1, 4/1 y 6/1. Se trabajóa concentracionesrelativamentebajasde

sacarosa,porquecon concentraóionessuperioresa 200 mM? seproduceunainhibición alostérica

de la dextransacarasadurantelargosperiodosde reacción(Tanriseveny Robyt., 1993-).
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4.1 EVOLUCION DE LA REACCION

Se estudióla evoluciónde la reaccióndesdelos estadiosinicialeshastala finalizaciónde

M ía misma,viendo la variaciónen la produccióncon el pasode la reacción.La Fig. IV.32 detalla

el transcursode la reacciónde aceptor(a travésde los cromatogramasde HPLC) de la enzima

I nativa empleandouna relaciónmaltosa/sacarosa1:1. El ordende apariciónde los productoses

el siguiente:fructosa,maltosa,sacarosa,panosa(63), isomaltosilmaltosa(64), isomaltotriosil

mal osa(65) e isomaltotetraosilmaltosa(66). Como se puedeobservar,en las primerasetapas

de la reacción,los picos predominantesson los de los reactivos(maltosay sacarosa;ver Fig.

I IV 32 2 y 4 h). A medida que la reacción va progresando,aumentael pico de fructosa

(subproductode la reacción)mientrasdisminuyeel de sacarosa(ver Fig. 1V32, 4 y 6 b). A las

24 b, la reacciónsedetienedebidoal consumototal de sacarosa.Los productosmayoritariosde

M la reacciónsiempresonlos glucooligosacáridos(GOS)másbajosde la serie.

0!-!

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

En cuantoal comportamientode las enzimasnativa e inmovilizada, la evoluciónde la

reacción es prácticamenteigual en ambos casos. La Fig. IV.33 muestra los principales

I resultadosen función de la relación maltosa/sacarosaempleada.A medida que se aumenta

dicharelación,la reacciónde aceptorva desplazandoa la de formaciónde dextranos,lo que se

I traduceen un incrementoen la síntesisde GOS. De estaforma, si secomparala formaciónde

GOS utilizandorelacionesmolares1:5 (Fig. IV.33.c) o 1:1 (Fig. IV.33.b), con la de 6:1 (Hg.

M IV 33 a), se encuentranvaloresque no superanen el mejor de los casoslos 17 g/l frente a

valorescercanosalos 40 g/l parala formaciónde panosa(63). . -

c41—*4)
01-1 OH
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1:l.Se muestran los cromatograma~ de HPLC, obtenidos en las condiciones descritas en el apartado 11 de

- Materiales y Métodos. - -
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—1— Panosa
—0-- 62 -a-isomaltosilmaltosa
~ 6~ -ct-isomaltotriosil maltosa

2

—C— 6 -a-isomaltotetraosilmaltosa
—S— 62 -a-isomaltopentaosilmaltosa

2

—y-— 6 -ct-isomaltohexaosilmaltosa
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La Tabla Iv. 11 muestra la producción de GOS (en gramos/litro) en los ensayos

Irealizados con la enzima nativa e inmovilizada en alginato, para diferentes proporciones

maltosa/sacarosa. Con la enzimainmovilizada, se puedeapreciarcómo los rendimientossonM prácticamenteigualesa los de la enzimanativa.No obstante,con la dextransacarasaen alginato

se observamayorproducciónde GOS de seriealta a medidaque sedisminuye la proporción

Imaltosa/sacarosa
(aunquelos valoresde producciónson bajosen amboscasos).Así, utilizando

una relación maltosa/sacarosa1:5, la dextransacarasainmovilizada dobla su producción

M respectoa la nativa(0.7gil vs 0.3 g/l de isomaltohexosilmaltosa).

En cuantoa la proporciónmaltosa/sacarosaempleada,seobservaquecuantomásalto es

el excesomolar de maltosa,mayorcantidadde GOSse producen,perocon menorselectividad.

M Por ejemplo,en la relación 6:1 seconsiguenunosexcelentesrendimientosen producciónde
panosa(alrededorde 35 g/l), en comparacióncon la relación 1:5 (en tomo a 2.5 g/l). Sin

M embargo,en 1:5 se producenlos GOS con mayor tamañode la serie (hastaisomaltohexaosil
maltosa -G8-), mientras que en 6:1 sólo se detecta formación hasta pentasacáridos-

isomaltotriosilmaltosa- -

Tabla IV.11. Producción a las 24 h de reacción de los diferentes SOS obtenidos en función de la

relación maltosa/sacarosa empleada y de la enzima utilizada.

GLUCOLIGOSACARIDOS PRODUCIDOS (gil)
MUESTRA Maltosa/sacarosa

G3 G4 G5 G6 G7 G8

Nativa 1:5 2.4 4.2 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 12.6 3.5 0.7

En alginato 1:1 11.5 7.4 2.8 . 0.9

Nativa 2:1 20.8 7.2 1.3 0

E
En alginato 2:1 20.3 7.7 1.8 0.4

Nativa 4:1 30.8 3.4 0.6

En alginato . 4:1 27 . 3.3 0.7

Nativa .6:1 36 2.8 . 0.7

En alginalo 6:1 35 2.5 0.3
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4.2 REUTILIZACION DEL BIOCATALIZADOR

Con objeto de comprobar la estabilidadde la enzimaen condicionesde la reacciónde

aceptor,y estudiarla posiblereutilización de la enzima inmovilizadaen alginato, se diseñaron

experimentosde produccióndurantelargos períodosde tiempo. Para ello, se ensayócon la

enzimainmovilizada,empleandorelacionesmolaresmaltosa/sacarosa6:1 y 1:5. Tras 24 h de

reacción(finalizado el consumode sacarosa),se separópor filtración la enzima,se lavó con

tampón acetato10 mM pH 5.5 (para eliminar los productosde reacciónque pudieranestar

asociadosal sistema inmovilizado) y se volvió a emplear el biocatalizadoren idénticas

condicionesde reacción.La actividadcatalítica de las esferasde alginatose siguió durante7

ciclos de 24 h. Como sepuedeapreciaren la Fig. IV.34, la estabilidaddel biocatalizadorcon

relacionesmolares6:1 de maltosa/sacarosaes sobresaliente(no seobservódisminuciónen la

actividadcatalítica). Con relacionesmolares maltosa/sacarosa1:5 se obtuvieronresultados

similares;sin embargo,las bolasde alginatofueron adquiriendoprogresivamenteun volumen

mayor,debidoal dextranoque producíala enzimaen estascondiciones,por lo que al séptimo

díade ensayotuvo lugar ladescomposiciónde la esferade alginato.

IOOA A A A A A A A

¡ ¡ a u ¡
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1. PURIFICACION DE LA CGTasa

Se emplearondos metodologíasdiferentes para la purificación de la CGTasa de

Thermoanaerobactersp. 501. Es fundamentalque la preparación final sea pura para los

experimentosposterioresde modificaciónquímica,ya que si la CGTasaseviera contaminada

porotrasenzimas,los cálculosy, sobretodo, la interpretaciónde los resultadosde modificación

seríanambiguos.En primerlugar, seutilizó el protocolobasadoen las propiedadesde la matriz

tiofilica AFFI-T que fue diseñadapara purificar inmunoglobulinas,y se propuso por Novo

Nordisk para la purificación de la CGTasa.La matriz AFFI-T está formadapor ligandosno

proteicos,tiofilicos, inmovilizadossobreuna agarosaactivadacon divinilsulfona. En términos

prácticos,dichos ligandosinteraccionancon los grupostiol, amino e hidroxilo de las proteínas

(Porathy Belew, 1987; Hutchensy Porath, 1987).El factor de purificación(en tomo a 3), y

especialmente,el rendimiento de la purificación (cercano al 13%) no se consideraron

satisfactorios.

Los experimentosde modificación química recogidos en esta Memoria requieren

cantidadesimportantesde proteína(alrededorde 3 mg por ensayo).Esto se debe a que la

CGTasauna vez modificadadebe sometersea un estudio completo de actividades,tanto a

tiempos cortos como a tiempos largos, así como a su caracterización(determinaciónde pI,
electroforesis,gradode modificación, etc.).Por otro lado, estosestudiosdebenhacerse,en la

mayoríade los casos,por duplicadoya queno sólo setrabajacon la CGTasamodificada,sino

tambiéncon un control de la enzimanativaen ausenciadel agentemodificante. En definitiva,

se decidió desarrollarotra metodologíade purificación con la que se consiguiesenmejores

resultados,fundamentalmenteen lo que a recuperaciónfinal de CGTasapura serefiere. Para

ello se utilizó la cromatografiade afinidad con una Sepharosaactivadacon a-ciclodextrina.

Con estesistemase lograron rendimientospróximosal 70%y factoresde purificaciónen tomo

a 4-5.Por lo tanto,seobtuvouna significativamejora(en particularcon respectoal rendimiento

-aumentadounas5 veces-).La explicaciónde la interacciónespecíficagel/proteínasededuce

de la propiaestructurade la CGTasade Thermoanaerobacter.Estaenzimaposeeuna elevada

afinidadpor las moléculasde ciclodextrinas(especialmentepor c~- y 3-ciclodextrina),graciasa

su conformacióndel centro activo, en el que el residuo de Phe196 se.dispone de forma
dominante actuando como modulador(eje de delación) en los. proqesosde ciclación y

-a.cop]arnien.to.Por4o tanto, la CGTasaseuniráespecíficamentea la ciclodextrinainmovilizada

en la matri~de Sepharosay no sólo a travésde la interacciónéntrela Phel96y laciclodeíttina,

sino de otrosmuchosresiduosdel centroactivo (Asp, Glu, Tyr, His, Lys y Arg) que reconocen
la ciclodextrinapermitiendoque seacomodeperfectamenteen laestructuraproteica. -
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Como resultado,seconsigueuna recuperaciónsatisfactoriade la enzima,si la comparamos

I con la AFFJ-T, en la quelas interaccioneseranmuchomenosselectivas.

Por todo ello, los experimentosde modificación química que se describenen esta

I Memoriasehanrealizadoa partir de la COTasapurificadaen un gel de Sepharosaactivadacon

a-ciclodextrina.

2. MODIFICACION QUIMICA DE LA CGTasa

Actualmente algunas empresasy grupos de investigación están desarrollando un

rn esfuerzo importante para obtener mutantes de CGTasas termoestablesque produzcan

mayoritariamenteuna de las ciclodextrinas(a-, 3- o y-ciclodextrina).A pesarde que se han

I realizadonumerosostrabajosparaampliar el conocimientodel mecanismode acción de estas

enzimas,todavía no se conocecon certezade qué parámetrosdependela selectividadde la

U
reaccion. La modificación química, como herramienta complementaria, puede aportar

informacionesadicionalessobrelas actividadescatalíticasy los factoresque las rigen. Dichos

estudioses convenientecomplementarloscon técnicasfisico-quimicasa fin de comprobarque

I la modificación no ha dadolugar a cambiosconformacionalesconsiderables.En la actualidad

estamosanalizandomediantealgunasde estastécnicassi dichoscambioshan tenido lugarcon

nuestrasespeciesmodificadas.

Parala interpretaciónde los resultadosde las modificacionesquímicasrealizadassobre

la CGTasade Therinoanaerobactersp. 501, se realizaronunosestudioscomplementariosdeu
accesíbílídadde los aminoácidosde la.enzima(ver Anexo II). Dichosestudiossonampliamente

I
empleadosen investigación de modelado molecular, pudiendo aplicarse para calcular la

accesibilidadde los átomos y residuossuperficiales, tanto de proteínascomo de ácidos

nucleicos. En la presenteMemoria, esta información adicionalpermite establecerhipótesis

I acercade qué aminoácidospodríanconsiderarselos más susceptiblesde sermodificados,en

función de su mayor exposiciónal medio. Por otro lado, la interpretacióndel papel de los

I distintos aminoácidos en la actividad catalítica se ha realizado empleandola estructura

cristalinade laCGTasade Thermoanaerobacteriumthermosulfurigenes(Tabium-CGTasa).Las

I secuenciasde aminoácidosde las CGTasasde Thermoanaerobactery Tabium muestranuna

gran hoifiología(91%, yer Anexo III), por lo que seasumeunasimilar arquitecturaparaambas

É

enzimas. Con respectoa los tipos de residuossobre los que se~ha realizadomodificación

química, 22 de 24tys,40 de 43 Asp, 15 de 17 Glu y la únicaCysocupanla mismaposiciónen

la secuenciade aminoácidosde ambasenzimas.
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2.1 MODIFICACION DE LOSGRUPOSAMINO DELA CGTasa

Los estudiosde la selectividadcL:37y-ciclodextrinaen función del pH realizadossobrela

CGTasa nativa (ver Fig. IV.5) conducen a pensar que, a no ser que se produzcan

modificacionesquímicascuantitativasque afectende forma pronunciadaal balancede cargas

positivas-negativasde la proteína,la selectividadde la reacciónno variarásignificativamente.

Porello, sebuscaronmodificacionesextensivasmediantela acilaciónde los gruposaminode la

CGTasa.Sin embargo,y a pesardel alto gradode sustituciónconseguido(en torno al 85%), no

seconsiguióvariarsignificativamentela selectividadde producciónde ciclodextrinas(ver Fig.

IV.14). No obstante,los resultadosde la acilación de los grupos amino de la CGTasade

Thermoanaerobactersp. 501, demuestranque los residuos de Lys de esta proteína son

fundamentalesen sus procesoscatalíticos.Tantomedianteacetilacióncomo succinilación,las

actividadesde ciclación y acoplamientoson las másperjudicadas,mientrasque las actividades

de transferenciae hidrólisis seven menosafectadas.Porello, las actividadesa tiemposlargos

de ambasespeciesmodificadasmuestranun aumentoen la producciónde oligosacáridosen

perjuicio de la síntesisde ciclodextrinas.En cualquiercaso,el comportamientode las enzimas

modificadaspresentamaticesdiferentesdependiendodel reactivoempleado,comocabeesperar

de la distintacargade los agentesmodificantes.

2.1.1 ACETILACION

La CGTasade Thermoanaerobactersp. 501 esuna glicosiltransferasaque exhibeuna

actividad de hidrólisis (actividad a-amilasa)excepcionalmentealta. La modificación química

de sus gruposamino con anhídrido acéticoproduceun significativo desplazamientohacia su

actividada-amilasa,ya que, tras la modificación, aumentasu actividadde hidrólisis mientras

que el resto de actividades (especialmentela ciclación y el acoplamiento)disminuyen

considerablemente.

Estosresultadossugierenlaparticipaciónde uno o másgruposamino en los procesosde

transglicosilación-probablementea travésde la formaciónde puentesde hidrógeno-y permiten

avanzaren el estudiodel diferentecomportamientode las CGTasasy las a-amilasas,dos

gruposde enzimasestructuralmentemuy relacionadas.En la reacciónde ciclación, la cadenade

amilosase.dispoñeen forma espiral en totno a la Phel96 (eje de cicláción) - creándoseun

complejo - de inclusión. Asimismo, las ciclodextrinas formadas durante la reacción pueden

accederal centroactivo de la enzimadesdeel medio de reacción,por interaccióncon el eje de

cíclación;produciéndoselaposteriorreacciónde acoplamiento.Porlo tanto,el hechode quelas
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actividades de ciclación y acoplamientoexperimentenun descensoconsiderabletras la

I modificación es síntoma de que se han alterado los contactosque se establecíanentre la

ciclodextrina y el centro activo (ya fuera durante su formación -ciclación- o durante su

degradación-acoplamiento-).

En estepunto convienerecordarque el centroactivo de la CGTasa,ademásde la tríada

I catalítica(Asp23O,Glu258, Asp329) y el eje de ciclación (Phel96),presentaal menossiete

subsitios (designados2’, 1’, 1, 2, 3, 4, y 5) en los que se sitúa el sustrato (cadena de

lígosacáridoo ciclodextrina),y en los que seproduceninteraccionesespecíficasque resultan¡ unamenaespara el rendimientoglobal de la reacción (ver Fig. 1.13). En concreto,se ha
postuladoque el aminoácidoLys47 desempeñauna funciónprimordial en la estabilizacióndel

subsitio 3 (S-3) mediantela creaciónde un puentede hidrógeno con la glucosa en dicha

posición(Wind y coN., 1998a). En el caso de que la Lys47 fueraacetilada,se produciríaun

I efecto doble: porun lado, la cadenalateraldel aminoácidoaumentaríade tamaño;además,al

cambiarla cargadel residuo de positiva a neutra,ésteperderíasu capacidadde donadorde

t parala formaciónde puentesde hidrógeno.Por lo tanto, estasalteracionessepodríanproones

traducir en la interrupcióndel contactoentre la Lys47 y la glucosaen S-3. Esto explicaríala

I
notablereducciónde la actividadde cielación,ya queesrequisitoimprescindiblequela amilosa

interaccioneen S-3, favoreciendola torsión de la cadenade azúcary, endefinitiva, laposterior

formaciónde la ciclodextrina.Por el mismomotivo disminuiríala actividadde acoplamiento.

Convienereseñar,que la principal reaccióncatalizadapor la CUTasa de cualquier

especiees la transferencia(Nakamuray cols., 1994a). Las ciclodextrinasúnicamenteserán

I producidascuandoel extremono reductorde la cadenade amilosaescindidaseareconocidapor

el sitio de unión de aceptor (subsitios S-1’ y S-2’). La diferencia fundamentalentre los

I mecanismosde las reaccionesde hidrólisisy de transferenciacatalizadaspor la CUTasareside

en la molécula que actúa como aceptor: el agua (en el caso de la hidrólisis) o el grupo hidroxilo

M c 4 de un carbohidrato(en el casode la transferencia).La explicaciónque sederivade la baja

actividad de transferenciaen la CGTasa acetilada involucraría a residuos de lisina que

pertenezcanal sitio de unión de aceptor. En estecaso, la Lys233 es un residuoclave en la

U estabilizacióndel subsitio5-2’, concretamenteatravésde un puentede hidrogenoentreel s-N

de la Lys y la glucosade S-2’ (verFig. 1.1 1). La acetilacióndel aminode dichausinasupondríaU.
la rupturadel puentede hidrógeno,siguiendoel mismo razonamientosugeridoén el casode la
modificaciónde la Lys47. Así pues,lot sustratoslinearesque actuasencomo aceptoresvedan

U .. dificultada sóunión al sitio de aceptor,reduciéndoseporello lá reacciónde trañsferencia.Sin

embargo,estaalteraciónno perjudicaríaa la reacciónde hidrólisis, ya queel aguatienemuchos
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menosrequerimientosespacialesy es másfácilmenteactivada; además,su unión al sitio de

aceptorúnicamentedependedelsubsitioS-1’ (queno seve afectado).

De ahí que en las actividades a tiempos largos se aprecie un aumento de la síntesis de
oligosacáridos,consecuenciade la actividadhidrolíticasobrelas cadenasde azúcaren el centro

activo (Alcalde y cols., 1999).

0LU253

ASP329 - ASP23O

LYS233

LYS47

PJ-11Z196

¿ 9$~ u4L}
Figura V.1. Disposición de las Lys47 y Lys233 en el centro activo. En azul se muestra el eje de

ciclación, en rojo la triada catalítica, en verde las Lys47 y Lys233 y en amarillo el segundo sitio cJe unión

de maltosa. Estructura tridimensional procesada con el programa de simulación molecular WebLab
ViewerLite 3.10 (MSI).

De los cálculosde accesibilidadde las cadenaslateralesde las Lys de la CUTasa (Tabla
“7.1), se deduce que la Lys47 muestra una elevada exposición al medio de reacción, apoyando

la hipótesisde su modificacióncomo principal causade la pérdidade actividadde ciclación.

Del mismo modo, la Lys233 tambiénes probableque hayasido acetilada.El alto grado de

modificación (85%) implica que únicamente4 lisinas (probablementelas Lysl32, Lys399,

Lys5lO y Lys557,todas ellas con accesibilidadesrelativas inferiores al 7%) posiblementeno
hayansido modificadas.
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U 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

mino terminal). Los cálculos se han realizado asumiendo la similitud entre las estructurasu de la Tabium-CGTasa y la COTasa de Thermoanaerobacter En el Anexo II se recogen
los datos completos de accesibilidad.

RESIDUO

Accesibilidad
del agua

Absoluta Relativa

RESIDUO
Accesibilidad

del agua

Absoluta Relativa
(A2) (%) (A2) (%)

ct-NH
2 29

Lys47 32 67 Lys393 24 50

Lys48 11 24 Lys399 3.3 7

Lys6O 11 23 Lys4lO 37 77

LyslO7 13 27 LysSlO O O

LyslO8 44 93 LysS47 42 87

Lysl32 1.5 3.2 Lys549 28 59

Lys2l3 15 31 Lys557 1.3 2.6

Lys2l7 10 22 LysS63 18 37

Lys233 6.2 13 Lys6l7 48 101

Lys24l 13 27 Lys648 5.7 12

Lys289 7.2 15 Lys65l 21 44

Lys392 49 103 Lys652 21 43
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2.1.2SUCCINILACION

A pesarde que los gradosde modificación obtenidostanto con la acetilación(85%)

como con la succinilación (80%) son similares, los resultadosen las actividadesson muy

diferentes. La succinilación de los grupos amino de la CUtasa no supone una pérdida

importante de sus actividadesde ciclación o acoplamiento,mientras que la hidrólisis es

prácticamentela misma que en la especienativa, y experimentaun sorprendenteaumentola

actividadde transferencia.

Una vez más,se debediscutir la importanciade los residuosde Lys47 y Lys233 en la

actividadde la enzima.La hipotéticasuccinilaciónde la Lys47, aunqueprovocaríaun cambio

en el tamañode la cadenalateral, permitiría seguir interaccionandocon la glucosaen S-3, ya

que el grupoamino de la cadenalateralde la Lys es reemplazadoporun grupocarboxilo que

mantienesu capacidadde formarpuentesde hidrógeno.En el pH del medio de reacción(5.5),

es muy probableque las lisinas succiniladasse encuentrenen forma de anión carboxilato

(cargadonegativamente)el cual essusceptiblede formarpuentesde hidrógeno,al actuarcomo

aceptoresde protoneslos dosoxígenosdel carboxilato.Estopodríaexplicarqueno disminuyan

notablementelas actividadesde ciclación, y porendelas de acoplamiento.

- En cuanto a la Lys233, y empleandola misma línea argumental,su modificación

supondríacambiosen las interaccionescon la glucosadel subsitio 5-2’, que favoreceríanla

unión de oligosacáridosal sitio de unión de aceptor.

Comosedescribióen el capítulode Introducción(apartado2.6.2),la unión de la amilosa

a la CGTasase realizaen una zonaalejadadel centroactivo: el sitio de unión de almidón,el

cual secomponede dos sitios de unión de maltosa interconectados.La cadenade almidón,

unidaen su regiónespecífica,accedeal centroactivo atravésde un largocanal. La Lys233 no

sólo esfundamentalen la estabilizacióndel sitio de unión de aceptorde la CGTasa,sino que

estáposicionadaen el límite entreel canalde almidóny el centroactivo (Knegtely cols., 1995).

En definitiva, esteresiduoactúacomo moduladorde la entradade sustratoslinearesal centro

activo,y suposiblesuccinilaciónbeneficiaríalos procesosde transferencia(en los análisisde la

actividada tiempos largos, se puedeapreciarun considerableincrementoen la síntesis de

oligosacáridos-de 3.5% de almidón convertido en oligosacáridosa 4.4% en la enzima

succinilada-).
El siguientereto seráponeren prácticadiversasÑaccionescon aceptores-variadospara

Ia-obtenéióndesustanciasde altavalol’añadido.La reaéciánde transferenciapermitesintetizar

azúcaresque numerosasveces muestranpropiédadesmejoradas:mayor poder edulcorante,

incrementode su solubilidaden agua,aumentode su estabilidadfrente a agentesquímicos,

estimulaciónde tifidobacteriasde lamicroflora intestinal,etc.
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2.2 MODIFICACION DE LOS GRUPOS CARBOXILO DE LA

CGTasa

La modificación químicade los gruposcarboxilo de la CGTasacondujoa gradosdeE
sustitución relativamentebajos, especialmentesi se comparan con los conseguidosen la
acilacíón de los grupos amino. Una posible explicación se extrae del análisis de las3 accesibilidadesde los grupospolaresde las cadenaslaterales(ver TablaV.1 y TablaV.2). Así,

alrededorde la mitad de los residuoscarboxílicos de la CGTasapresentanaccesibilidades

I inferiores al 10% (la mayoría de ellos no superanel 3%), en contrapartidacon los grupos

amno de los quetansolo un 15%del total presentanaccesibilidadestanbajas.Porotro lado,la

I mod fcación con carbodiimiday una aminanucleófilano estan directacomo en la acetilación

o succinilación de la proteína. Se trata de una reacción que transcurreen dos pasos

Mc
onsecutivos, y que está limitada por la naturaleza de la carbodiimida (un compuesto muy

nestable,con una vida mediacorta, y un elevadotamañomolecularque puededificultar su

accesohastalos residuosmás escondidos).Como consecuenciade todo ello, los gradosde

I modificaciónno superaronen el mejorde los casosel 8%.

Estudiospreliminaresde mutagénesisdirigida sobrela tríadacatalítica de la CGTasa

I dieronlugar aunapérdidaabsolutade las actividadesde la enzima(Knegtely cols., 1995).Las

accesibilidadesrelativasdel Asp23O,Glu258y Asp329 son 0, 5.4 y 12% respectivamente,por

I lo que espocoprobablequese veansometidasamodificación.No obstante,sedecidióproteger

el centroactivo con acarbosadurantela modificación.Esteinhibidor competitivoesun análogo

de la maltotetraosa,y se uneen los subsitiosdel centroactivo 5-2’, 5-1’, S-1 y 5-2, aislandode

sta manera la tríada catalítica de la posible modificación química (Villete y cols., 1993;

I
Strokopytov y cols., 1995). Esta molécula no es escindidapor la CGTasadebido a sus

propiedadesinhibitoriasderivadasde la ausenciade un grupohidroxilo en la posiciónC6 del

anillo B (ver Fig. JV.16).Conindependenciadel nucleófilo empleadodurantela modificación

I química, la tendencia general fue una disminución de las actividades de ciclación y

acoplamiento,y enmenormedidade hidrólisisy transferencia.En consecuencia,existenuno o3 varios residuoscarboxílicos(diferentesde los de la tríadacatalítica)que tambiénparticipande

-algún modo en las Actividadesde la CGTasa.Con los experimentosde modificación quimida

• desarrollados,se hansustitui o entre3 y 5 carboxilos(cfrpendiendodel núcleófilo empleado).

• Trasel análisis de la estructuradé la CGTasade Thermoanaerobacttrsp. 501, y teniendoen

cuenta las accesibilidadesrelativas de los grupos carboxilicos (hay 18 residuos con

3.. accesibilidades-superioresal 40%; y de-éstos,5 Son mayoresdel 70%), sesugierela hipótesis.

- de que la modificaciónde.los residuosácidosde la CGTasapodría afectara los subsitiosdel

centroactivo y a la región de influenciadel ejede ciclación.
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Tabla V.2. Accesibilidad de una molécula de agua (absoluta y relativa) con respecto a las cadenas

laterales de los residuos Glu y Asp de la COTasa de Thermoanaerobacter (se incluye el grupo carboxilo
terminal). Los cálculos se han realizado asumiendo la similitud entre las estructuras tridimensionales de

la Tabium-CGTasa y la COTasa de Thermoanaerobacter Para más información consultar Anexo II.

Accesibilidad Accesibilidad

RESIDUO del agua RESIDUO del agua

Absoluta (A2) Relativa (%) Absoluta (A2) Relativa (%)

Asp3
AspI5
Asp23
Asp27

Asp37
Asp4O
Asp53

Asp63
G1u81
Asp89
Asp105

AspI 18
Aspi36
Glu 147
Asp 149
G1u154
Aspi 60

Asp17l

G1u188
Aspi 89

Aspi 97

Asp200

Asp2O2

Asp2O9

Asp221

Asp225

Asp23O

Asp245

Glu258
.Glu265

1.3
0.8
0.9

12
69

10
o
17
16
13

0.3

34

3.2

38
27
9.3

31
75
4.2
2.8
16

2.1
21

4.0
39
4.3

o

6.7
4.1

-31

2.4
1.5
1.8
21

126
19

o
32

21

24

0.6
62
5.8
so
49
12

57
122
5-5

5.2

29
3.9
38
-7.3

• 72

o

12

5.4
- - . - 41

Asp267

01u276

Asp283
Asp296
Asp299

Asp3O5
Asp3l4
Asp32O

Asp326
Asp329

Asp33l

GIu343
GIu363

Asp37l
Asp382
Asp4l7
01u422

Asp458
Glu486
Asp5l8
GIu542

Asp543

Glu545

Glu599
GIu609.

-Asp6I4

Asp636
Glu646

01u660
Asp68O

&COOH

12

32

0.1
26

23

19

37

5.4

2.5

6.6

41

5.2

o
18

30
16
1.4
o

7.9

0.4
34
31
8.3
13
o

31
3.9
58
o

-36
-284

23

42

0.2
47

43

35
68
10
4.6

12.1

76
6.9
o

34

55

29
1.8
o
10

0.7

44
56
II
17

0

- 56
7.1
76
o

67
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2.2.1 SUBSITIOS DEL CENTRO ACTIVO

Durantela modificaciónquímica,la moléculade acarbosaprotegelos subsitiosS-2, S-l,

E S-1 ‘y S-2’, pero no el restode subsitios(de S-3 a S-5). En la regiónproximal al subsitio S-5,

denominadaporStrokopytovy cols. (1996)como subsitios5-6 y S-7,tienenlugar interacciones

I del sustrato(mediantepuentesde hidrógeno)con los gruposácidos del Glu147, Aspl49 y

Aspl7l. La elevadaaccesibilidadrelativade dichosresiduos(50, 49 y 122% respectivamente)

U probablementefavoreceríala modificacióncon carbodiimida,traduciéndoseen último término

en la desestabilizaciónde la formaciónde la ciclodextrina.En colaboracióncon el Dr. Carsten

Ande sen de la empresaNovo Nordisk, se han realizadoestudiosparalelosde mutagénesis

dirigida sobrelos residuosGlu147 y Aspl49 de la CGTasade Thermoanaerobactersp. 501,

corroborandonuestrahipótesissobreel importantepapelde dichosaminoácidosen la actividad

catalítica.Porotro lado, el Asp89 que sedisponeadyacentea la Lys47 (Wind y cols., 1 998a),

en el supuestocasode quesevieramodificado,podríainterrumpirla interacciónexistenteentre

la Lys47 y la glucopiranosaen S-3 lo que repercutiríaen una disminución de la actividadde

cíclaciony acoplamiento.

Asimismo,elAsp37l desempeñaunaimportantemisión, ya que estabilizajunto con laU Arg375, el residuode glucosaen 5-2 (Knegtely cols., 1996). Sin embargo,espoco probable

que esteresiduo haya sido modificado, ya que a pesarde su accesibilidadrelativa (34%),

¡ duranteel procesode modificaciónseve protegidopor lamoléculade acarbosa.

2.2.2REGION DE INFLUENCIA DEL EJE DE CICLACION

El Aspl97 poseeuna accesibilidadrelativa cercanaal 30%, y aunqueno es de los

residuosmás expuestos,convienedestacarsu importanciaen la actividadde la CGTasa.Este

I aminoacidoestásituadopróximo al eje de ciclación de la CGTasa,y una alteraciónen su

estructurapodríavariarlas interaccionesqueestablecela Phe196 con los sustratoslinearespara

I
formar productoscíclicos,o con las ciclodextrinasdurantela reacciónde acoplamiento.Esta

hipótesisse ve reforzadapor los trabajosde Wind y cols. (1998a),en los que el mutanteD197H

en la Tabium-CGTasapresentamenoresactividadesde ciclacióny acoplamientoque la enzima

¡ - nativa. Los variacionesproducidastras la modificación, entre el Aspl97 y la región de

influenciade la Phel96sedesconocen.Sehacenecesarioel estudiocristalográficodetalladode

- esta-zonaen presen9iade sustfatos-cíclicos parapodercomprenderen proflrndidadel papelque

• desempeñael Asp197 durañtelas reaccionesde formacióno degradaciónde ciclodextrinas.
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0W258

AS.’230

PIEI9B ASPS2S

ASP171 ASPJ97 ASP37I

\ GLUI47

ASPi 49

A3P89

Figura V.2. Aminoácidos carboxílicos más importantes en la actividad de la COTasa. En azul se

muestra la triada catalítica y el eje de ciclación, en rojo los residuos carboxilicos. Los Aspl49, Glu147 y
Aspl7l están situados en la región S-6/S-7. El Mp 197 está en la región de influencia de la Phel 96. El
Asp8S aparece en S-3. El Asp37l se sitúa en S-2 muy próximo a la tríada catalítica. Estructura
tridimensional procesada con el programa de simulación molecular WebLab ViewerLite 3.10 (MSI).

Por último, las diferenciasobservadasen las actividadesde las especiesmodificadas
con taurina,con ésteretílico de glicina o con éstermetílicode norleucinaderivande la propia
estructurade estosnucleófilos. En el casode la taurina,al conservarla carganegativatras la

modificaciónpodríaestablecercontactosalternativos(mediantepuentesde hidrógeno)a los que

presentabala enzimanativa, disminuyendoen partelos efectosperjudicialesde la modificación.

Con respectoa la modificación con glicina o norleucina,estaposibilidad se ve debilitada

debidoaque en amboscasossetransformala carganegativaen neutra,de ahísumayorpérdida

de actividady susimilarcomportamiento.
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En resumen,la modificación de los gruposácido de la CGTasaconduceaun descenso3 de actividad de ciclación y acoplamiento, y levemente de hidrólisis y transferencia.Sin

embargo,estasmodificacionesno afectande manerasignificativa al comportamientode la3 enzimaa tiemposlargos (y en particulara su selectividad),ya que aunqueempleamás tiempo

en alcanzarel equilibrio de reacción (debido a su menoractividad inicial), finalmente logra

I produccionesequivalentesa las de la enzimanativa (especialmenteen el caso de la variedad

modificadacon taurina).

2.3 MODIFICACION DE LA CYSDELA CGTasa

La CGTasade Thermoanaerobactersp. 501 posee un residuo de Cys en la posición585.

Debido a su localizacióncercanaa los sitios de unión de maltosa,y por serel único residuode

3 Cys en la enzima,se consideróinteresantemodificarloparaevaluarel papelde esteaminoácido

en las actividadesde la CGTasa.Sin embargo,trasnumerososintentoscon diferentesreactivos

U -comúnmenteutilizados en este tipo de modificaciones-,como son el disulfuro de 2,2’-

dipiridilo o el ácido5,5 ‘-ditiobis--(2-nitrobenzoico),no se consiguióaccederal residuode Cys.

m endo laenzimaacondicionesdesnaturalizantes(en presenciade SDS o urea)tampocoseU
logro la modificaciónquímica.Unaposibleexplicaciónde la ausenciade reactividades que la
CysS85 no fuera excesivamenteaccesiblea los agentesmodificantes.Efectivamente,si se

I analizala accesibilidadde esteresiduosecompruebaqueesO (ver AnexoII), lo que conducea

pensarqueseencuentraresguardadodel medio.
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3. INMOVILIZACION DE LA DEXTRANSACARÁSA

r ed La búsqueda de oligosacáridos de interés industrial sintetizados por la dextransacarasa,equiere como pasoprevio la inmovilización de la enzimaque facilite su recuperacióndel
o de reacción,la reutilizacióndel catalizadory, posiblemente,el aumentode suestabilidad

• m

operaciona.De entretodos los soportesempleadosen inmovilización de la dextransacarasa,se

E
escogieronla síliceporosay el alginatocálcico.El primerode ellospermiteunainmovilización

covalente de la enzima que en teoría podría conducir a un aumentode la estabilidaddel

catalizador(admitiendola formaciónde enlacesmultipuntualesentrela enzimay el soporte).

I Los trabajosanteriorescon estetipo de soportes(López y Monsan,1980; Monsany López,

1981a; Monsan y López, 1981b; Monsan y cols., 1987) no aportaban ningún dato de

E estabilidad,por lo que se consideróconvenienteinvestigarestepunto. En cuantoal alginato

cálcico, suponíaun adecudadosistemade inmovilización por atrapamiento,aprovechandola

estructuramacromoleculardel complejoenzima-dextrano.

3.1 INMOVILIZACION COVALENTE EN SILICE POROSA

El área específicasuperficial de la sílice y su diámetro de poro son parámetros¡ importantesen estetipo de inmovilizaciones.De hecho,mientrasqueparamuchasenzimaslas

E
condicionesóptimas de inmovilización suponenáreassuperficialesen tomo a 100 m2/g, la

dextransacarasaobtienetantomejor resultadocuantomenoresel áreasuperficialdel soporte(o

mayores su diámetrode poro). En efecto,cuandoseinmovilizó la enzimasobresoportescon

E áreasde 185 m2/g (150 A de diámetrode poro) el rendimientofue prácticamentela mitad del

obtenidoconsílice de 50 m2/g (600A de diámetrode poro).La explicaciónde esteresultadose

I puedeextraerde la estructuray del comportamientointrínsecode la enzima. En primerlugar,

el tamañomacromoleculardel complejodextrano-enzimainfluye sobremaneraen la unión de

E la enzimaa la sílice, quepenetrarácon mayordificultad en el porodel soportea medidaque el

diámetrode ésteseamás reducido.Además,una vez que la dextransacarasaes inmovilizada

E
sobresílice activada,su accióndentro de los porosgeneraun incrementode la viscosidaddel

- medio como consecuenciade la producciónde dextrano,lo que se traduceen limitaciones

difusionales.En estecaso el fenómenode transferenciade niasaestáen gran medidalimitado

¡ tanto parael sustrato-desdeel-mediodereaccióñhacialadextransacárasainmovilizada-,como

paralos productos-d&de el microentornode laenzimahacia la disolución de trabajo-.

3 Una vez~ establecidoslos rendimientosde la inmovilización en los diferentessoportes
U . silícéos,sedecidió trabajar con uñaprepáraciónde dextransacarása•sin dektranosy con él
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soportede menor área específica.La principal finalidad de la eliminación del dextranoes

facilitar el contactoentre la dextransacarasay el soporte ya que, como se ha descrito, el

complejo dextrano-enzimasufre seriosproblemasestéricosen su interaccióncon los grupos

activos del soporte.Además,los trabajosprevioscitadosen la literatura de eliminación de la

cubiertade dextranosserealizaroncon el objetode teneraccesoa determinadosresiduosde la

enzimaduranteexperimentosde modificación química(Funaney cols., 1993; Funaney cols.,
1995). Sin embargo,estetrabajo es el primeroen el que se hace uso de la dextransacarasa sin

dextranosparafacilitar su inmovilización covalentea un soporte.De hecho,las unionesque se

producenentre la enzimay la sílice activadacon glutaraldehídoinvolucran a los aminoácidos

de Lys de la enzima-74 residuos-(Douglasy cols., 1989)queen la dextransacarasanativa se

encuentranen sumayorparteocultospor el dextranoenvolvente,lo que dificulta estetipo de

inmovilización. Por lo tanto, la eliminaciónde la cubiertade dextranostiene unadoble ventaja:

facilitar el accesode la enzimaal interior del poro, y permitir un mayor númerode contactos

covalentescon el soporte.Estahipótesissevio confirmadaal lograrseun mayorrendimientode

inmovilización (22 vecessuperioral de la enzimanativa),lo que suponelos mejoresresultados

descritoshastael momentoen inmovilización de la dextransacarasasobresílice porosa.No

obstante,el valor absolutodel rendimiento (13%) se puedeconsiderarbajo, por lo que es

necesario profundizar más en las interaccionesdextransacarasa/sílice.

1. Dextransacarasa nativa 2. Dextransacarasa sin dextrano

N 2 U,

Ni]
E

• NR, NR,

NI U,

Dextrano

N

NR

Figura V.4~ Inmovilización covalente de la-dextransacarasa en sílice porosá: .1. Enzima con dextranos,

que originan un impedimento estérico en el acceso a los poros del soporte, y reducen el númeró de

contactos posibles entre las Lys de la enzima y la sílice. 2. Enzima sin dextranos. Se aumenta el
• rendimiento de la inmovilizacióti como conse¿uencia del incremento de interaecioneé y el menor

tamaño le la dextransacarasa. E:enzima:

Lisina

• NR:
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Respectoa la estabilidadde la enzimainmovilizada,se debendiscutir varios aspectos.

En primer lugar, la eliminación del dextrano de la dextransacarasadisminuye de manera

drásticala vida media. Se ha demostradoque la asociacióndel dextranoconfiere a la enzima

U propiedadesañadidasde estabilidady solubilidaden agua.Es más,dependiendodel contenido

relativode dextrano,las estabilidadesvaríanconsiderablemente.Por ejemplo,preparacionesde

Idextransacarasa
con un contenidoen dextranode 2 g/l tienenunavidamediaa 370C de 3 h. Con

1.5 g/l la vida media se reduce a 38 mm (Willemot, 1993). Por ello, la preparaciónde

Idextransacarasa

purificada da lugar a una pérdidaconsiderablede actividada partir de las 6 h

de incubación.En el trabajo de la presenteMemoria, cuandola dextransacarasa(tanto con

dextranocomo sin él) fue inmovilizada, su comportamientoen el medio de reaccióncambió

considerablemente.La enzima nativa inmovilizada sufrió una clara desestabilización(su

actividades nula a las 24 h). No obstante,se trata de los primerosresultadosde estabilidad

descritos en la literatura con este tipo de inmovilización. Parece claro que las pocas

interaccionesque se producenentre la dextransacarasay la sílice no confieren propiedades

añadidasde estabilidad-al menosen tampónacetato10 mM pH 5.4-, sino que repercutende

forma negativa sobre el comportamientode la enzima. Probablemente,la orientación del

Icomplejo

dextrano-enzimadurante la inmovilización no sea la más adecuada;además,la

limitación en el númerode contactosentrela enzimay el soportesuponeque,en la mayoríade

I os casos,la dextransacarasase unirá a éste únicamentepor las regionesdondela capa de

extranoseamás tenuey las Lys esténmás expuestas.Paracorroborardichas hipótesissería

adecuadorealizar experimentosde inmovilización en presenciade inhibidores análogos

Ireversibles,
queprotejanel centroactivo y evitenunaorientaciónincorrectadurantela unión a

la sílice.

cuantoa la preparaciónsin dextranos,presentarámuchosmás sitios de unión por lo

nteracciónentrela enzimay el soporteno serátan restringida.De ahí que se consigaU que la

stabílízarfinalmentela preparaciónsin dextranos,reteniendocerca del 20% de su actividad

U tras48 h de incubación(aunquelapérdidainicial de actividadesmásrápidaque lade la enzima

soluble). Estos resultados sugieren la posible existencia de varias poblaciones de

U extransacarasainmovilizada,con menoro mayornúmero de interaccionesenzima-soporte,y
quedanlugaracurvasbifásicasde estabilidad.
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3.2 INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTOEN ESFERAS

DE ALGINATO CÁLCICO

Con estetipo de inmovilización sehan conseguidorendimientosexcelentesa partir de

preparacionesde dextransacarasanativa (con dextranos).Precisamentese aprovechalapeculiar

conformación de la enzima para obtener elevados rendimientos de inmovilización.

Generalmenteuna preparaciónnativa de dextransacarasacontienemenosdel 3% de proteína

pura;el restoestaconstituidopor dextrano(en tomo al 70%), polietilenglicol (19%), acetato

sódico y agua.Este elevadocontenidode dextranoconfiere a la enzimaunascaracterísticas

especiales:los dextranosno puedendifundir a travésde la reddealginato,porello el complejo

dextrano-enzimaevita la salida de la dextransacarasa.Otra explicación alternativaa este

fenómeno sería la formación de agregadossupramolecularesentre varias moléculas de

dextransacarasay el dextrano(verFig. 1.17).

Comoresultadodel atrapamientoen alginato, la dextransacarasaesmuchomásestable

quela enzimanativa, o que las preparacionesinmovilizadasen sílice. La principal ventajaque

otorga esta inmovilización con respectoa la unión covalenteen sílice porosa,reside en la

ausenciade impedimentosestéricosdurantelos procesoscatalíticos.Mientrasque en la esfera

de alginato la dextransacarasaretenidaposeeabsolutalibertad de movimiento, y los sustratos

difundena travésde los porosdel gel con facilidad, la dextransacarasainmovilizadaen sílice

presenta una orientación determinada e invariable, que limita (especialmente en el caso de la

preparacióncon dextranos)suactividadcatalítica.

3.3 ESTUDIOS DE ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD EN

PRESENCIA DE DISOLVENTES ORGANICOS

Lautilización de disolventesorgánicosen reaccionesdesíntesiscatalizadaspor enzimas

producedosefectosprincipales:

-Los disolventes puedenincidir sobre la tasa hidrolasa/transferasade la enzima, al

disminuir la actividadde agua,variandola posiciónfinal de equilibrio de la reacción.

- . -Los disolventes,influyen en-lasolubiJida4de los diferentesproductosde la reacción,e
inclusoafectana las interacciones.enzima-sustrato,modificándosede estaformala selectividad.

de la reacción.Además,comó consecuenciade esasdiferenciasde solubilidad, se facilita la

recuperación de los productosy/o el biocatalizador.



139 TesisDoctoral. M. Alcalde

Los resultadosde estetrabajosobrela actividady estabilidadde la dextransacarasaen

I presenciade disolventesorgánicos,especialmenteen DM50, sonprometedores.

Si seanalizala actividaden la enzimanativa (ver Tabla IV.10), los mejoresresultados

U se obtuvieronen presenciade DM50, donde la actividadfue mantenidaen su mayor parte.

Respectoa las variedades inmovilizadas, también con DM50 se consiguieron buenos

I rendimientos.En el restode disolventes,las actividadesde las enzimasnativase inmovilizadas

fueron significativamentemásbajasquelas observadasen tampónacetato.

En cuantoa la estabilidaden disolventesorgánicos,la enzimanativa sufreuna rápidaU inactivacióntras 15 mm de incubación,sobretodo en presenciade DMF y DMA; sin embargo,

en DM50 (hastaconcentracionesdel 25%)la enzimaes bastanteestable.En esteintervalode

concentraciones,el DMSO establece interacciones con el complejo enzima-dextrano

(probablementea travésde la formación de puentesde hidrógenoentre la capade dextrano

I envolventey el disolventeorgánico).Se ha descritoel efectoestabilizadordel DMSO en otros

sistemasenzimáticos(como la a-quimotripsina)-en concentracionesalredededordel 20%

¡ (y/y)- (Moresoli y cols., 1992; Flaschely Ebmeier, 1998). Sin embargo,en DMSO 50% la

enzima disminuye rápidamentesu actividad residual. Las especiesinmovilizadas en sílice

I
tambiénmuestranuna tendenciasimilar. No obstante,la enzimasin dextranosen sílice, en

presenciade DMSO, es muchomásestableque la nativa en sílice, comoconsecuenciade su

I
comportamientodurantela inmovilización. A pesarde ello, su actividadresidualtras 6 h de

incubaciónseconsiderainsuficienteparatrabajaren reaccionescon aceptores.

Cuandola enzimaestáatrapadaen alginato,su actividadresidualvaríaen función del

I disolventeempleado.De hecho,la inmovilización en esferasde alginato mejorala estabilidad

en DMSO másque en cualquierotro disolventeorgánico,mostrandouna excelenteresistencia

bajoconcentracionesde hastael 50%. -U
En definitiva, el disolventepolarmásapropiadoparaladextransacarasaesel DMSO, lo

Mc
ual pareceestarrelacionadocon su valor de Log P (- 1.3), el másbajo de todos los disolventes

rgánicosempleados(Laaney cols., 1987).A concentracionesdel 25% (y/y), la enzimanativa

presentauna gran estabilidad(incluso ligeramentemás alta que en tampónacetato).Al 50%

(y/y), sin embargo,la estabilidades muy baja(perdiendola actividadcompletamentetras 6 h).

Porel contrario,la dextransacarasaen alginatoretieneel 40%de suactividadinicial en DMSO

al 50% (y/y) despúésde un día de incubación.En consecuencia,las mejorescondicionespara

— trabajariion la dextran~acarasaempresenciade DMSO son con la especieinmovilizada en

- - El siguientepasoseríaekpiorarIareacéiónde aceptoren estemedio paramejorarel¡
endimientoo variarla selectividad.
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4. ESTUDIO DE LA REACCION DE ACEPTOR DE LA

DEXTRANSACARASA

Los resultadosobtenidos en la reacción de aceptor con maltosa utilizando la

dextransacarasasoluble e inmovilizada en alginato,permitenextraerconclusionesrelevantes

del comportamientode estaenzima, al tiempo que abrennuevasvías para la obtención de

neosacáridosde potencial interés. Existen dos parámetros que deben analizarse para

comprender el comportamiento de la dextransacarasaen reacciones con aceptores: la

concentraciónde sustratosy la relaciónmolarde éstos.

Se decidió realizarun estudio completopartiendode una concentraciónconstantede

sacarosa(100 mM) y variandocon respectoa ésta la de maltosa.Convienerecordarque el

centro activo de la dextransacarasacontienedos sitios de unión de sacarosa,dos sitios de

polimerización de la cadenade dextranoy un sitio de unión de aceptor. Si se emplean

concentracionescercanasa 200 mM de sacarosa,seactivaun tercersitio de uniónde sacarosa

que únicamentetrabaja a elevadasconcentraciones,y que liga la sacarosapromoviendo

cambios alostéricosen el centro activo de la enzima. Dichos cambios afectan de manera

determinante a la actividad de la dextransacarasa(Tanriseven y Robyt, 1993). Con

concentracionesde sacarosainferioresa 100 mM, las produccionesson más limitadas (Su y

Robyt, 1993).
Por otro lado, con este tipo de sistemas, cuanto mayor sea la relación molar

maltosa/sacarosa,más cantidadde productode aceptorse obtieneendetrimentode la síntesis

de dextrano. Este comportamientose debe a razonesmeramentecompetitivas. Cuando la

sacarosa es el sustrato mayoritario de la reacción, sus sitios de unión son ocupados

continuamentedebido a la necesidadde suministrar glucosapara favorecer la síntesis de

dextrano.Sin embargo,cuandoel aceptor(en estecasola maltosa)estápresenteen la reacción

competirá con la síntesis de la cadena de dextrano, desviando moléculas de glucosa de uno de

los dos sitios de polimerizacióndel dextranohaciael sitio de unión de aceptory, en definitiva,

promoviendola síntesisde glucooligosacáridos(GOS).Porestemotivo, con relacionesmolares

6:1 de maltosa/sacarosa,seconsiguenelevadasproduccionesde panosa(35 g/l) en comparación

con lasobtenidasconunarelación1:5 (2.5 gIl).

No obstante,el empleode relacionesmolaresmaltosa/sacarosaelevadas,si bienpermite:

producir importantescantidadesde GOS, la variedadde éstos en la seriehomólogaes muy

limitada. Dehecho,con relaciones1:5 se puedenllegar a sintetizarGOS de hasta8 residuosde

glucópiranosa, mientrá~- que ‘con relacionés• & 1,. solan~ente se consiguen ~rados de

pohmerizacíónde 5. tú los casosintermedios(1:1, 2:1,. y .41) a medida[que aurnent&ia[
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U
relaciónmaltosa/sacarosa,disminuyeel gradode polimerización.Cuandola concentracióndel

primerproductode aceptor(en este casola panosa)sehacesuficientementealta (con respecto

al restode sustratosque compiten porel sitio de aceptor),podráactuara su vezcomo aceptor

paragenerarel siguienteproductode la serie.Porello, cuandosetrabajacon excesode sacarosa

frentea maltosa,seforman unagranvariedadde productosde aceptor.Sin embargo,cuandose

U empleanconcentracionesde maltosaelevadas,aunquese incrementala producciónde GOS

(medianteel desplazamientode la síntesisde dextrano),no sefavoreceel desarrollode la serie

homóloga.Deestamanera,y en función delproductoque sequieraobtener,se haráusode unas

elacionesu otras.La Fig. V.5 recogelos cromatogramasde producciónde GOS con diferentes

U
relacionesmaltosa/sacarosa.

En resumen,las concentracionesrelativas de los distintos productosde aceptor, así

como la cantidadde dextranoproducido,dependende la relación molar aceptor/sacarosay de

las concentraciones de aceptory sacarosa.Por otro lado, el empleo de la dextransacarasa

inmovilizadaen alginato presentanumerosasventajaspara estetipo de reacciones.En primer

U lugar, la reutilizaciónde la enzimaes un factor importante,ya que se ha comprobadoel

mantenimiento de la actividad de la dextransacarasaen alginato tras varios ciclos de

U producción.Respectoal cursode la reacción,sehan apreciadocomportamientosequivalentes

tanto de la enzima nativa como de la inmovilizada, pero con pequeñasdiferencias.Con la

reparación en alginato se observa una mayor producción de GOS de alto grado deU polimerizaciónconrespectoa la enzimanativa.Como sedescribióen el capítulode Resultados,

con relacionesmolaresmaltosa/sacarosa1:5, la dextransacarasainmovilizada prácticamente

dobla su producciónde G5, G6, G7 y GB con respectoa la nativa. La principal causade este

comportamientopodríaestar relacionadacon las estabilidadesrelativasde la enzimanativa e

I inmovilizada. Mientras que la variedadinmovilizadaretieneel 100% de suactividadtras 24 h

de incubacion,la enzimanativasolo conservaalrededordel 60%en el mismotiempo.Dadoque

U la formación de G5 a GB seproduceen las últimasetapasde la reacción(cuandolos GOS de

alto peso molecular alcanzanuna concentraciónsuficiente como para poder actuar como

aceptores),enestafase la enzimanativaserámenosactivaquela variedadinmovilizada.u La reacciónde aceptorempleandola dextransacarasade Leuconostocmesenteroides
NRRL-B5 1 2F inmovilizada en esferasde alginato es un método prometedory versátil, que

U . permite de una man-era sencilla la obtención de azúcaresque pueden tener inmediatas

aplicaciones. El siguiente páso• será . diseñar reactores continuos• de lecho fijo - con - la
dextransacarasainmovilizada,paraaplicarlosa reaccionescondiversosaceptores.
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Figura V.B. Análisis de HPLCde la reacción de la dextransacarasa con maltosa como aceptor,
empleando diferentes relaciones maltosa/sacarosa A medida que se baja la doncentración de

maltosa, aumenta el grado de polimerización, pero disminuye la cantidad de productos sintetizados.
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CONCLUSIONES

Las principalesconclusionesque sedesprendendel trabajopresentadoen estaMemoria

son las siguientes:

1) La purificación de la CGTasade Thermoanaerobactersp. 501 es preferibleque se

realice congelesde Sepharosaactivadoscon a-ciclodextrina.

2) La CGTasade Thermoanaerobactersp. 501 presentala actividadhidrolitica másalta

descritahastael momentoparacualquierCGTasa.

3) La modificaciónquímicade los residuosde Lys de la CGTasacon anhídridoacético

produceun desplazamientode su actividadglicosiltransferasahaciasu actividada-amilasa.El

análisisestructuraly los cálculosde accesibilidadpermitensugerirlas Lys47 y Lys233 como

responsablesdedichoefecto.

4) El descensoen las actividadesde ciclación, acoplamiento(y en menor medida

hidrólisis y transferencia)tras la modificación química de los residuoscarboxílicos de la

COTasaindica el importantepapel de dichos grupos,especialmentelos que circundana la

triadacatalítica.

5) La selectividad ct:j3:’y-ciclodextrina de la CGTasa no seve apenasafectadapor la

modificaciónquímicade susgrupospolareso la variacióndel pH del medio de reacción,lo que

pareceindicar que se trata de una selectividad intrínseca,dependientedel microorganismo

productordela enzima,y sobrela que esdificil actuar.

6) La eliminación de la cubierta de dextranode la dextransacarasade Leuconostoc

mesenteroidesNRRL-BS12F facilita la inmovilización covalentede la enzimasobresoportes

de sílice porosa,mejorando22 vecesel rendimientoobtenidocon la enzimanativa.

• 7) El atrapamientode la dextransacarasaen esferasde alginatocálcicoesel sistemade

inmovilización más adecuadopara estetipo de enzimas,obteniéndoseresultadosóptimosen

cuanto al rendin~ientode iniriovilizació& la estábilidadoberacionaly la reutilización del

biocatalizador.
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8) El disolvente polar más apropiadopara la dextransacarasaes el dimetilsulfóxido

(DM50), siendo preferible trabajar con la enzima inmovilizada en alginato.

¡ 9) La reaccióncon maltosacomo aceptorde la dextransacarasaestámoduladapor la

relación molar aceptor/sacarosay la concentraciónde éstosen el medio de reacción.Cuanto

U mayor es la relación maltosa/sacarosa,mayor es la producciónglucooligosacáridos(GOS) en

perjuicio de la síntesisde dextrano,y menortamañotiene la seriehomóloga.Sin embargo,con

pequeñasaumentala serie homóloga, pero se reducela cantidadglobal de GOS

u
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ANEXO 1

Programade trabajoFPLC desarrolladoparalapurificación de la CGTasaen la matriz AFFI-T.

Tiempo Instrucción Comentario
(mm>

0.00 VALVE. POS 1.2 El tampónsulfatoamónicoentraen la columna.

0.00 CONC%B O BombaA: 1.5 M (NH42504,pH 7.0.
0.00 ML/MIN O Cargado de la muestra con la bomba peristáltica auxiliar.

0.00 PORT.SET 6.1 Puestaen marchadelcolector(parteno retenida)

50.00 ML/MIN O Finalizadoel cargadode lapreparaciónenzimática.

50.00 ML/MIN 1 Flujo detrabajo.

75.00 PORT.SET 6.0 Paradadel colector.

120.0 CONC%B O Parada de la bomba A.

120.0 CONC%B 100 Bomba8: tampónborato 10 mM pH 7.0.

120.0 PORT.SET 6.1 Puestaen marchadel colector(residuo)

170.0 CONC%B 100 Paradade labomba8.

170.0 PORT.SET 6.0 Paradadel colector.

170.0 VALVEPOS 1.3 CambiartampóndebombaA por borato:ísopropanol1:1

170.0 WASH A.B 1.0 LavarbombaA connuevotampónborato:isopropanol1:1

170.0 VALVEPOS 1.2 El tampónentraen la columna.

170.0 CONC%B O BombaA: tampónborato: isopropanol1:1

170.0 ML/MIN 1 Flujo de trabajo.

170.0 PORT.SET 6.1 Puestaen marchadel colector(CGTasapurificada)

230.0 PORT.SET 6.0 Parada del colector.

230.0 CONC%B O Paradade la bombaA.

END
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U
Programade trabajo FPLC desarrolladopara la purificaciónde la CGTasaen la matriz de

Sepliarosaactivadacon cx-ciclodextrina.

Tiempo Instueción Comentario

(miii>

0.00 VALVE. POS 1.2 El tampón entra en la columna.

0.00 CONC%B O BombaA: tampón acetato 10 mMpH 5.5

0.00 ML/MIN O Cargadode la muestraconbombaperistáltica.

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 Paradadel colector.
140.0 CONC%B 0 Paradade la bombaA.
140.0 CONC%B 100 BombaB: tampónacetato10 mM pH 5.5 con 1% de ct-CD

140.0 PORT.SET 6.1 Puestaen marchadel colector(CGTasapurificada).

180.0 PORT.SET 6.0 Paradadel colector.

240.0 CONC%B 100 Parada de la bomba B.

END

162



A
nexoJI

A
N

E
X

O
II

Accesibilidadesde
los

residuos
de

la
CGTasa

de
Thermoanerobactersp.

501.
calculadas

empleandoelprogramaNACCESS

“
o

c
r-

~
‘.o

<
-n

o
c

n
c
.]Q

N
fl

N

~
0

0
N

N
0

‘fl
Q

N
O

~
r

1~—
—

c
ie

n
‘o

•
0

rn
~

~
Z

c
ic

n
tn

0
0

~
—

0
c
i

,~
c
i

—
C

flV
~

0
0

0
0

0
C

i
0

C
n

O
r~

—

~
2

~
2

~
o

~
2~

oo
~

o
~

o

o
o

o
o

—
r-

~
‘o

—
so

r-~
8

~
o

o
c
n

~
QN

O

u

0
0

‘~
“~

~
~

.0
0

0
0

~
0

0
0

0
0

c
i

c
i

.0
0

0
4

0
Ñ

0
C

i’o

C
i~

’~
Q

N
‘¼

n
0

0
~O

0
0

hn
0

0

~
o

o
q

~
0

~
o

0
0

0
0

9
~

0
0

0
Q

N
•
0

0
0

q
0

0
0

‘o
‘o

—
—

—
—

en
0

0
‘0

0
—

ci

u

r-
~

.
~

~
~

.0
0

‘0
0

c
i

o
¿

~
0

0
o

g
flr-~

~
,“‘~

00
~

flC
’IC

i
C

i~
’0

en
~

r-
C

V
—

e
n

r-r-
~

oc
—

~
O

0~
.

‘0
~

‘C
i

‘~
Ñ

.0
0

t0
9

e
fl0

5
0

.0
0

0
c
i

.
o

c
—

o
—

o
’

‘C
C

,—

u
E-,

.1

‘4

rw
to

c
“V

~
o

o
c
i

C
i

Ú
4

c
i

~
~

r-
~

—
8

8
r-

—
c
ir-

—
—

e
n

O
O

O
N

r-c
ie

n
0

r—
o

o
’t’~

0
0

<
~

-
.

.
‘0

0
‘0

O
C

iC
O

‘~
~

C
O

—
c
M

o
o

c
~

ir-
e

n
N

r-

C
io

c
’o

r-r-Q
N

~
o

c
.~

Q
N

~
O

r-
r-

‘n
r-

0
r-Q

N
O

’
‘t~

’W
~

<
t-o

c
i

.-<
N

en
tic

5
0

t-
~

2
‘

~
en

y
‘¿1

‘0
1

>
0

0
Q

N
O

—
C

ie
n

—
c
i

c
i

-c
i

C
i

-
Q

N 163

ic
~O

r-
0

0
Q

N
O

rl
‘rIN

en



T
e

sisD
octoral.

A
if

A
lca

ld
e

‘n
C

i’n
.2

o
~

~
~

~
o

o
o

o
o

o
oc’C

i
c
i0

o
’.0

0
0

e
n

o
ci

en
s
ti~

—
~

o~
tenZ

ci~
~

yyy
—

—
y

y

~
~

~
o

’o
cso

Ci
en

.
.

‘
.c

o
o

o
o

o
q

Q
N

.o
~

o
a

a
~

R
a

’n
~

C
ie

n
,’n

~
y
0

r-
0

0
0

0
—

—

t~

,~
~

u

o
’

~

0
0

0
~

~
ó

—
C

iO
~

‘~
—

4
8

8
~

O
~

~
0

0
C

ir
-
4

ó
o

c
y

—
—

~
-ocoo~

an~
o

c

~
~

r
-
~

8
c
1

4
8

0
‘fi

~
V

N
C

i
t—

c
i

—
e

n
Q

N
—

Ú
—

’t5
0

’flo
c

c
i~

c
i

u

r-O
N

Q
N

‘9
0<?

—
‘fi

—
o

c
s
o

—
—

‘0
g

~
y

o
0

o
’n

o
~

~
0

c
i~

¿
d

0
r-

•C
i.o

O
o

0
0

e
~

0
0

0
Ñ

Ñ
O

en
c
i

en
e

n
s
o

N
y

s
o

c
i

y
~

~
~

::~
~

‘0
0

«
>

Á
flO

Q
1

o
’0

‘
r-

tn
o

c
ocso

—
—

0
,5

0
e

n
—

~

~
-a

n
y
’O

y
y
’n

y
0

0
o

’
00

~
Q

N
~

~0C
i—

en
‘n

4
’N

Q
N

O
O

r-’n
’n

0
0

e
n

~
’n

o
c
’n

—
‘n

o
,

r-e
n

c
iic

e
n

r-r-0
’n

~
’o

n
o

c
o

o
o

0
6

0
’’

~
c
io

,¿
4

Q
N

e
n

~
~

r-c
io

’o
¿

c
is

o
r-’o

0
¿

s
o

0
‘flC

i
s
o

e
n

c
i—

c
i

‘O
V

e
n

’0
—

C
i

—
c
c
i

—

u~
1E

.4‘4

Q
N

C
i

en
0

0
C

i
r-

~
o’~

O
N

‘fi
Q

N
o

c
y
’r-’n

O
N

Q
¿

C
i~

o
c
-

-

‘0
h

<
flO

¼
~

e
n

C
ie

n
r-

8
y
a

e
n

4
8

y
c
i~

c
i-’~

en

oc
t—

o
’

o
’Q

N
e

n
Q

N
s
o

r-0
0

Ú
~

en
~

‘n
c
o

e
n

o
c
s
o

~
y
’o

~
c
i

~
8r¿

cioenoa
—

C
i

,ic
Q

N
Q

N
0

0
5

0
,.4

c
i~

c
i

—
C

i
~-‘

~
Q

N

O
d

«
e

n
~

d

c
i

—
~ci~’n
m

c
i

O
0

O
ó

Ñ
~

¿
ó

‘o

164

~cieny’n’or-ocoN
0—

cien
y

‘fi
‘0

r-0
0

Q
N

O
—

C
ie

n
Ú

’n
’0

r-O
O

Q
N

O
—

.
«1

en
en

en
en

en
en

e#~
en

y
y

y
y
n

y
y

y
y
y

‘c
n

‘~
‘~

V
b

‘tb
’fl

‘n
y
’>

y’>
‘O

s
o



A
n

e
x
o

JI
165

~

tc
ie

n
e

n
o

c
oc

~
‘o

’n
c
i

oc
en

t
e

n
’9

—
en

‘
.

‘4
‘0

0
0

‘0
.0

‘O
’o

~
‘0

0
0

r-r-o
c
—

‘o
0

O
O

O
e

n
c
i

r-’Ú
~

c
io

c
c
i’o

~
~

oc
00Q

N
,—

<.--~
—

so
o

c
c
iy

o
c
e

n
~

y
s
n

~
~

~
o

’

ó
ó

~
o

9
a

o
9

r
n

0
tO

t0
2

~
~

e
r
r
!é

~
,~

~
e

n
e

n
-”

—
C

itO
0

0
0

0
en

c
i—

~~

--
t~

~
o

o
’O

0
r
-
c
~

0
~

%
0

V
’>

—
t’~

’~
‘9

\R
C

Ic
i’9

C
i’o

.’t’n
0

0

s
~

o
’O

’n
~

4
C

iO
0

¿
—

—
e

n
s
o

o
c
~

r
-

C
ir~

o
~

r-
y
’>

.0
0

.
r

~>~~soS
flc¿

~8Z
~

e
—

o
’8

r

t

te
n

r-
c
ie

n
c
o

‘o
o

’
‘o

o
c

o
’>

e
n

o
ic

o
o

’
s
o

c
i

C
ia

r-0
0

—

—
4~~tci

~

‘o
’9

C
1

c
i~

O
~

-4
~

<
?

c
iV

’>
0

0
o

o
~

’O
0

~
o

c
8

’o
0

~
2

0y

~
~O

t’-~”r-
ú

g
2

o
c
r-

00
.

.0
C

~
‘~

r-’o
~~‘oC

flC
iod

e
n

~
o

Z
~‘

c
i

c
i

n
y

c
i¿

8
~

~
c
i~

>
c
i

u

EzE

O
t—

e
n

.
e

n
c
i

o
c
0

0
r-

~
A

~
d

4
0

rr~
4

0
~

Ñ
r-

e
n

y
c
i

—

-4
‘Ú

O
O

Q
N

o
’

..-.‘fl
.e

n
5

0

o
’

en
~00~
‘C

i

‘o

c
i0

0
~

qoce-~
o’jM

m
.so~

’o
.~

e
n

C
a

e
n

.
~

‘‘o
0

0
0

4
8

te
n

’o
~

¿
o

c
Q

N
o

’O
~

0
0

C
e-—

—
e

n
c
ie

n
—

,r-c
is

o

tQ
N

C
i

0
0

y
e

n
o

—
0

—
.‘O

c
it

r-o
o

’8
d

r-
~

-i
•r-

~‘>50
g~

~
g

r-
9

en
en

.c
i’¿

C
ia

n

r-

c
i

oc‘o

so
r-

oc
O

’>
O

—
C

i
en

y
anso

t-
oc

o
’

o
—

c
i

en
y

‘n
‘o

e—
oc

o
’

0
—

c
i

en
so

’~
so

so
e--

e--
e--

e--
e--

e--.
e--

e--
e--

e--
00

oc
0

0
oc

oc
oc

00
0

0
0

0
0

0
0’>

O
v
o

’
o

’

>
-4

-<

4
<

4
c.~.

•<
u

4



T
esisD

octoral?
É

lA
lca

ld
e

‘0
r-C

i
e

n
—

e
n

e
n

Ú
—

O
’>

C
ir-

a
ra

n
o

’
~

0
.

‘0
.

‘0
0

0
0

0
.0

0
6

0
,4

e
n

.
.

.
‘C

ic
o

.
.0

0

‘o
c
-

o
e

n
O

0
—

,‘>
e

n
e

n
y
q

’>
‘o

—

Q
N

O
’>

’O
o

’y
’>

’o
t

‘O
C

ir-o
c
r-c

-c
i’o

y
o

c
‘0

~
?

C
i.o

q
0

.o
o

c
0

o
o

o
o

o
o

1
o

o
c
0

e
n

9
o

c
c
v
’>

c
r
o

0
t’n

o
o

r
.~

O
~

0
0

0
0

~
O

C
iO

C
iO

‘o

—
—

e
n

—
o

’o
c
0

<
?

ú
‘fle

n
~

O
e

n
’o

C
%

c
ie

n
c
i’4

Ú
‘o

ó
V

O
O

’’.
‘‘

y
‘e

n
’o

¿
~

¿
~

r—
r-o

c
o

c
iS

o
r-ú

—
—

—
e

n
~

e
n

r-e
n

‘o
oc

c
i

t—
‘fie

n
‘o

C
ie

n
e

r’n
’n

e
n

‘o
’o

o
’’n

fle
n

~
o

’
y
e

n
o’>

en
o

’;

4
4

ó
0

6
c
i8

n
1

ó
O

e
n

’o
o

4
~

~
‘‘‘0

’
0

~o’o
—

y
r-—

a
n

c
i~

~
’o

’O
~

~F
Z

~E
—

y

~U
E

-~

u

u

o
’

0
8

0
0

—
•
‘n

0
r
-
0

0
5

0
’o

c
io

c
r-e

n
‘o

‘fi
—

e
n

‘O
O

O
O

e
n

’0
c
i’O

o
i’>

¿
0

0
0

e
n

—
—

‘O
e

n
ó

0
~

~
g

~
.

‘O
‘O

r-O
’>

0
0

‘O
’O

e
n

‘O
~

..4
—

e
n

’O
Q

N
r
-
c
i

tc
i

r-—
o

c
o

c
—

—
0

0
0

~
o

’Q
a

o
ú

r
—

0
o

c
0

0

0
<

?
e

n

0
9

~
.

~
O

O
O

O
-
o

‘o
‘

o
’

0
0

Ñ
e

n
te

O
Q

N
‘n

t
y
o

’
y

—
y
—

—
C

ie
n

s
O

’o

>4
—

o
’e

n
’o

t—
-o

c
~

0
0

0
0

y
’n

Q
N

~
0

0
c
iy

o
’

‘-D
o

c
‘1~

8
‘0

0
—

‘‘r—
r 4

4
¿

0
q

4
0

r-4
•~

c
~

—
e

n
—

y
s
o

o
—

c
i

ú
~

O
’o

s
o

e
n

r-—
y
e

n
oc

8
0

0
0

,4
en

‘fi

r-c
i

‘o
’O

e
n

o
’~

’o
’o

c
i

~
~

o’’o’oeneno’t’o
to

’.o
o

.r-y
o

.‘o
r—

—
0

.
.0

5
0

0
=

9
c
io

r-
~

‘—
~

o
’

—
~

5
0

0
‘‘—

a
00

e
n

e
n

e
n

O
’O

O
o

o
—

e
n

0
~

0
C

i~
’O

~
’n

g
~

—
o

’
‘o

~
r~

—
E

-
—

o
’’o

’o
ú

‘o
C

ie
n

—
‘O

r-
t’O

r-o
’r—

’9
o

’
E

--e
n

~
—

ó
8

4
’o

8
Q

N
d

~
’o

r-C
ite

fl
8

4
’o

’O
~

o
0

~
0

‘o
.:

—
—

e
n

—
y
—

y
e

n
‘o

‘o
‘n

‘o
‘o

‘C
C

,

‘O
’O

Q
N

’0
5

0
~

o
’r~

~
’o

’n
e

n
t’O

c
i~

—
c
i

~
C

icM
o

c
r—

o
’~

’>
o

’r
o

’C
iO

N
—

e
n

0
e

n
r~

~
3

?
a

ú
e

n
~

’o
’9

r
o

’-
9

y
q

.e
n

e
n

~
~

o
~

’O
O

Q
.:c

io
’o

o
0

’n
t—

—
,4

0
r-4

e
n

e
n

C
io

’Q
N

o
—

y
e

n
r-—

‘O
C

i
ic

V
r-e

n
~

r-
o

’’O

-~tE

~
S

ri
env’rg’O

sóc
O’>O

—
cien

tic
‘O

E--oc
QN

0—
cien

y
~

C
iC

iciC
ici

O’>
O’>

O’>O’>

——
Z

O
<

~

166



167
A

n
e

x
o

JI

.

.~5

r-0
o

’.o
’.~

. 0
0

.0
0

0
0

0
0

e
n

r-~
Ú

e
n

0
0

0
C

i0
0

0
.C

i.0
’n

.c
i.«

?
0

0
~

0
0

0
0

C
i

e
n

’o
‘n

y
y

~N
r-

0
0

~
e

n
Q

N
—

r-
y
~

oc
~

00r
C

i0
y

.0
’o

o
o

o
o

o
o

—
C

io
—

—
o

o
o

’o
o

‘
‘0

0
6

’o
0

0
6

0
0

8
r-~

o
c
’n

0
0

0
0

oc
—

C
i

<
?

C
M

O
~

o
’o

c
—

—
s
o

y
e

n
‘n

~
q

’O
’n

0
0

’O
’0

.o
’•0

0
y
y

“s
a

-.
Ñ

O
Ñ

r-o
r-Ó

4
0

0
0

e
tS

8
8

0
.~

8
0

0
k
k
~

5
L

C
C

i
‘O

C
’>

~
r—

’o
O

’c
i~

.,
~

Ñ
0

~
e

n
o

’e
n

4
c
i

c
A

8
0

‘0
~

‘0
0

r2
C

i
~

‘o
‘o

QN
5

5
u

c
i

c
i

—
‘9

C
~

~
~.

r-—
~<?—

0
0

.e
n

e
n

c
i

~
~

en
‘fi

~
en

—

S
C

,
~

5
0

en
e

n
a

fl
O

’e
n

r-
y

Q
N

O
O

o
’

‘O
‘O

Q
N

’O
.0

e
n

y
o

’
‘n

c
c

C
’~

—
en

—
r-’n

’O
‘O

’O
—

-
c
ir’-

e
n

e
n

C
i

e
n

—
u-
fl~

~
ocen~

—
O

’>

0
0

r-~
o

’c
i

-t’9

0
0

a
n

c
iy

’9
C

M
’n

’9
~

.o
c
c
i.&

o

•
0

o
’r-o

’0
8

.0
0

0
0

C
o

8
0

0
Ñ

8
~

~
’n

~
~

Ñ
R

8‘n
y

‘o
‘O

C
i

C
i

~~~~r—
’ny

Q
N

o
’~

’o
i~

~
o

c
.o

o
e

n
.o

o
Q

N
.td

r
0

0
0

8
0

o
‘‘¿

¿
8

8
0

6
Q

N
’n

e
n

C
i 0

c
ic

i’O
c
i’O

s
~

-~
Q

N
0

C
C

C
,

u•
EtE5

6

y
Q

N
o

c
r-e

--r-~
S

O
O

~‘>
oc

8
4

—
C

ir-e
n

V

‘n
oc

0
0

.0
‘9

o
c
~

o
~

o
’~

~
C

i
‘Ú

c
ir-0

0
4

Ñ
c
i

‘o
oc

‘O
QN

e
n

—
5

0
—

e
n

0
0

0
‘

‘
‘0

‘
‘0

c
ic

o
—

0

0
0

0
~

~
0

‘9
V

’>

—
o

c
i~

r-:r:e
n

.O
~

0
0

.o
’.0

0
.rn

—
—

r—
0

0
0

Q
N

O
ri

06
Q

N
en

‘o
00

e
n

—
‘o

en
E-’—

—

o
’—

s
C

iC
io

’’o

~0
‘o

cr-

‘n
s
o

r-
c
c
o

’>
t

—
c
ie

n
y

y’>
‘O

e
--O

O
Q

N
O

—
C

ie
n

y
‘o

’O
r-

o
cQ

N
O

—
c
ie

n
y
’o

c
i

r4
C

’w
N

.e
n

e
n

e
f-I(n

e
n

e
n

e
n

e
n

e
n

e
n

y
y

y
y

y
y
y

y
y

y
y’>

‘fi
‘n

ic
a

n
‘o

-
—

—
—

—
—

—
—

—
—

-
,-,4

~
~

4
4

u
’>



T
esisD

octoral?
M

A
lca

ld
e

o
~

‘>
0~

~
O

ic
~

0
~

~
0

c
i’n

y
—

en
~

o
c
r-5

0
~

e
n

~
~

~
-—

~
r-’n

—
r—

—
~

C
S

~
o

e
n

.o
o

—
.

.rn
o

’A
<

?
o

r-0
’n

.
..0

c
-—

0
.ú

r-.t 0
9

o
’.9

o
’

o
c
-i2

g
~

0
g

~
8

r-
~

.4
fl6

0
0

~
Z

~
g

~
~

0
6

~
“

r-c
ie

n
,..4

C
i

~
oc

‘O
C

i
—

‘n
o

c
‘o

’r—
O

~
0

0
~

’9
t~

~
—

e
n

.e
n

0
t-—

8
o

c
e

n
s
O

e
n

o
c
’o

e
n

C
i

‘‘o
’’

8
4

Ñ
8

~
A

0
‘o

c
e

n
0

0
’n

en
—

‘O
o

c
y
—

’n
~

‘O
C

i’O
00E

-~
E

-~
0

0
c
i

~

en
y
’flQ

N
~

c
iC

iC
ir-~

’o
r-0

0
t—

o
c

s
c
c
i’o

—
~

y~
ic00ten50C

i
~

.c
i

. 0
s
”’.’9

.c
io

c
o

c
~

e
n

Ú
.5

0
0

0
5

0
0

0
0

0
c
i

.c
i’n

y
c
iy

o
’o

‘n
8

0
0

5
Ú

0
6

’O
-~

o
’¿

S
’¿

Ñ
’O

8
c
ic

-i~
0

6
4

o
o

c
o

c
e

n
’o

r-
e

n
Ú

e
--c

i,.’O
—

—
en

0
0

r—
C

iC
i

t
e

n
—

0
0

~
’o

e
n

u
u

u
oc

—
c
a

QN
C

i
o

’
C

i
0

’>
¿

0
~

r4
4

j0
0

0
0

0
0

.o
tC

iÑ
e

n
o

Ñ
o

.
.~

0
0

0
~

j0
Ñ

0
y

‘n
c
c

r-
~r—

~
‘n

‘~
m

r-
ci

‘n
e

n
r-’O

—
o

’t-—
e

n
ci

‘o
C

i
t—

e
--

c
1

0
0

’O
e

n
0

.0
’O

Q
N

e
n

0
0

0
’o

0
Q

N
c
’>

~
~

’4
0

0
6

0
e

n
—

o
~

d
.4

a
o

’
0

0
0

0
0

0
0

r—
—

’o
g~

Ñ
8

c
i

an
—

e
n

’n
Ú

’O
u

C
i

~
‘n

~
o

’
0

0
5

0
t

—
—

t~
o

’V
’>

Ú
t~

tL
fl

o
c

~
,~‘>

o
c

‘o
oc

O
c
i8

e
n

o
c
’o

e
n

O
O

’n
e

n
C

i
‘‘o

c
‘o

c
’o

O
e

n
o

’y
~

~
t’O

oct~
’oen

t 0
0

r-o
c
r.

e
n

~
Q

N
c
ir

en
Ú

~
c
ir-0

0
~

Ú
N

—
o

.C
i

.0
0

..
0

.c
it 0

~
y
’O

.’o
o

y
‘

.
.

r-0
o

c
0

6
0

0
5

t0
6

’¿
‘0

‘t~
.4

¿
~

-”O
O

O
~

0
—

o
c

~
‘

‘o
5

0
—

—
o

c
e

n
ú

y
y

en
-—

C
iC

i

Q
N

”~
~

~
o

’
Q

N
C

iO
o

c
ir-~

r-y
’o

—
Q

N
’n

o
’

O
O

0
0

Q
N

r-
~

~
en

—
e

n
‘o

’O
Ú

c
i

,
C

’i-~
0

0
0

0
5

0
—

e
n

e
n

a
n

a
n

r-e
n

r-e
n

~
C

i
.‘O

.
.

.
o

c
0

0
t—

C
iQ

N
r-e

n
.e

n
Q

N
Q

N
4

‘
—

~
~

‘o
r-te

n

-.
~

r-rn
y

E
-

t
‘O

r-’0
0

O
’>

O
—

C
i

e
--c

c
Q

N
O

—
C

ie
n

Ú
ic

’o
e

--o
c
&

O
--C

ie
n

Ú
’n

5
0

s
o

s
o

s
o

t2
-~

~2
‘C

>
O

.’O
50

r-r-
e--

t—
e--

t—
e--

oc
oc

0
0

0
0

oc
0

0
0

0
r’~

—
—

—
—

—
.

—
k

-•

~
.,

.~
-

168



A
n

e
x
oJI

169

~

r-o
’

‘o
~

‘-o
~

r—
’O

c
ir-

o
c
—

’0
r-’n

0
0

0
0

,->
o

c
‘n

’9
~o

8
r-o

o
8

~4 0Ñ
80~88en4

o
—

c
io

—
’n

‘O
Q

N
‘O

’n
5

0
C

i’Ú
~

o
c
—

‘O
r-t—

5
0

Ú
o

’
.‘-4

5
0

Q
N

c
i

en
‘‘e

n
’

O
’>

’n
0

0
C

i0
O

C
i

.‘n
O

o
o

O
o

’o
’o

O
O

’>
O

o
o

C
i5

0
o

o
c
o

o
C

i
5

0
0

0
C

i0
0

0
0

O
8

0
6

8
’n

c
i

C
iO

O
S

O
O

uu

—
C

i~
O

’>
C

i~
=

e
n

r-~
r-r-e

n
e

n
r
-
.r

-
’o

r
~

4
’o

‘
‘

‘‘c
i’’

‘
‘

~o
e

n
’0

C
i

‘o
O

O
.

e
n

e
n

c
i

e
n

~
e

n
~

o
c
O

’<
c
i

r-
—

E
-—

Q
N

~
5

tx
tt

~
o

tO
’

n
o

c
e

n
e

A
Ñ

v
i~

o
¿

Ñ
~

~
o

c
i

~—
—

~
O

’o

e--
y

00oc
‘o

~
—

-t
‘¿

‘
•0

0
QN

r-
Z

$
~

0
flÑ

O
O

8
0

6
0

0
~

4
‘‘‘~

~
~

O
’~

0r-00
‘‘O

—
t—

en
—

r-
en

Ci

QNO’>~
~

ci
‘o

—
oc

—
‘o

’n
e

n
~

y
o’>S

~
t

Q
N

—
oc00o’

.
~

oa
‘c

o
to

~
—

50.
.

.0Q
N

~
oo

~
r-00

‘fi
~

C
e-¿4’-Q

enen
~

C
i

u‘
‘O

r-~
O

~
r-r-~

—
~

’o
~

8
~

-.~
~

,—
~

~
N

‘n
~

~
y’o

e
n

cio
co

’ciQ
N

~
.Ú

e
n

o’occi~
’nen

~
00~

Ci
—

‘o
y
r

‘
~

‘
‘0.t0’-o’n.—

0
‘

‘0
r’%

~N~’4
‘ne

.....
‘‘Q

N
r-

.e
n

~
~

O’>QN
000

~
en

0
e

n
C

itr-0
c
io

’e
n

~
o

O
e

n
e

n
~

e
n

C
i

—
en

en

C
C

C
,

u

EtEzy1

en
y
’o

’o
r-r-~

t~
’O

c
ir-

e
n

’n
o

i’¿
’c

ic
i’¿

•~
0

o
c
o

o

e--
oc

O
’>

O
-~

C
i

en
y

‘o
s
o

e--
oc

o
’

O
—

c
i

oo
ca

oc
o’>

o
’

o
’

o’>
o’>

o’>
O’>

O’>
o

’o
’

o
c

o
C

i
C

i
C

i fl~
-4

O
’>

’O
e

n
r-.r-

O
e-—

‘¿
e

n
o

s
o

¿
e

r
~

rr

e
n

.y
0

0
C

iN

ts
r-

o
c
i’9

0
0

—
O

0
.4

o
.:

e
n

y

e
n

y
c
l

O
O

Q
N

‘o

‘o
‘O

e--
oc

QN
o

—
tN

en
y

‘n
5

0
e—

0
0

0
0

0
r-t

C
i

Cl
C

i
C

i
C

i
C

i
C

i
C

i
C

i
C

i
rl

C
i

C
i



TesisD
octoral?

M
A

lcalde

y
o

c
~

~
Q

N
O

’>
e

n
’o

e
n

’o
c
ia

’0
0

0
0

0
c
ia

’>
0

‘o
r-~

Ñ
0

0
0

0
0

0
0

0
C

fl.’”8
~

0
¿

y
oc

y
~

t-—
5

0
—

~
‘n’n’nO

’ten
QN

S
O

o
’

C
,~

~
’

~y
Q

N
r-

N
0

e
n

e
n

0
0

t0
rn

r-0
c
i<

fl
r-—

N
0

,..~
e

n
e

n
’o

’o
~?—

r

y
¿

o
o

~=jei-
~

—
8

8
8

’¿
~

8
rr

en
e

n
e

n
o

c
y

fi
c
a

c
ir—

ca
~y

c
ie

n
e

n
5

0
‘0

o
’’O

o
’’o

~
.to

e
n

j<
?

’o
.’n

.o
o

c
r—

t—
—

y
o

o
o

o
‘o

o
c
~

—
C

i
~88850~O

’o

~
~

‘

tL
x
~

V
~

c

u

C
i

‘o
00

‘o
y

oc
e--

O
c
i

—
O

O
O

d
O

O
O

o
c
O

O
‘O

O
O

O
W

¿
O

O
O

O
0

0
’¿

¿
O

O
Ñ

.4
O

O

a
’

c
i

‘n
r-

c
iS

O
y
o

’

~

~3~6
8

~
’¿

8
~

8
~

’¿
4

”

~

e
n

y
0

’9
y
0

~
e

n
r-y

ú
e

n
’o

—

o
o

~
,-e

n
‘

‘o
‘o

~
—

O

0
e

n
C

i~
0

O
0

‘o
o

o
e

n
y

,j.
e

n

e
n

e
n

to
c
t“‘M

C
i

o
c

E-—
o

c
S

S
O

c
i~

e
n

5
0

Q
N

C
io

c
5

0
y
~

o
’’o

‘o
o

o
to

9
o

<
~

~
o

.—

0
e

n
.a

r’o
~

O
c
to

c
o

‘
C

iC
i

~
~

e
n

g
~

4
Ñ

~
¿

8888oc8~
e

n
8

~
0

0
‘n

~
0

6

—
e

n
o

’>
—

e
n

e
n

e
n

’n
<

M
e

n
e

n
o

’
Q

N
’o

c
iy

o
’

~
~0óqi’>¿

0
~¿

O
8

8
0

0
8

8
~

e
r8

r~
~

tC
O

0
6

8
8

8
4

0
0

8
4

‘C
C

,

~
~

‘o
o

c
c
ir-—

o
c
~

Q
N

~4r-S
O

~O
r-0

0
S

O
’n

’n
o

’’n
U

’,?
.0

e
n

.
.

.o
e

n
.o

t’O
.O

.o
C

i.r-.
~‘.a’’n.’n

O
.c

’>
a

n
~

.‘o
y
o

c
o

c
9

—
e

n
y

o
o

o
o

o
~

a
A

O
0

6
~

4
Ñ

~8¿
8

’¿
~

8
0

6

-
~

a’z

oc
a

’0
—

c
irn

y
‘n

y
r-c

a
o

’o
.,-

C
ie

n
tm

fl
‘O

r—
o

cQ
N

,O
—

C
ie

n
y

‘o
5

0
r—

.ca
~—

N
N

cicicicicicÑ
r4cr’>.enen.cnenenenenenent

y
y
y
y
y
y
y
y

N
c
ic

q
.r-4

c
9

c
ic

iN
C

iC
iN

c
ir4

~
4

:N
N

r1
<

Ñ
c
iC

ic
ic

A
C

i
C

l
C

iC
iC

iC
iC

ic
ic

i.
-

.
--

170



A
n

e
x
o

JJ

y
a

’
r-r-~

M
o

’’O
a

’
tQ

N
Q

N
0

0
.C

M
~

’o
.0

~Z
~o

e
~

.:~
d

’O
Ñ

rn
Ñ

0
0

¿
0

2
Z

4
0

flC
i

5
0

’o
en

‘n
e

n
’O

.o
Q

N
O

o
O

o
o

o
c
v
c
o

r—
0

~
V

¿
g

~
~

’
—

r-—
’O

t
‘O

.,~
~

y
.rn

to
o

q
o

~
<

?
C

i’o
o

.a
r

e
n

N
c
i

‘o
c
a

e
n

‘C
ic

i
C

i
‘o

—
o

‘o
r-~

4
C

i«

~
~

o
c
r-0

0
‘o

C
i’9

y
0

0
.5

0
00A<?a’

Ú
t’n

W
’tr-’ttc

io
c
tt

o’oc
ciú

e
n

e
n

r-0
en

en
oc

‘o
ci

~4yfl
‘n

~
e

n
~

e
n

oc—
k
k
~

‘o
oc

y
oc

a’
r-—

5
0

r--
t-—

r-
‘o

e
n

e
n

’o
y
’O

c
i’o

Q
N

~
~

c
i’o

r~
e

n
d

Ñ
~

~
0

’
•0

0
~

c
y
q

o
’’o

~
~

.r-e
n

e
n

‘~
~

r-a
’o

’~
0

~
c
ia

—
‘

‘e
n

‘
‘y

‘
.

.
.o

o
c
r

c
ir-r-e

n
—

to
~

4
Z

~
o

’S
~

o
~

4
~

o
c
i’o

uU

~W
aaaooo

tt~
a

a
~

Z
~

a
~

o
~

o
o

~
0

0
o

y
—

‘o
c
r-

Q
N

Q
N

t
ci

‘o
C

it

e
n

~
‘~

—
‘n

y
y

SO
t0

0
—

-
‘a

o
o

o
o

o
R

0
2

‘o
c

‘
‘

a
Ú

0
O

r-’o
C

i
c
i

o
’‘0

0
0

~4en
o

‘o
r-c

c
i

‘—
y
-,

C
ia

re
n

—
C

i
—

e
n

<
n

e
~

’>
y
c
1

~
e

n
c
ifly

~
9

q
’9

~
M

~
a

rv
’o

e
n

C
ic

io
c
r-e

n
o

’o
c

y
y
r—

e
n

~
~

4C
’R

4~
0

6
4

r-r-
r-—

’n
g

’n
~

a
’o

c
y
0

0
y
’o

~
‘nr-a’

o
c
’t

‘y
’

‘a
’

.o
o

r-•
q

.Q
N

.
‘O

C
i

.‘M
t5

0
r-Q

N
0

o
c
r-

0
0

~
4

z
~

e
n

e
n

~
.:2

d
8

0
0

~
Ñ

806
Ñ

Ñ

‘C
C

,

O
’>

o
c
o

c
ty

y
0

0
e

n
y
0

0
.—

’-9
’n

A
0

.~
r-r—

—
e

n
y
S

O
5

0
0

0
’n

r-
00

en
‘o

’n
—

y
Q

N
—

’
‘

‘0
0

‘
‘Q

N
4

S
O

5
0

~
~

ó’o~
’0~

’o
y
0

0
a

n
4

C
0

6
e

n
o

C
i

—
‘n

c
c

S
O

—
o

c
e

n
—

—
c
i

~
cit~

’nQ
N

~
0

0
r-•0

to
’rn

’9
~

y
~

cien
~

‘o
—

—
0

0
.g

~
’n

p
~

e
n

r
—

C
i

e
n

r-’n
S

O
~

4
C

i’¿
‘o

4
e

n
4

e
n

0
0

T
h

e
n

0
c
i4

—
~

~
--0

~
Ñ

Ñ
0

a
¿

¿
~

‘n
c
’>

r—
y

—
‘-o

—
r-Z

r-a
’c

i—
’n

c
i..

c
iy

—
—

-E

A
t

-
O

’a
—

C
ie

n
t’n

’O
e

--o
c
O

’>
O

--C
ie

n
‘n

’tr-0
0

Q
N

.0
’-4

c
ie

n
y
’n

’O
r-c

a
c
’>

.y
’n

’n
’n

’n
’n

’n
’n

m
n

h
n

’n
v
s
o

’o
s
o

‘o
s
o

s
o

s
O

’O
r-t—

r-.r-r--r-r-r--r-.r
C

’1
C

i
C

i
C

i
N

C
i

C
i

C
i

C
i

C
i.C

i
C

i
c
i

C
i

c
i

C
i

C
i

C
i

C
i

C
i

C
i

C
i

C
i

C
i

c
i

c
i

-.
-.

z
~

-~
-o

z
z

C
t4

<
0

0
~

(flC
j’>

~
~

-

171



T
esisD

o
cto

ra
l.M

.
A

lca
ld

e

—
S

O
r-

‘o
’o

‘o
e

n
S

O
E

--e
n

c
c
r-

—
e

n
~

r-r~
—

“D
o

’

~
~

~A
aa~4O

o
k
,~

-2
Ñ

~
4

~00S
O

a
y
’n

c
ie

n
~

~
2

~
~

’o
‘o

—
0

0
’o

r-Q
N

~

—
t0

o
’0

y
-:0

0
e

n
Q

N
0

0
c
ic

i
.

.
.

.
.—

a
0

c
iQ

N
0

0
—

~
c
r-e

n
r-

O
e

”;
d

c
i

o
8

~
Z

fl~
~

~
—

0
0

0
C

i0
0

h
—

0

~‘o50

U

0
0

~
o

’—
t—

r-e
--v

S
O

t
o

’
0

0
—

’
~

y
t—

’n
Q

N
.a

a
d

,,’;0
4

‘o
—

c
io

c
ic

c
—

—
~

Q
N

—
to

c
S

O
e

n
e

n
‘o

c
i

~
r-r-ciW

o

r-’o
~

’o
’O

—
r-

c
c
c
i

—
Q

N
c
c

.e
n

e
n

r-o
o

<
?

0
0

’o
jfla

‘D
r—

0
c
i’o

r-.
~

~
Q

N
r-r-’o

Q
N

e
n

0
4

~
¿

4
r-

r-a
r

e
n

e
n

~
o

r-—
~

y
r

—
—

C
i

C
i

C
ita

’
e

n
e

n
C

i’n
—

r-’t

o
’.0

0
c
i0

~
00q~

’>
0r-~

0oc.r-oc’~
o’t

t
c
i

e
n

e
n

SO
O

‘n
QN

—
o

’
y
c
i

‘o
en

e
n

—

‘o
c
i

‘o
~

r-
~

en
~

~
a’yci

~
00

~
—

o
o

~
.a

r-.a
a

•~
a

.0
0

0
0

.
.

.c
i<

,~
•0

.o
o

c
.:’o

a
O

<
’l.

~
—

c-
0

5
0

g
~

0
6

~
~

Ñ
cir-

~
‘—

e
-

u

r-.y
C

i’o
5

0
.0

0
r—

o
’.0

e
n

s
o

~
~

r-a’~
’9enen

Q
N

t
~

C
i-~

C
iZ

’o
~

enQ
N

r-y
r- 0

0
c
iy

SO
C

iC
I

0
r-C

ir-o
c

r-r-’o
o

c
S

O
c
i

c
ia

’
—

—
tr-5

0
—

Q
N

~
~

0
~

0
6

a
’n

.o
c
.o

.~
g

~
~

9
~

o
<

?
o

;~
a

%
s
r-.~

S
O

c
i

t-—
0

0
e

n
o

c
t’n

C
i’n

a
ra

r
~

00s0
~

‘O
c
c
—

v
’>

e
n

r—
0

0
..0

0
0

0
0

0
Ú

‘
.

‘
‘

~
o

.:ó
4

o
e

n
o

c
—

—

~
r-en~

enS
O

~
~

~
en~

r-’nQ
N

ent
~

r-
a

’y
C

i~
0

0
r-

—
—

.e
n

e
n

r-’n
r-.o

o
.

~
o

.
.c

i
ene-—

.e
n

t—
C

i
o

en
o

’¿
‘o

.9
r--.’n

’n
.t

0
0

S
O

e
n

e
n

.4
y
Q

N
v
y
r-’n

o
c

c
0

0
—

.4
—

o
c

—
c
i

c
i—

~
yso,..4ccenen

—
.

C
i’o

—
o

c
ú

-
-

E.5

0
—

c
ie

n
y
’n

’O
r-c

c
o

’
‘n

5
0

r-O
c
Q

N
O

—
C

i
e

n
~

’o
5

0
r—

o
c
a

’O

ca
0

0
0

0
ca-ca

ca
ca

ca
ca

ca
a

sS
~

O
N

o
’

O’>
O’>

O’>
QN

o
’

~
0

~
e

n
en

0
0

0
0

r1
C

iN
c
’~

C
i

C
i

C
i.fic

i-C
i

C
i

C
i

C
i

C
iC

i
c-1C

i
C

iC
i

c
ie

n
e

n
en-en

e
n

rn
en-en

~
~-

‘
~

172



A
n

e
xoJI

c
c
—

o
c
r--e

n
’n

~
>

n
~

r-
en

—
a

’0
0

0
e

i’;~
¿

‘~
‘n

~
-

O
‘0

0
0

0
0

e
n

4
8

0
a

0
‘a

e
n

’o
~

0
6

e
A

O
‘o

r-r-—
’n

o
‘o

o.~

~
r—

ci~
y

QN
—

—
o

c
c
i

—
c
i~

~
e

n
c
i

.a
’c

i
.o

’o
0

0
0

0
0

0
—

r-—
0

.0
’o

0
c
iy

.
.

.e
n

t0
a

~
48

g
j

en
e

n
4

’o
’n

’n
’n

’’
c
i-~

c
i~

e
n

~

~
e

n
h

’o
.r-.—

o
’.’o

t
te

-—
~

Ñ
e

n
o

..:c
ic

c
~

Ñ
a

~
<

‘~
—

‘

0
ic

0
0

t
e

n
e

n
—

~
y

c
i’n

S
O

’o
e

n
c
iC

i

a
e

n
y
c
~

$
0

6
4

r
-
4

4
0

Q
N

S
O

~
’O

’o
C

ir
-
.

~

0
0

—
C

ia
’

c
i~

g
~

~
‘¿

~
;‘n

-
~

c
~

,’>
~

r
-
’n

C
ir-0

0
y

e
--S

O
—

e
n

y
‘o

y
a

’

~
C

i~
<

?
t 0

0
.r~

.....
C

i0
e

n
0

’n
’n

o
c
’o

q
e

n
’O

~
~

c
ia

y
—

e
n

r
-
r
-
’o

~
8

~
a

0
0

~
4

~

-~
s

UU

0
0

O
r2

.~
A

0
0

Ñ
O

0
0

‘0
0

—
0

0
—

5
0

0
0

—
SO

—
o

c
e

n
a

’-,y
‘0

~
—

—
r-

en
y

en
‘.o

c
i

—
4

~
O

C
iO

’n
’0

0
6

4
0

0
d

’¿
’¿

0

Q
N

C
i

—
‘o

0
0

0
0

C
i—

O
N

o
c
a

Q
N

~
—

0
0

en
0

0
~

o
-~

~
r-i—

0
0

c
n

o
’o

c
~

r-’n
a

‘O
—

‘
‘O

0
r-c

i
y

—
-4

—
e

n

y
r-•’n

’0
a

’e
-~

~
’O

ty
Ú

,r-
0

0
~

0
0

.’ttr-y
0

0
’n

e
n

rn
’O

Q
N

5
0

e
n

~4-T
h

8
~

~
8

~
c
.:~

4
2

d

~
~~‘>e-’n~

~ty’n
~o’oycie-,en

~
QN

0
0

—
e

n
c
ia

r
‘n

o
’

.v
Q

N
c
io

o
o

’o
o

—
’n

r-.
y
~

~
o

’o
c
~

—
C

0
0

o
c
’0

‘n
v
8

Ñ
s
o

~
’O

r-
.

.
‘o

’o
c
0

y
r—

~
C

i
~

‘C
C

,U

EEC
a

t

6

c
i’n

ji’n
.c

i~
9

o
’’o

C
i’n

y
e

n
4

c
~

Q
N

C
i~

r—
o

c
e

n
o

’r-e
n

-~
-’

‘O
e

n
e

n
4

~
e

-c
i’n

—
0

0
O

’y
8

~
g

’n
4

a
’0

6
fl’O

0
6

Ñ
0

¿
Ñ

.4
en

S
O

y
o

c
’o

C
i—

c
i

0
0

’O
’n

’n
~

o’’o
~

‘O
’oen’nr-enC

icioc’no’t00enC
i00~

O
Q

N
c
i

~‘~<?a’
.

.
.‘n

.C
i0

e
n

o
’o

C
i0

~
fl’¿

e
n

.‘o
y
S

O
r-0

0
5

0
0

0
0

’O
0

0
y

~
—

~
‘nr-yQ

N
’O

y~
’0’>

O
’nQ

’>
Q

N
S

O
ci

8
~

’n
o

’0
6

S
O

r-y
0

6
—

4
—

e
n

o
c
e

n
s
o

’n
e

n
y
e

n

-
—

C
M

en
y

‘n
s
o

r-
o

c
a

’
a

—
c
ie

n
y

‘n
’O

r-
oc

O
N

O
—

C
ie

n
y
’n

—
-‘

-<
‘-4

.—
—

—
—

—
C

’iC
-iC

i
C

i.C
i

C
i

c
i

C
i

C
i

<
‘te

n
en

en
en

en
en

-
e

n
e

n
e

n
e

n
cr~

e
n

e
n

en
e

n
e

n
e

n
rn

en
cn

e
n

e
n

e
n

en
e

n
<

n
e

n
en-en

enen

su’>
~<~Q

.<

‘O
r-

oc
a

’
o

—
en

en
en

en
y

y
en-c~

en
en

en
en 173



T
esisD

octoral.M
.
A

lca
ld

e

en
a

r5
0

y
’n

—
oc

oc
q

—
~

~
—

~
c
i

y
‘0

•O
O

‘o
o

c
a

o
4

o
e

n
¿

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

e--
y
c
i’O

~
ú

’o
r

c
ic

i
oc

c
i~

~
e

n
a

’a
’

0
.0

—
S

O
0

0
’n

—
c
i

en
y

00
—

Q
q

,?
to

a
a

a
a

a
.c

i0
~

’o
•0

.a
0

0
•0

0
q

0
0

‘0
‘a

0
0

8
d

o
c

en
c
i

—
S

O
r2

Ñ
c
~

o
c

vi

‘c
~

’
r-

—
o’

‘n
r-c

ie
n

—
e

n
-<

y
ci

r-
r- 0

0
.’n

e
n

t’>
9

C
i.’o

.C
i

~
~

.t
o

~
o

.....o
..

en
‘0

0
0

.0
—

‘o
’n

ci
~

ci
—

—
a

c
lo

a
c
e

n
c
a

en
‘O

e
n

’n
’n

e
n

’D
’O

e
n

a
k
k
~

‘o
‘n

r-—
c
la

c
—

‘o
’n

tr-
00

e
n

~
y
~

’n
e

n
c
c

en
~

~
0~

0~
Z

~
~

½
8~

aa0
‘¿

a
~

0
6

~
2

~
c
i

en
‘n

—
’O

C
ie

n
0

s
s

U

~
ta

”?
a

o”
r-’a

o
a

a
a

a
a

“‘t
‘9

0
0

0
a

a
a

o
a

0
0

.0
r-e

n
0

~
r-’o

—
~

—
0

’O
O

e
n

O
te

.
‘o

—
t-—

en

C
i

y
en

QN
—

‘O
~

o
O

i’n
.o

a
a

a
a

o
a

O
E

-.o
o

o
o

a
o

o
o

to
c
iv

’>
o

‘a
a

o
a

¿
~

~
0

0
a

4
8

~
oc

r-c
i

o
’

‘n
r-c

it—
a

’0
—

y
ci

an
o

c
c
i.’n

o
=

ta
rjM

q
‘‘0

0
’0

’
‘

•e
n

‘0
0

0
‘0

c
ia

—
0

e
n

8
8

8
r—

0
0

en
00

‘c
i’n

N
e

n
’o

5
0

e
n

0

‘o
flr-—

c
iy

c
c

‘O
~

y
r-

—
~~y~V

’>cien50
en

-t~
.ta

a
~

9
a

r-.r-e
n

e
n

0
Q

N
a

~
.O

~
0

0
0

e
n

0
Q

N
~

E
-C

O
ci

e
n

o
ci

o
Ñ

8
8

8
y
S

ó
0

c
it

50
8

~
0

6
g

~
R

g
j~

8

—
—

o
c

‘o
y
e

n
c
ic

i—
—

—
y
r-5

0
e

n
C

ic
i~

tr-.tt’~
e

n
c
i

‘0
‘0

‘‘‘‘‘
‘

‘
‘0

0
’0

c
ie

n
O

—
50

o
c
io

a
o

c
’8

8
8

-t-c
i—

—
ta

r
‘n

o
c
e

n
C

ie
n

o
c
’n

’o
’n

’o
r-C

i
QN

r-e
n

v
o

c
’o

Q
N

e
n

o
’

~
fl2o

~C
i

oc

CCa-.~E

~
-

C
ien

~
‘‘o

’O
r-o

c
Q

N
O

—
C

ie
n

t’n
5

0
r-0

0
Q

N
0

—
C

ie
ny

‘n
s
o

r-o
c
o

’c
—

C
i

y
y

~
‘y

y
n

n
w

’n
’n

’n
’n

’n
”n

’n
’n

<
n

’n
s
o

s
o

s
o

s
o

so
soso

‘O
’O

’O
r-r-r-

en
en

en
en

en
enenre

n
en

en
«ven

en
en

enenen«ven
en

en
en

en-enen
en-enen

en
en-

~

174



A
nexoJI

en

—
e

n
e

-—
5

0
0

N
t

—
—

—
e

n
c
i

y
—

e
n

c
i~

~
~

‘oo’~
o

’
~

‘ny00’
n

r-e
n

Q
~

,?
‘O

9
a

0
0

.
‘0

.c
ia

”U
M

a
’0

0
0

0
0

.e
n

c
io

c
o

0
t

.e
n

c
io

o
e

n
o

8
’¿

Z
~

~
j8a<

~
0~

e
n

’¿
8

~
Ñ

-~
N

6
8

e
n

’n
‘n

r-’0
0

te
n

Ú
Q

N
.~

~
’o

‘-~
~

to
’

‘n
y

~
‘0

0
6

e
r0

0
‘o

y
~

‘n
5

0
c
i

‘n
Q

N
—

e
n

en
‘n

y
‘o

~
ciS

O

..Q
N

ty
c
i

e
n

a
’~

e
n

c
ia

c
’O

o
c
e

n
’n

c
ie

n
tQ

N
’n

’n
’n

~
SO

.0
~

Q
N

N
0

y
c
iQ

N
’o

e
n

o
’’o

~cl’9’o.00
r-Ú

~
~

‘
0

0
”’4

Q
N

r-Q
N

~
8

y
~

~88s28
y
y

ci
o2

‘c
i

U
U

U

‘9
oc

0
0

‘o~
o

cr-
enoc

a’
y
O

¿
O

‘c
~

i0
0

0
c
.:0

0
0

0
0

r-
‘0

0
0

‘n
a

~
O

~
’~

Q
’;O

~
O

‘o
’Ú

~
y

y

~
—

en
‘o

y
en

00
‘fien

Ci
r’~

~
$

’4
d

0
9

0
0

0
9

’n
a

‘
‘0

‘0
0

ci
—

0
’¿

~
tc

i
U

,<
‘~

~

-t

e
--ta

c
o

’
o

’o
c

t
y
’O

c
i

en
c
ie

n
‘fi

en
a

’’O
‘o

~
-20

‘c
re

-’0
0

6
0

6
~

iv
ia

’~
’¿

v
’;¿

‘¿
0

0
r-’o

O
ó

o
0

6
O

r~
=

0
0

i0
‘o

—
y
~

r-a
c
C

iS
O

e
n

,C
i—

c
i

e
n

y
‘o

en

r—-
o

’Q
’>

S
y
E

-~
~

V
’>

C
’>

C
’>

’n
Q

N
0

0
r-0

0
r-0

0
t’O

ta
’’o

h
fl

~
SO

L
t~

’Z
«

0
0

0
~

‘‘0
’0

0
t’n

a
a

S
O

-4
c
i

~
~

oflQ
~

~
oo

q
o

’c
ir-~

‘n
tS

O
c
i

en
y

~
‘

~
.“le

fl’o
S

O
.c

io
’~

o
e

n
a

r
~

ocr-’O
’o’na’ten’O

c
a

—
C

Á
Á

O
¿

Á
~

‘o
.’o

.0
a

.
.C

iQ
N

c
M

’o
.,~

~
~

r-.%
c
i5

0
o

en
.

‘a
y
—

t-—
o

c
t—

c
c

O
’C

i
‘y

~
~

~
¿

~
C

i4
0

0
0

0
5

Ñ

-.5 CCa

e
n

tm
n

’O
r-c

c
o

’a
-<

N
e

n
y
’n

’O
r-o

c
Q

N
O

-<
N

e
n

y
’n

’O
r-0

0
Q

N
0

—
C

ie
n

r-
r-

e-—
r-

r-
r-’

E--
00

oc
0

0
0

0
0

0
0

0
ca

ca
c
a

c
a

o
’

QN
O’>

QN
Q

N
-Q

N
QN

QN
QN

QN
0

0
0

0
en

en
en

en
en

en
en

en
en

en
en

en
en

en
en

en
en

ro
,n

en
en

en
en

en
en

en
en

-‘1
-y

ú
y

-

~
u’>

r
~

<
O

~
O

u
j

~
z

0
<

--

175



T
esisD

octora!?
M

.
A

lca
ld

e

0
0

tc
iO

O
~

’.o
’.’o

0
t0

““5
0

en
Q

N
‘0

0
0

0
‘0

4
0

q
‘0

0
0

0
0

0
0

~
‘o

0
C

i
—

C
i’n

c
iy

c
i

oc
~ci

Q
~

0
0

rn
tC

i
.e

n
.

~o
.o

e
n

c
i0

0
0

0
~

0
e

n
0

~

—
-~

‘S
8

~
¿

2
~

r-
c
ia

,,‘;
c
i

~
‘O

c
i

y
o

c
O

c
e

n
‘n

S
O

r-5
0

—
r--<

‘o
riC

i’>
C

y
t

~
s
’~

—
Ñ

o
’e

-
~

r
-
~

c
ie

n
8

5
0

’n
O

..~
t’•

’e
n

’
‘o

’’
0

e
n

c
i

—
e

n
r-—

—

y
o

c
a

’”
’~

~
~

r
-
’o

’o
S

O
r
-
y

y
a

’
c
c
~

<
?

a
r
-
’O

0
’

—
r
-
’o

’o
’O

0
~

0
~

’n
.-4

y
’o

’D
.y

~
r-

8
0

8
¿

’n
0

~
e

n
c
ic

c
o

c
c
i~

4
4

0
Q

e
n

r
-
~

8
4

ó
O

0
0

0

U

U

‘n
.’o

ta
c
e

n
’n

c
i’c

e
-—

‘S
O

O
0

0
0

y
.r-«

~
4

~
0

¿
~

.:~
a

‘Ú
O

c
‘o

en
y

t-—
’n

e
n

C
i

—
a

’~
e

l0
0

•O
o

Q
O

O
t

‘0
0

0
0

0
0

SO

0
o

c
~

g
0

0
0

0
~

t
.

.r-~
C

i
oc

50
r

—
e

n
y
e

n
‘

‘0
~

0
0

e
n

0
~

s
t.0

0
0

0
0

0
C

i4
r-0

0
Q

N
‘¿

—
‘o

—
—

0
0

e—

~
r-

a
’c

i
o

c
~

c
ie

n
y

~0
8

0
C

i
—

~
‘n

y
~

0
0

0
Ñ

0
6

4
Ñ

O
—

‘0
0

0
0

‘5
0

c
i

0
6

~
~

0
‘

‘
—

‘n
e

n

y
0

0
o

c
o

’~
r-~

e
n

’n
’0

g
~

r-
en

r-—
0

0
a

’—
~

o
c
r-

oc
o

r-
.‘o

. 0
0

.r-’n
.’o

i
.

.e
n

o
Q

N
o

c
i—

a
tt’o

‘o
c
i.o

o
o

o
8

0
8

8
~

0
6

~
t~

;~
8

~8
~

4
a

C
C

C
,

‘n
r-y

e
n

Q
N

e
n

’o
Q

N
’n

’n
S

O
’n

c
i’o

o’>
5

0
e

n
e

n
o

c
e

n
o

e
n

o
c
e

n
O

O
’n

’o
’O

~
’o

e
n

c
i~

C
ic

i’n
~

‘
‘

‘
‘0

6
’¿

4
~

’S
e

<
’;c

.:8
Ñ

0
6

4
0

8
0

‘
‘

~
e

n
’o

¿
8

8
0

0
0

0

~
~

~
y00r-.

~
~

—
—

c
i

~
.

.0
0

0
0

a
’

C
a

t
‘fi

‘O
e--

oc
O

’>
a

—
c
ie

n
tic

‘o
e-—

oc
a

’0
—

C
ie

n
y

‘o
‘D

r—
oc

o
’

a
—

c
ie

n
y

Z
Z

P
.-~

c
’z

~Z
Z

4<~4<~j

176



A
n

e
xoJI

—
r-m

‘o
r-Ú

O
c

~r-oc’nC
i’O

c
i5

0
Q

’>
c
ie

n
S

O
o

c
c
ie

n

~
0

4
0

0
6

e
’;0

0
6

‘~
‘c

io
’’t~

~
e

~
i8

0

4
‘rA

0
’¿

8
4

0
4

0
6

8
0

~

e
n

S
O

r-
‘o

e
n

’n
c
i’o

e
n

e
n

c
i

y
—

~
e

n
r-

c
ie

n
y

S
O

e
n

e
n

r-
e-—

5
0

‘n
’n

a
c

y
—

~
~V

i
~enC

itcifloc50V
~

t’n
~

~yr-
—

e
n

e
n

e
n

~-~--
0

4
0

‘
~a

.0
6

0
’n

.e
n

e
n

.y

0
4

r
-

‘0
~

.
~

‘o
o

c
c
i—

‘y
‘

‘a
-~

—
c
iC

i
c
i

~
~—

—
—

e
n

4
r-

0
-5

0
0

0
—

c
i

—
—

—
e

n
—

—
—

‘O
-<

’o
r-—

a
’’O

e
n

e
n

~
’O

0
’>

C
i

Q
N

—
o

c
r-

e
n

~
r-C

ia
c

‘~
a

Ñ
~

S
0

6
4

.4
d

0
6

8
a

4
~

¿
o

.a
~

a
.4

t-0
6

.4
0

6
e

A
~

0
—

e
n

e
n

Q
N

’n
y
c
ir—

‘o
.,

‘o
t

o
c
’O

—
c
c

c
i

Q
N

y
e

n
SO

~
.ocoyy’noc~

cici
~

y
O

e
-.r-e

n
te

n
-~

—
e

n
’-~

r
o

‘fi
.0

—
e

n
c
c

en
o

c
y
e

n
c
i—

‘e
n

~
O

c
‘n

r-t-4
’o

e
n

8
~

ó
Ñ

4
8

~
0

’¿
0

Ñ
8

o
¿

o
.:’¿

~
R

m
o

’’n
e

n
—

C
ie

n
’o

r-’o
e

n
’o

~
~

‘n
e

n
—

C
i

‘n
e

n
C

i’o
C

i
y

C
i—

t
1——

t
t’?

k
k
~C,

uU

O
ó

o
.:0

d
r~

4
e

r½
.0

0
0

0
4

0
a

o
0

0
0

8
‘0

0
0

0
0

0
0

0
4

y
e

n
‘o

’n
r-Q

N
5

0
oc

O
c

‘O
y
r-

C
i

—
y

c
c
o

c
y
e

n
’o

—
oc

5
0

r-
o

’

~
~~iaoooooa

0<?

‘n
e

n
y
4

0
6

0
O

O
y’;

0
0

0
0

0
0

-<
e

n
c
ic

i-~
-~

c
i

c
i

en
‘o

~
fl<

fl
‘o

—
en

a
r

~
—

—
ocm

r-—
r-

c
i

‘0
q

5
0

C
i

C
i

o
’o

c
—

~
y

—
r-c

io
c

‘O
~

.
‘c

i
‘

o
c
r-—

r-
c
i

o
’y

e
n

en
—

—
e

n
o

’
y

r-
en

‘o

—
y

50
—

e
n

’O
0’>

r-e
n

’o
—

c
i

en
t

Q
N

r-r-—
—

—
a

c
r-

~
c
ie

n
0’>

~
00~

S
O

’>
O

eneno’
4

¿
¿

0
‘¿

~
c
-i8

0
6

Ñ
e

<
’;’¿

e
n

t0
~

o
atS

~
‘s,?

C
e

lO
e

n
r-0

o
c
e

n
O

c
c
i

en
~

r-’nyen,...
en

r-
c
i

‘n
e

n
c
i’n

c
ie

n
e

n
y

C
i,-<

y
—

‘n
Q

N
Q

N
r-m

~
~

~
’9

y
’o

~
n

.-.4
’O

S
O

0
0

r-
00

~
~

~
~

r-Q
N

5
0

y
O

c
~

’o
~

r-0
0

C
ie

n
’O

a
’E

--c
i~

-4
t5

0
—

e
n

5
0

r-’o
—

o
c
c
i

.O
c
9

’o
O

c
.a

S
O

’o
.~

e
flS

O
y

o
c
O

c
—

o
e

n
o

c
c
i

e
-—

’n
r-

ci.
0

‘‘‘0
~,.

0
5

0
r~

~
~

o
’’n

’o
—

‘‘‘o
’

0
0

~
0

0
c
i

c
i—

a
r-5

0
a

’y
C

i
O

e
n

t
en

e
n

e
n

0
0

Q
N

’o
‘n

~
’n

’n
~

‘n
5

0
e

n
o

’C
ir-—

5
0

5
0

e
n

’o
oc

-.

-
.~

‘

CCCa

‘fl’o
r-0

0
Q

N
0

~
c
ie

n
?

‘o
5

0
-e

--~
o

’0
—

C
i~

?
’fl5

0
r-0

0
o

’O
,-,c

i~
~

’o
--

e
n

e
n

e
n

e
n

e
n

4
4

4
4

4
4

4
‘n

’o
’n

’n
’n

a
fl’n

.’n
a

fl’n
s
o

’o
’O

5
0

5
0

’O
-

y
y

y
y
y

y
y

y
y

y
y

y
y

y
y

y

~
<

~
o

<
~

~

177



T
e

sisD
o

cto
ra

l.
M

.
A

lc
a

ld
e

to
c
C

M
e

n
,t’o

.c
i

~
O

’
en

‘ú
o

c
m

~
~Ñ

~8~S
Z

~
~~Ñ

Ñ
~a.:S

O
Ñ

00Ú
0oo0008o’n8o.:

«~
—

?
‘n

c
ir

‘o
o

’~
9

c
iy

~
y
r-c

i’o
C

i
o’>

:~
0

.0
?

C
i~

9
~

t0
0

0
j

‘0
y
t0

.0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

‘0
.0’>

.e
n

~
o

’—
a

c
i’n

~
~

4
0

Ñ
e

r~
~

06

UU

~
.r~

en%
~

r-C
io’.r-.r-toc

.Ú
~

’>
~

r-ci
r—

—
r-’Y

—
Q

N
y
’o

‘n
,

en
r-—

y
—

’o
y
e

n
c
i’o

r-
~

a
’~

~
?

~
e

n
’n

o
’r-Q

N
~

SO
e--

..0
.o

~
”ji’O

y
o

c
‘

~
O

Ñ
~

&
Q

S
O

r~
-,r-~

’n
’n

o
c
i8

0
Á

c
ia

r-
8

4
.4

c
i’¿

z
0

6
r-5

0
?

O
c
o

c
c
i0

r-’o
e

n
S

O
e

n
?

C
ir-y

Q
N

c
i

y
c
i’n

.C
i

—
c
i

‘n
‘n

‘n
o

’
S

O
y

oc

c
i

y
r-

—
c
i’o

C
io

c
—

o
.:0

¿
~

r
0

06
0

.4
0

0
8

0
0

0
0

8
0

0
0

0

~‘>en
g

‘-~
-~

~
O

c
oc

r-
‘o

’
~‘~-~‘

0
0

6
~

0
.a

O
.

.0
r-0

~oo
9

o
a

a
o

~
a

a
o

a
e

n
.

~
8

~
7

>
7

~
06

Z
e--

~
‘O

c
ie

n

-J
00

y
C

i0
0

5
0

’n
~

.0
’>

e
n

~
r-

0
0

Q
N

~
<

?
—

Q
N

r-o
o

y
0

0
—

C
io

c
’O

S
O

--e
n

—
o

c
y
—

’n
te

n
c
i

e
n

e
n

oc
r--.e

n
o

~
c
’>

’n
’o

’n
‘0

0
0

r-’O
~

o
’

~tken~~~’O
S

O
’o

’O
o

c
e

n
e

n
e

n
S

O
a

r
~

‘‘—
‘‘‘0

0
0

0
0

0
4

0
’

.e
-~

o
c
0

~
y
e

n
r-~

fl0
‘0

0
e

n
—

y
t.4

~
a

’Z
a

~
~

y
~aa

8
4

8
~

~

C
C

C
,

tt’n
e

n
C

i’O
«

?
a

’.~
9

’9
’9

S
O

o
c
c
iO

c
C

i~
,‘O

to
’’O

’O
.Q

’>
~

~
.4

0
0

‘O
~

~
-<

-~
%

C
i~

~
S

O
y
~

v
i

4
~

~
U

~
,?

&
‘¿

S
S

~
0

a
’O

r-:0
6

~
Ñ

0
“‘-<

o
r

r-’n
t.,—

—
c
i

r-
e

n
O

c
e

n
’o

-EtCa

‘‘O
e

--O
c
a

’0
—

C
ie

n
y
’o

’O
r-o

c
Q

N
o

.-<
C

ie
n

y
’n

5
0

r-9
c
o

’0
,-4

c
ie

n
y
’n

’o
‘O

‘O
.’O

‘O
e

--
e

--
e

--
e

--
E

--
E

--
r-

r-
E

--
e

--
o

c
o

c
o

c
c
a

c
a

c
a

0
0

0
0

o
c

o
c
-o

’
O

’>
O

’>
Q

N
Q

N
Q

N
O

’>
y

y
y

y
y

y
y
.y

y
y

y
~

y
y

y
y

y
y

y
y

y
y
y

s
t

t
y
5

y
y

y

-
~

E

E
-

a
d

0
~

4
<

0
.~

’U
0

>
<

178



A
n

e
xoJJ

179

q
U

U
~

o
’

~
‘O

,’>
a

rc
i

e
n

y
e

n
e

n
.Ú

t
o

c
r-~

o
c

r-e
n

y
’4

¿
~

0
¿

0
4

’
‘‘--‘-y

O
e

n

0
‘0

0
0

0
.4

’0
4

e
n

~
%

.

‘n
c
i-
4

~
‘o

e
n

...<
0

‘O
S

O
e

n

~
~

—
C

ie
n

O
N

o
’

y
—

c
i

~
en

‘o
o

c
c
i

~
C

,~
,?

4
a

o
’0

q
r~

a
—

.a
•
0

c
i•

t-’0
‘

‘o
.a

c
i.o

a
o

o
O

c
io

C
i

e
n

y
a

0
0

y
e

-id
g

~
t~

e
n

o
’>

S
O

r-
e

n
y
~

r-o
’

~
~

‘>
‘o

e
n

y
’n

t
~

oc’O
50

~
C

i
~

c
c
c
i

~
~

.
.

.y
’c

0
e

n
0

~
.

.
.

.e
n

‘o
’n

Ñ
r

~
‘O

c
i

e
n

—
—

—
~

C
iC

fl~
~

O
00

~
0

’¿
‘o

0
’>

r-~
-

~
~

Q
N

~
¿

’nen
en

C
ir-o

c
e

n
a

n
UU

0
6

0
0

0
0

0
0

0
0

a
~

0
0

a
a

o
‘

‘0
4

0
‘0

~
’;0

0
0

.4
g

~
<

0
o

‘o
‘o

Oc
‘o

r-
oc

t
—

y
r-a

n
en

o
—

oc

~
~

i~
00

‘O
’

o
c
a

-
g

j0
6

oc
c
io

c
c
i‘—

‘o
o

c
t—

t0
O

c
c

~
ociao’~

oc’o.rnr-S
O

enci
~

0
6

~
Ñ

~
—

e
n

..4
’o

e
n

—
~

~
r—

-~
o

c
~

e
n

O
’

‘o
r-e

n
y
e

n
~

2
~

e
n

t
flc

i
~

c
i

QN
.Ú

.o
N

’0
0

e
--<

fly
o

c
c

..
y
~

o
0

a
-‘o

.
‘

.
e

A
~

o
iv

i
d

Z
r-’r8

’o
e

n
e

n
—

~
C

iC
flC

iN
¿

0
-‘¿

<
N

I’o
r-rn

U
E-,

Et
-E

Ca

.5

N6

en

~
‘¿

0
¿

~
y

y
’n

o
’>

o’>
en

‘—
‘

.
—

5
0

¿
--te

n
’o

o
c

—
e

n
r-S

O
C

i

r-
r-

o
’

‘o
c
i

~
o

’
S

O
r-

r-
‘n

’o
r-

5
0

5
0

en
g

~
c
iC

i~
o

c
j

~
.~

?
t~

0
~

0
¿

e
s
<

½
e

n
~

O
e

n
~

C
i>

.4

e-—
c
i’n

a
’

c
i

ci
O

c
o

c
e

n
o

c
’o

c
i

e--
oc

QN
O

—
C

i
en

y
‘n

’O
e

--
ca

QN
O

—
ti

e
n

ttd
‘o

r-
oc

O
s

a
—

ti
en

y
&‘>

‘o
r-

O
’-Q

N
Q

N
O

O
a

a
O

O
O

a
a

o
‘<

~
<

-4
-<

C
itic

iC
iC

itiC
iti.

y
y

y
‘o

‘o
‘o

‘o
‘o

‘o
‘o

‘o
’n

’o
’o

’o
‘o

‘o
‘o

‘n
a

n
’n

’o
‘o

‘o
‘o

‘o
‘o

‘n
’n

’n
’n

~
~



T
esisD

octoral?
A

l
A

lca
ld

e

?
S

O
—

r-r—
r-

5
0

e
n

C
i

‘o
r-O

N
e

n

‘E
--y

0
O

a
c

4
—

<
~

¿
<

.j0
0

0
‘4

0
~

8
rA

c
.:0

o
.:o

~
a

;o
~

‘O
e

n
5

0
5

0
e

n
—

e
n

r-.

~
U

—

~
m

N
y
o

c
o

c
r-

0
’>

~
~

y
’n

~
~

.
‘o

C
i

—
C

iC
i

C
i

0
0

8
.4

‘n
—

~
¿

’¿
o

’
.~

8
0

O
e

n
O

~
y¿

C
iy

e
n

e
n

—
c
i

~
c
i

‘o
~

y
«

’>
5

0
’9

~
e

n
~

’9
c
iy

~
<

’>
y
r-

—
‘o

y

—
‘y

o
c
o

c
—

‘e
n

‘e
-—

‘n
~

0
y
o

c
—

e
n

5
0

y
y

~8V
~ci~C

igj
r
-
e

n

o
c
C

i
o

c
0

0
—

o
c
’o

a
c
’o

‘o
~<‘ot~en’oci~ocQ

N
(—

~enO
c

‘O
O

c
’n

0
=

0
~r-0=~•00.e--C

iúe-.

.o
r-

C
e

n
.0

0
~

‘e
n

0
o

c
r-

‘‘O
’n

e-—
5

0
0

~
e

n
r-

e
--

U

N
r
-
.’-

’o
’

QN
to

te
n

o
’

00
r-

y
r

‘o
‘o

en
y
’n

—
—

oc
C

i
C

ir
ar

—
—

ci

C
iC

i
ti

—
C

i
‘o

en
r-

‘n
c
c

oc
‘o

r-[Z
.~

r-
n

O
e-~’O

‘0
0

‘0
0

‘0
’’

•c
ia

.n
‘a

o
c
i

~
O

~
O

0
O

0
O

S
O

en
ti

e
n

O
?

0
6

~06ooao
‘o

e
n

—
en

—
enen

y
~

en
—

U
~

~
~

4
o

Ñ
’0

.’¿
~

4
~

0
r-.4

.4
o

e--
~

y
—

e
n

r-
y
c
i

en
y

~
00C

i
~

~
‘n

-ú
c
i

~
~

~
~

‘0
‘‘o

-~
.

.y
.

.r-~
~

so
o

c
8

Q
N

4
c
io

.:d
V

4
=

e
--,-<

N
’n

e
n

’n
4

Ú
c
ia

r.
en

y
~

50enaren~
’oci

C
C

C
,

U
-sC

a

‘4

c
i

—
en

~
—

en
E-—

o
’

~‘O
y

r-
a

’
y

c
i

r-
Q

N
C

it’O
C

i

‘to
c
r¿

’¿
7

0
6

e
-’¿

’¿
0

6
o

c
o

c
5

0
—

en
‘O

.
O

c
y

‘O
t

C
i

en
en

‘o
.y

c
i.o

’.o
c

‘A
4

o
en

O
c

e--
~

‘;
O

O
y
?

~
e

n
—

oc
oc

r-
en

y
5

0
o

c
a

O
c

en
y

o
‘o

’n
c
i

—

r-
c
i

5
0

‘o
oc

r-
‘o

r-
e

n
’O

o
c
«

y
0

’>
y
o

c
~

.o
c

e
n

—
O

c
c
ir-c

ic
iy

0
‘0

.0
0

[Z

o
c
O

’>
ó

—
c
-4

e
n

?
’n

~
O

r-o
c
0

’>
0

-<
e

q
t—

0
0

o
’a

—
c
ie

n
y
’o

’o
<“1C

M
en

en
en

e”~
en

en
en

en
en

en
y

y
y

~
y

y
y
-y

‘o
‘o

‘n
‘o

‘o
a,->

‘o
‘n.’o

‘nan
‘n

ic
a

n
‘o

‘o
ic

’o
.’o

‘o
‘o

‘o
‘o

‘o
‘o

‘n
’o

ic
’o

ic
‘o

’,->
‘o

’o
’o

’n

‘o

o
’en

r-
oc

‘o
’n

‘o
.’n

rt4
c
r~

~
0

o
0>-u’>

180



A
n

e
xoU

y
5

0
~S

O
r1tr-

e
n

te
n

’o
~oc0’9en.0

C
i0

0
0

e
n

~
a

o
’r-

—
c
i

e
n

e
l

e
n

c
iy

a
c
r-~

~
o

c
~

’n
Q

N
5

0
e

n
’-~

~
o

’~
c
i

S
O

~-S
,?

o
.0

0
9

~
e

n
.e

¿
~

.:Ñ
0

e
~

.c
i.¿

o
~

o
Á

n
a

a
.‘n

o
‘

.0
C

i~
0

0
0

O
c
j

e
n

O
O

?
e

n
c
ic

i
c
i~

—
~

y
~

‘n
o

—
a

—
e

~‘~z~

k
k
~

U

~
‘>

‘o
C

i~
e

n
c
ie

n
e

n
—

~
’C

O
’>

S
O

’n
—

e
n

c
ie

n
tic

e
n

a
’

~
agO

a’06r-~
~

en0

‘o
c
i

en
‘‘o

r-S
O

’o
’n

0
8

’’-’0
’>

r-C
’

oc
r-

‘O
y
c
iy

e
n

y
’o

o
’r

o
•o

‘O
’g

e
-~

.o
<

?
o

s
o

c
~

~
.’te

n
~

r-e
n

Q
Q

~
c
i

—
c
i

50
a

’
~

c
i~

a
-o

.:.4
¿

~
o

.:c
.:o

c
r-

—
.0

~
r-.0

o
’o

0
.‘0

S
O

50
r-

C
i’o

’o
c
M

C
i’n

y
c
ic

ie
n

~
~

~
E

--’ 8
fl8

8

e-—
ci

o
c
e

n
r—

’n
’O

N
o

c
—

~
-~

e~
-

~
en0~

~
a000

0
~

.:0
0

‘o
—

—
r-

—
oc

e-—
ci

ci
y

‘O
oc

en
,

Ci
en

oc
.0

0
c
c
0

‘0
0

0
0

~
060

y
0

r-0
0

4
0

0
~

~
o’Ñ

ci’O
‘n

a
en

y
—

—
—

ci—
‘ny

—
r-

ci
U-n

e
n

5
0

c
ic

ie
n

o
’.e

n
e

n
c
i

y
’flc

i
S

O
~

,
tc

ie
n

r-.’o
r-

o
’

—
~

Ú
5

0

4
0

4
0

¿
~

4
~

~
.”’’o

,~
y
.4

0
y

‘.-.4
0

.:Q
.:0

‘o
C

e
n

e
n

y
—

y
,r-’o

’o
O

c
c
ic

i—
,‘.C

iC
iy

’n
y
’0

C
iO

d

e
n

r-
‘n

O
’?

0
’>

c
iy

’O
‘n

~
~

j
‘D

o
’

S
O

e
n

O
c
g

C
i’O

t
‘n

y
e

n
~

~‘n’n

0
r-O

’0
’O

’O
a

r
~~

.0
o

’0
0

5
0

S
O

’9

—
c
i

y
O

’~
’o

~
’o

y
0

~
~

’O
‘O

C
ie

n
e

n
~

~
r-O

0
0

en
—

Q
N

r-’O
’C

’C
~

O
’>

?
’o

?
o

c
C

ic
i

o
’o

c
e

n
.o

’.’o
.o

c
c
io

’
r-e

n
~

4
0

8
0

~
ioie~

44O
~

c
i

C
C

C
,

e
n

’O
y
e

n
c
iy

t-—
’o

0
0

e
n

~
en

y
c
i

e--
~

c
i’n

~
t

;~
‘a

•O
e

n
~

‘~
r-

•‘O
~

1
a

’c
Ñ

o
.‘9

’o
-

~
~

~
~

Ñ
’¿

ococov
—

--

•
•

-

Ca
-

5

Q
N

a
-<

C
ie

n
t’n

’O
r-o

c
a

’>
0

-<
c
ie

n
y
’o

s
o

e
--o

c
o

’a
-<

C
ie

n
y
’n

’O
r-O

c
o

’
‘o

’O
SO

50
‘O

‘O
‘O

‘O
‘O

‘O
SO

e--
r-

r-
c—

e--
e--

r-
e--

r-
r-

ca
00

oc
oc.oc

oc
oc~oc

oc
oc

.
‘o

’o
.’o

’o
ic

’o
’o

‘n
Q

fl’n
’n

’o
’o

’n
’o

’o
’n

.ic
’n

ic
ic

ic
’n

’n
’n

’o
’o

’n
’o

’n
’n

~
~

4

t4
<

>

181



T
esisD

octoral?
M

.
A

lca
ld

e

oc
O

’y
—

’n
—

‘O
5

0
~‘n’O

‘O
y
c
i

‘o

~

c
i

—
‘n

y
—

y
‘o

e
n

e
n

r-C
ie

n
‘o

~
,..4

’n
’O

S
O

’o
~

oc
~

‘O
~

S
O

C
i’o

O
’’o

—
~-s,?

o
o

o
c
.o

c
c
’n

.o
‘

.c
io

a
a

a
a

a
<

‘M
o

.r-0
c
i

.«
o

o
tr-to

t
o

’
~

~c.:
.4

Z
—

e
n

~
0

6
~

~

~s

u

‘o
‘n

~
~

0
o

c
o

c
e

n
e

n
C

i
r-o

’~
e

n
y
c
ie

n
r-S

O
e

n
c
i

‘~
o

~
¿

;’>
a

0
0

.:¿
’A

0
r

2
0

0
0

4
4

r
-

.0
K

4
~

’A
r
4

Q
0

V
0

e
n

g
’¿

0
’>

0
0

—
y

—
y
~

e
n

—
‘n

e
n

’o
c
ie

-—
—

~
~

~
r-0

6
e

n
0

6
a

y
e

n
4

•
~

•
Ñ

C
’1

,,~
~

o~
~

0
’’0

’
o

~
ooa

.
.

y
c
i

F
~

~
r
-
’c

~
g

~
c
iy

e
n

y
~

—

t
5

0
’o

r
-
~

j~
~

¿
~

U
N

c
c
S

O
o

c
a

n
‘o2

O
N

en
—

en
y
o

’e
n

o
c
c
i’9

a
d

Ñ
a

d
~

0
c
c
0

’¿
0

6
a

8
0

0
a

O
.:a

0
0

a
a

c
ir-’o

r-4
0

0
0

0
y
a

c
o

c
—

—
—

r-
‘o

‘O
‘O

’o
’n

o
c
e

n
~

‘n
a

’
00

c
io

c
50

r-
5

0
tQ

N
C

ia
r

to
’

y
o

c
o

’
O

y
C

ir-r-r~
o

’~
•~

0
‘0

’
‘0

‘0
0

0
‘0

0
0

0
0

‘
‘

‘
‘h

~
ooo

‘¿
8

~
O

c
ir-

—
ti

o
c
e

n
a

e
n

C
i’o

en
—

y
C

i
y

e
n

—
e

n
C

i

~O
’>

~~~oc\0t00r-y
~‘>

o
’>

-’~
e

n
o

c
<

M
e

n
c
i

—
—

‘-‘‘o
e

n
’o

,S
O

‘o

c
c
c
i

~
~oco’

y
~

‘n
~

~‘Ú
00r-~’O

L
¡.4

~
,?

0
0

j’¿
0

~
.a

’r-0
¿

..0
C

i.0
0

0
~Z

.4
.?

0
c
i

N6

‘O
—

a
c
t-.o

c
e

n
S

O
y

0
v
i8

0
r.%

¿
4

a
’~

~
e

n
S

O
‘o

—
r-O

’’O
—

e
n

en
0

4

e
n

e
n

e
n

5
0

~
~

e
n

C
ie

--
0’>

o
o

e
n

~
‘o

—
4

..c
i0

—
enO

c
r—

C
iZ

c
is

rC
it

en

0
0

0
o

’

‘o
—

oc
en

‘o
‘o

,-—
c
i

0
0

0
O

en
—

y
‘O

e
n

—

‘o

en
—

j
y

‘~
C

I
QN

y
en

—
‘n

c
i

e
n

’o
4

a
.:¿

’o
’n

y
e

n
’o

C
i

—
e

n
e

n
C

ir-S
O

—
—

e
n

‘o
S

O
-
‘o

’
o

c
S

O
—

0
0

8
g

c
c
~

e--
‘n

C
i

o
’

.5
0

—
rZ

~
’A

e
r

o.:
—

—
c
i

ql

182

0
—

c
ie

n
t’o

’0
r-0

0
o

’0
c
ie

n
t

‘n
5

0
r-o

c
a

’0
~

c
ie

n
y
’n

S
O

r-o
c
O

’a
o

’Q
N

Q
N

Q
N

O
s
Q

N
C

’>
o

’o
’c

s
0

0
0

0
0

O
0

0
0

0
~

ti
‘n

’o
’n

.’n
’o

’o
’o

V
5

’n
.’o

’0
‘o

’o
’o

’o
’0

5
0

5
0

’O
’O

’o
’0

’O
.’o

’o
S

O
S

O
’O

5
0

s
o

v
.

-

4
>

-~
~

>
-
Z

4
<

~
>

Z



A
n

e
xoJI

‘n
r-~

c
i

Q
N

00
—

r-
~

‘D
e

n
o

’’n

~
j

r
-
y
.,’o

o
~

‘¿
0

0
0

6
d

0
’A

¿
0

0
0

0
0

0
‘r-0

.0
.:2

0
.:0

8
4

.0
0

0
0

y
’O

en

~
Ú

,Ú
a

’r—
o

’~
a

’—
‘o

r-
-a

r
-

«
‘O

Ñ
Ñ

S
1

0
6

.4
~

8
‘a

o
c
o

’
e

n
o

‘a
—

“‘<
C

i
—

~
‘S

~
C

0
~

r-c
i8

0
r-C

i
~

06en0’¿
‘o~

,Q
N

tir-oc~
r-

‘O
ciyr-

r-’oJM
r-.’o.’oe-’nS

O
y

Ci
8

~
r-’O

~
o

o
—

‘o
Ci50

—
enr-

yC
i

~
—

enen
-t

~
c
.jo

’~
y
e

n
~

r-o
’c

iy
00yen’O

o’o
’~

c
i~

~
‘n~

!—
~

—
‘o

‘O
.a

y
.enaenenen’o

.
.r-

.o
c
tr-0

q
~

6
~

8
4

8
r-~

8
g

¼
U

z
8

~
U

5
0

~
y

S
O

~
t—

r-
y

o
c

—
~

a
a

a
.4

~
0

0
8

~
a

a
a

o
’¿

‘a
o

a
o

o
o

’,i4
o

’¿
a

4
0

0
.4

y
‘n

’n
e

n
r-

e
n

r-
e

--
—

z
y

S
S

’o
o

’
o

c
a

‘fl.0
0

C
i

0
0

r-
e

n
~

06’o.aa0a
e

n
~

0
0

0
0

0
0

~
e

n
C

iy
r-

e
n

C
i

‘o
c
i

r
UE

~
C

,~
6.J

~

y
‘n

0
0

e
n

0
=

0
=

~
y

y
~

r-’n
c
ic

i’o
’O

’o
t’o

¿
0

4
~

‘n8O
~

;0O
’¿

48~
r-en

‘o
,

—
e

n
~

<
¿

Z
a”’<

o
y

~
C

i’o
~

t’O
c
1

~
~

C
it

o
’y

E
~

o
’’n

’o
—

‘~
C

,5
,?

~
0

=
~

e
n

’n
—

o
c
o

’c
i..r-.O

O
~

r-o
O

l
<

o
c
i

—
r-y

~
ar-o—

8r-~
vi~

8Z
8Z

8
‘o

E-,

Et

-z

te
n

—
-~

<
fl~

q
—

•
•
-
4

’n
O

’r-o
c
’O

o
c
r-0

0
C

i0
0

r-’o
t’o

y
c
i

r-
C

ie
n

<
,-

O
en

O
’’¿

’0
c
id

0
e”’>

~
~

~>oto
~o

en
y

c
i’n

C
i

‘n
te

n
fl~

c
io

o
~

c
i’O

‘
‘

‘
‘0

‘e
n

‘‘O
’Q

N
O

’>
.

oc
Q

N
e

n
e

n
O

N
Q

N
’n

’o
~

<
e

n
’o

c
i~

0
0

o
q

o
’e

n
0

~
c
c
r-~

~
e

n
o

’,o
’>

e
n

0
0

~

—
ti

e
n

?
‘o

5
0

e--
o

c
o

’0
—

ti
e

n
?

to
S

O
r-

0
0

O
s
o

-~
C

ie
n

y
‘o

S
O

r-
o

c
-o

’
0

ti
C

i
ti.ti

ti
C

i
C

i
C

i
c
i

en
en

e
n

e
n

e
n

e
n

e
n

c
n

e
n

e
n

ttty
ty

y
y

t?
’n

’o
S

O
’O

5
0

’O
.S

O
5

0
’0

.’o
~

O
’O

’O
’O

5
0

’O
’O

S
O

~
c
’O

’o
S

O
’o

’o
’o

‘O
\O

’o
’o

‘O

~
~

183

‘oen‘Oc
i



T
esisD

octoral?
M

.
A

lca
ld

e

‘?
‘o

.•
•
..•

.~
O

O
.•

o
.O

c
o

r-.’o
.’n

•
c
i.

o
c
r-’,’>

O
’

y
~

-4
E

-—
4

C
i 0

O
e

n
¿

~
tC

-~
Ú

o
c
r-’o

—
r-

t—
C

i
e—

en

~
C

fl’n
~

~O
4y

~
r-O

c
r-

o
’S

O
0

0
~‘n

en
.o

.e
n

0
‘tE

--o
.0

.Ú
0

.
c
i’n

t’n
rn

y
0

=
0

o
c

c
c
c
i

o
’

~v’;
~8

o.:
~

e
-~

.c
i4

’n
o

e
-~

0
~

~
~

‘
‘

‘o
c

‘
‘

‘
r-

.
y
c
io

c
o

c
’O

-<
y

—
—

e
n

..<
e

n
—

’n
C

i
,..,‘o

—
e

n
—

’n
5

0
-~

tflO
’>

~
c
ie

n
O

c
‘O

E-—
o

c
y

.~
0

’>
~

?
r-’O

C
i~

’O
S

O
o

c
e

n
o

’o
c

E
-—

e
n

e
n

e
n

0
0

’n
r-~

~-‘nr-—
occicia’e--

‘t~
—

~
’o

.e
n

e
n

~
’o

e
n

o
’’n

o
’~

E
-—

0
r-0

0
.t—

~
o

.:0
6

~

4
-‘¿

a
’’,’>

o
’E

--..4

0
~

0
6

V
’>

8
o

~
4

<
fl~

e
n

e
n

—
y

r-—
e

n
—

r-e
n

C
it

U

y
c
it

en
t

O
N

e
n

S
O

e.’;
8

a
~

~
a

g
.4

o
o

0
0

o
.~

’¿
o

2
d

o
c

e-j
5

0
a

A
o

’A
O

o
a

‘¿
‘¿

d
o

—
—

50
50

0
0

~
—

‘n
S

O
y
c
i

‘o
’o

y
~

‘O
Q

N
,~

~
0N

~
en

o
c

O
’

y
‘a

—
‘o

.e
n

o
C

i
~

tO
N

e
n

‘
‘0

0
‘~

-e
t~

s
~

L
~

,<
0

0
‘¿

¿
~

0
~

en
~

06
.4

~
~

.4
en

C
i

~oc
e

n
e

n
y
r-

~
e

n
c
i

en
O

’
C

i
e

n
r-t’o

a
n

v
~

t
0

0
0

0
‘o

a
c
R

~
Q

N
’e

n
5

0
0

t4
y
—

e
n

—
c
i~

’A
y

—
o

‘o
o

‘n
o

o
c
c
’¿

a
¿

Q
N

’¿
o

o
’e

--
~ 0~o.’>

,..,‘n
‘-~

e
n

—
’n

-t

r-
en

en
en

C
I

‘o
en

c
ie

n
c
i’o

r-o
c
e

-~
~ci’,’>E

-ci’,~S
O

oce-ar-ocenyocti
~

e
l2

~
~ó~ó6~ggg2~2

~~—
S

O
~O

~r-
~

~
~3~?¿

o
’—

.
y

e
l

4
«

Ñ
~

¿
ó

c
A

¿
c
-id

e
n

4
O

’~
r-r-y

6
’O

a
’o

a
e

n
e

n
y
r-

~~—
ci

‘o
o

’c
c

y
y
y

e
n

—
’O

--~
’n

C
i0

0
0

0
C

i—
t~

’n
c
i’o

—
c
i

~
~

o’>
~

~
y

r-
cie

n
~i~~O

’<o’enr-
y

.?
.r-r-Q

N
.e

n
.~

O
.o

c
?

~
e

n
.0

’o
.

.—
ty

—
y
r--O

O
S

O
en

-
—

~r-2’O
50’n~

‘A
~

~
o

c
o

c
’n

~
.~

e
n

E-~
C

ie
n

t
‘n

’O
r-—

c
c
o

’o
—

c
ie

n
‘n

’O
t—

O
cQ

N
O

—
C

ie
n

y
‘o

~
e--

o
cQ

N
O

—
C

ie
n

‘o
‘o

‘o
‘o

‘o
‘O

’o
5

0
‘O

S
O

r—
r-

e—
e--

r-
r-

r-
r-

r-
e—

o
co

co
cca

-‘o
‘o

‘O
‘o

s
o

’o
‘o

’o
’o

’o
s
t’o

‘o
’a

‘o
‘o

‘0
5

0
‘0

5
0

‘O
‘O

‘O
S

O
‘4’>

‘O
so

S
O

‘O
5

0
5

0

-~
u’>

~c~4g
o

~
~

rz
3

~
n

184



AnexoJIJ 185

ANEXO III

Comparación de las secuencias de aminoácidos de las CGTasasde Thermoanaerobacter

sp. 501 y Thermoanaerobacteriumthermosulfurigenes(Tabium). La primeralinea pertenecea

la CGTasade Thermoanaerobactery la segundaa la de Tabium. En negrita se indican las

diferenciasen la secuencia.En total existen64 aminoácidosdistintosen ambasestructuras,lo
queequivalea un 91 % de homologíaen la secuencla.

1 ala proaspthr serval serasnval val asntyr ser thr asp val ile tyr gín ile Thermoanaerohacter

ala ser asp thr ala val ser asn val val asn tyr ser thr asp val ile tyr gín ile Tahium

21 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

41 pro thr his thr serleu lys lys tyr phegly gly asptrp gín gly ile ile asnlys
prothr his thr serleu lys lys tyr phegly gly asptrp gín gly ile ile asnlys

61 ile asnaspgly tyr leu thr gly metgly ile thr alaile trp ile sergín pro val
ile asn asp gly tyr leu thr gly met gly val thr ala ile trp ile ser gín pro val

81 glu asnile tyr alaval leu proaspserthr phegly gly serthr sertyr his gly
glu asn ile tyr ala val leu pro asp ser thr phe gly gly ser thr ser tyr his gly

101 tyr trp ala arg asp phe lys lys thr asn pro phe phe gly ser phe thr asp phe gín
tyr trp alaarg aspphe lys arg thr asnpro tyr phegly serphethr aspphegín

121 asnleu ile alathr alahis alahis asnile lys val ile ile aspphealapro asn
asn leu ile asn thr ala his ala his asn ile lys val ile ile asp phe ala pro asn

141 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

161 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

181 . gly thr asnphesersertyr glu aspgly ile tyr arg asnlen pheasplenalaasp
- - glythr.aspphesersertyr glu aspgly ile tft arg asnleupheasplen alaasp-

201 leu aspgín gín asnserthr ile aspsertyr leu lys alaalaile lys leu trp leu
leu asn gín gín asn ser thr ile asp ser tyr leu lys ser ala ile Iys val trp leu
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221 asp met gly ile asp gly ile arg met asp ala val lys his met ala phe gly trp gín

asp met gly ile asp gly ile arg leu asp ala val íys his met pro phe gly trp gín

241 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

261 leu gly thr asn glu val asp pro asn asn thr tyr phe ala asn glu ser gly met ser
leu gly thr asn glu ¡le asp val asn asn thr tyr phe ala asn glu ser gly met ser

281 leu leu asp phe arg phe ala gin lys val arg gin val phe arg asp asn thr asp thr
leu leu asp phe arg phe ser gín lys val arg gín val phe arg asp asn thr asp thr

301 met tyr gly leu asp ser met ile gín ser thr ala ala asp tyr asn phe ile asn asp
met tyr gly leu aspsermet ile gín serthr ala serasptyr asnpheile asnasp

321 metval thr phe ile aspasnhis aspmetasparg phetyr thr gly gly serthr arg
metval thr pheile aspasnhis aspmet asparg phetyr asngly gly serthr arg

U
341 pro val glu gín ala leualaplie thr leuthr serarg gly val proalaile tyr tyr

proval glu gín ala leualaphethr leuthr serarg gly val proalaile tyr tyr

361 gly thr glu gín tyr met thr gly asngly asppro tyr asnarg alamet met thr ser
gly thr glu gín tyr met thr gly asngly asppro tyr asnarg alamet met thr ser

381 pheaspthr thr thr thr alatyr asnval ile lys lys leualapro leu arg lys ser
phe asn thr ser thr thr ala tyr asn val ile lys lys leu ala pro leu arg lys ser

401 asnpro ala ile alatyr gly thr gín lys gín arg trp ile asnasnaspval tyr ile
asnpro ala ile ala tyr gly thr thr ghn gín arg trp ile asnasnaspval tyr ile

421 tyr glu arg gín phe gly asn asn val ala leu val ala ile asn arg asn leu ser thr
tyr glu arg lys phegly asnasnval ala leu val alaile asnarg asnleu serthr

441 sertyr tyr ile thr gly leutyr thr alaleu proalagly thr tyr seraspmet leu
sertyr asnile thr gly leutyr thr alaleu pro alagly thr tyr thr aspval leu

461 - gly gly leu leu asngly serserile thr yal serserasngly serval thr prophe
gly gly leu leuasngly asnserile serval alaseraspgly Serval thr pro phe -

481 thr leu alapro gly glu val alaval trp gíntyr val serthr thr asnpropro leu
~-tln.leuseralagly glu yal alaval trp gln tyr val serserserasnserpro Ieu
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501 ile gly his val gly pro thr met thr lys alagly gin thr ile thr ile aspgly arg
ile gly his val gly pro thr met thr lys ala gly gín thr ile thr ile asp gly arg

521 gly phegly thr thr alagly gín val leu phegly thr thr pro alathr ile val ser
gly phegly thr thr ser gly gín val leu phe gly ser thr ala gly thr ile val ser

541 trp glu aspthr glu val lys val lys val pro alaleu thr pro gly lys tyr asnile
trp aspaspthr glu val lys val lys val proserval thr pro gly lys tyr asnile

561 thr leu lys thr alasergly val thr serasnsertyr asnasnile asnval leu thr
ser leu lys thr ser ser gly ala thr ser asn thr tyr asn asn ile asn Ile leu thr

581 gly asngín val cysvalargpheval valasnasnalathr thr val trp gly glu asn
gly asn gin ¡le cys val arg phe val val asn asn ala ser thr val tyr gly glu asn

601 val tyr leuthr gly asnval alaglu leugly asntrp aspthr seríys alaile gly
val tyr leuthr gly asnval alaglu leu gly asntrp aspthr seríys alaile gly

621 pro met phe asngín val val tyr gín tyr pro thr trp tyr tyr aspval serval pro
prometphe asngín val val tyr gín tyr pro thr trp tyr tyr aspval serval pro

641 alagly thr thr ile glu phelys pheile lys lys asngly serthr val thr trp glu
alagly thr thr ile gin phelys plie ile lys lys asngly asnthr ¡le thr trp glu

661 gly gly tyr asnhis val tyr thr thr pro thr sergly thr alathr val ile val asp
gly gly serasnhis tbr tyr thr val pro serserser thr gly thr val ile val asn

681 trp gín pro
trp gín gin

187
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ANEXO IV

Publicacionesy presentacionesen congresosa los quehadadolugar la presenteTesisDoctoral.

1 PUBLICACIONES

U Alcalde, M.; Plou, F.J.; Pastor, E. and Ballesteros, A. (1996). Cyclodextrin Glycosyltransferase
(CGTase)from Thermoanaerobactersp: Effects of chemicalmodification on its activity and produel

U
specificity. ¡ti: “Comunicacionesdel III CongresoIbérico de Biotecnología.”,409-410.Eds.: Fernández-

PolancoE., GarcíaEncinaP.A., GonzálezBenito O., y PeñaMirandaM.P. Serviciode Publicacionesde
la Universidadde Valladolid.

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

U
Alcalde, M.; Plou, F.J.; Martín, MT.; Remaud,M.; Monsan,P. andBallesteros,A. (1998).Stability in
the presenceof organiesolvents of dextransucrasefrom LeuconostocmesenteroidesNRRL B-512F
ímmobilizedin calcium-alginatebeads.Iii: “Stability andStabilizationofBiocatalysts”.,535-540.Eds.:
Ballesteros,A.; Plou, F.J.; Iborra,dL. andHalling, P. Elselvier,Amsterdam.

Alcalde, M.; Plou, E. 3.; Andersen,C.; Martín, MT.; Pedersen,5. andBallesteros,A. (1999).Chemical

U modification of lysine side chains of cyclodextrin glycosyltransferase (COTase)

Ther¡noanaerobactercausesashift from COTaseto a-amylasespecificity.FEBSLett., 445: 333-337.

Plou, F.J.; Alcalde, M. y Ballesteros,A. (1999). Estabilidadde los Biocatalizadores.¡nvestigacic3ny
Ciencia. En prensa.

2 CONGRESOS

Alcalde, M. & Plou, F. Structure-FunctionRelationshipsof G!ucosyltransferases,Workshop on

CCTaseMethodsand Techniques~.(Groningen,Holanda. 22-24Junio 1995).

Alcalde, M. ‘~Dextratisucrase ¡ti organic solvenis.” Strncture Funetion Relationships of
Glucosyltransferases,DextransucraseWorkshop1. (Toulouse,Francia. 11-13 Julio 1995). Exposición
oral.

Alcalde, M. “Work with ChemicallyMocft/ied Enzymes’.’. III Joint Meeting of the .Glycosyltransferase
Project.(Londres,Inglaterra 18-20Abril 1996).Exposiciónoral. -
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Alcalde, M.; Plou, F.J.; Pastor,E. & Ballesteros,A. “Cyclodextrin Clycosyltransferase(CGTase)from
Thermoanaerobactersp: Eflecis of chemical mod~ficatioti on its activity and product spec~ficity.

CongresoHispano-Lusode Biotecnologia.(Valladolid.10-13 Septiembre1996). Seleccionadopor el
comitecientífico comocomunicaciónoral.

Alcalde, M. “Chemical mod(fication and immobilization of CGTase and Dextransucrase’.IV Joint
Meeting of the GlycosyltransferaseProject.(Braunschwcig.Alemania 3-5 Octubre1996). Exposición

oral.

Alcalde, M.; Remaud,M.; Plou, EJ.; Willemot, R.M.; Ballesteros,A. & Monsan,P. ‘Dextransucrase

from LeuconosbocmesenteroidesNRRL B512-F: effect of the removal of its dextran layer on Ihe
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